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RESUMEN

El agua residual del proceso de extraccién de almidén de yuca se caracteriza por presentar
un alto potencial de aprovechamiento bioldgico, ya que dispone de fuentes de carbono
facilmente asimilables (carbohidratos solubles, lipidos) y nutrientes, moléculas que son
necesarias en el desarrollo de cultivos de microalgas. Sin embargo, deben presentarse
condiciones favorables en el cultivo para que las microalgas puedan adaptarse al sustrato
y maximizar el crecimiento con la respectiva depuracion del efluente. Factores como la
limitacion de nutrientes, concentracion inicial del inéculo, pH, carga organica del efluente,
temperatura, luz, entre otros, pueden promover o inhibir el crecimiento de las microalgas
dependiendo de los rangos éptimos para cada especie.

En el presente trabajo se evalué la influencia de los factores relacion sustrato/biomasa (S/X)
y el pH, en la reduccién de nitrégeno, fosforo y DQO del agua residual del proceso de
extraccion de almidén de yuca, utilizando la microalga Chlorella sp. Asi mismo, se evalu6
el efecto de los factores en el crecimiento de biomasa microalgal. La relacién S/X se evalu6
mediante 3 niveles (100, 50, 30 g DQO por g inéculo) y el pH mediante 2 niveles (7,5y 6,5).
La relacion S/X se obtuvo al mantener la concentracioén inicial de in6culo constante (0,5
gL'), mientras que la concentracion de sustrato se vari6 por medio de diluciones. La
concentracion del inéculo se obtuvo después de un periodo de aclimatacion que duré 20
dias. El ensayo experimental se realiz6 después del periodo de aclimatacion, con una
duracion de 13 dias, durante ese tiempo se monitoreo el pH, concentracion de Ortofosfatos,
concentracion de Nitrégeno amoniacal total (NAT) y crecimiento de biomasa. Con los datos
obtenidos se determind el porcentaje de reduccién, consumo y tasa de consumo de
nutrientes y DQO, asi como la productividad y Biomasa maxima (B, ax)-

Los resultados permitieron concluir que al incrementar la relacion S/X, se optimizaba la
reduccion de DQO y nutrientes, lo cual se corrobor6 en el andlisis estadistico (p<0,05). El
tratamiento que presento el mejor comportamiento durante la fase experimental fue T:B
(S/X=100; pH=7,5), con porcentajes de reduccién, consumo y tasa de consumo de DQO
iguales a: 94,27 + 1,27 %, 3.697,56 + 71,24 mg, 284,43 + 5,48 mgL1d?! respectivamente.
Para la reduccion de nitrégeno se obtuvieron los siguientes resultados: 98,24 + 0,66 %, 6,11
+ 2,12 mg, 0,47 + 0,16 mgL*d? respectivamente. Para la reduccién de Ortofosfatos se
obtuvieron los siguientes resultados: 85,46 + 2,55 %, 17,70 + 1,44 mg, 1,36 + 0,11mgL*d?
respectivamente. Se pudo observar que el pH no presento un efecto significativo en las
variables respuesta, lo cual se corroboro en el analisis estadistico (p>0,05).

Los factores evaluados (S/X y pH) no presentaron un efecto significativo en el crecimiento
de biomasa (p>0,05), sin embargo, el mejor tratamiento se seleccion6 de acuerdo con el
comportamiento que presentd en el resto de las variables evaluadas durante el periodo de
cultivo. El tratamiento que presentd los valores mas altos de produccion de biomasa y
Biomasa maxima (B,,,,) fue T1B, con valores de 0,076 + 0,048 gL*d?y 1,29 + 0,69 gL
respectivamente.

Palabras clave: Agua residual agroindustrial, Tratamiento de agua residual, Crecimiento
microalgal, Relacion S/X, pH
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1. INTRODUCCION

El incremento mundial de la poblacién ha inducido al aumento en la produccion de alimentos
con la consecuente generacion de residuos. Entre las industrias de alimentos, la produccién
de yuca presenta un aumento continuo especialmente en Asia y América donde se
consume extensamente. Segun la organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion (FAQO), la produccion mundial de yuca mantiene un crecimiento acelerado,
con una tasa promedio de 281 millones de toneladas al aflo y es una fuente de
carbohidratos para mas de 400 millones de personas en todo el mundo, especialmente en
paises en via de desarrollo (EIMekawy et al., 2015, Leifeld et al., 2018). El proceso industrial
genera dos tipos de residuos: solidos, compuesto de partes lefiosas de las raices, porciones
de fibras retenidas en los tamices, bagazo (Bhatnagar et al., 2015) y liquidos provenientes
del lavado de raices y agua originada en las prensas de yuca (Leifeld et al., 2018).

Colombia produce el 1,2% del total mundial de yuca (2 millones de tonafio?), donde el 10%
de la produccién nacional se destina a la elaboracion de almidén nativo (fresco) o
fermentado (agrio). La producciéon de almidén agrio de yuca es una de las actividades
econdmicas mas importantes en el norte del departamento del Cauca, es llevada a cabo en
pequefias y medianas industrias denominadas rallanderias. Aproximadamente, el 80% del
procesamiento de yuca del pais para la obtencién de almidon es realizado por la comunidad
rallandera asentada en el Departamento del Cauca, las cuales procesan entre 5y 12,5
toneladas por semana (Torres et al., 2007). El producto obtenido es implementado en otros
procesos industriales, especialmente en el sector alimenticio (Alarcén y Dufour, 2002).

El proceso productivo genera agua residual basicamente en las etapas de lavado-pelado,
colado y sedimentacion, y es en esta Ultima donde se produce el mayor volumen
correspondiente (79,8%) (Torres et al., 2006). El agua residual se caracteriza por la
presencia de una alta carga contaminante medida como DQO y DBOs, presencia de sélidos
disueltos, nutrientes, bajos valores de pH y compuestos cianurados que pueden representar
un riesgo para la salud publica (Rodriguez et al., 2003, Torres et al., 2006, Leifeld et al.,
2018). La cantidad de agua utilizada en el proceso de extraccion es del orden de 20.000 L
por tonelada de yuca procesada, lo que a su vez genera agua residual con una DQO entre
2.500 y 5.500 mgL1, representando una carga contaminante de 15,5y 3,5 tond* de DQO 'y
DBOs respectivamente (Rodriguez et al., 2003). Por lo tanto, es necesario realizar un
tratamiento para reducir la carga contaminante y evitar impactos negativos en los cuerpos
hidricos receptores.

Una de las alternativas para el tratamiento de este tipo de agua es la ficorremediacion, es
decir, el uso de microalgas. Esta tecnologia podria considerarse como una opcion viable ya
gue las microalgas poseen la capacidad de eliminar o biotransformar contaminantes de un
medio liquido o gaseoso incorporandolos a su metabolismo para la generacion de biomasa.
Esta capacidad resulta en un sistema de cultivo con 2 propdsitos: eliminacion de
contaminantes y produccion de biomasa con fines comerciales (Hernandez y Labbé, 2014).

La biomasa de microalgas se ha utilizado en la elaboracién de una amplia gama de
productos biotecnoldgicos con usos en la industria alimenticia y farmacéutica, asi como
para la produccion de cosméticos, compuestos organicos, alimentos de bajo costo para
animales, lipidos, polimeros, pigmentos, biocombustibles etc. (Pérez-Garcia et al., 2011,
Hernandez y Labbé, 2014, Xiong et al., 2018). Asi mismo, se ha utilizado de manera
satisfactoria en el tratamiento de agua residual de diferentes procedencias, caracterizada
por la presencia de cargas organicas elevadas, metales pesados, xenobi6ticos y nutrientes
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(como en el caso del agua residual agroindustrial) (Hernandez y Labbé, 2014).
Adicionalmente, tienen la ventaja de adaptabilidad a condiciones extremas y alta tasa de
crecimiento (Forero, 2015).

Sin embargo, las condiciones de crecimiento ¢ptimas para un sistema microalgal depende
de diferentes factores, como el tipo y caracteristicas del sustrato, la relaciéon S/X (entre la
concentracion de sustrato y la concentracion inicial de biomasa), luz, pH, temperatura,
aireacion, nutrientes y condiciones de cultivo. Comprender su influencia individual, asi como
las interacciones entre estos factores, es crucial para promover ain mas el crecimiento de
las microalgas y optimizar el proceso de ficorremediacion (Hernandez y Labbé, 2014, Turon
et al., 2016).

En este estudio se pretende evaluar el uso de un cultivo mixotrofico de la microalga
Chlorella sp. como una alternativa para el tratamiento del agua residual del proceso de
extraccion de almidon de yuca, estudiando el efecto la relacién S/X en la reduccion de DQO,
Nitrogeno y Foésforo, bajo dos niveles de pH. Asimismo, se evaluara el crecimiento de
biomasa microalgal.
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2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo General

Evaluar la reduccién de nitrégeno, fosforo y DQO del agua residual del proceso de
extraccion de almidon de yuca por medio de un sistema algal

2.2.0bjetivos especificos

e Evaluar el efecto del pH y la relacion S/X en la eficiencia de reduccién de materia
organica carbonacea y nitrogenada en un sistema algal

o Determinar el efecto del pH y la relacién S/X en el crecimiento de biomasa
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3. MARCO REFERENCIAL

3.1.Almidén de yuca

El almidon es quizas el polimero natural mas importante que existe y es la mayor fuente de
energia obtenida de varias plantas. Se encuentra en las semillas de cereales (maiz, trigo,
arroz, sorgo), en tubérculos (papa), en raices (yuca, batata, arrurruz), en semillas de
leguminosas (frijoles, lentejas, guisantes), frutas (bananas y manzanas y tomates verdes),
troncos (palma sago) y hojas (tabaco) (Aristizabal et al., 2007).

La yuca (Manihot Esculenta spp.), es un cultivo arbustivo perenne perteneciente a la familia
Euphorbiaceae, se conoce como tapioca en los paises asiaticos. Este cultivo de raiz tiene
un alto contenido de almidén de hasta 90% (peso seco). Puede crecer en tierras infértiles
con un aporte minimo de productos quimicos, como fertilizantes, herbicidas e insecticidas;
por lo que es una de las materias primas agricolas mas baratas y sustentables (Zhang et
al., 2016).

La yuca es el tubérculo mas importante en las regiones tropicales y subtropicales del
mundo, es la tercera fuente mas grande de carbohidratos, por lo que se considera una
importante fuente de energia. (Xia et al., 2014, Leifeld et al., 2018). El alto contenido de
almidén en la yuca y su mayor proporcion de amilosa en comparacion con otras fuentes de
almidon hace de este un importante cultivo industrial y alimenticio rico en calorias. El
almidon extraido de la yuca se usa principalmente sin modificar, es decir como almidon
nativo, pero también se usa modificado con diferentes tratamientos para mejorar sus
propiedades de consistencia, viscosidad, estabilidad a cambios del pH y temperatura, con
la finalidad de utilizarlo en diferentes procesos industriales, como elaboracion de alimento
para animales, produccion de etanol, industria textil, farmacéutica etc. (Aristizabal et al.,
2007, Borghetti, 2009, Pingmuanglek et al., 2017).

El proceso para obtener el almidén de yuca puede definirse en 6 etapas para almidén dulce,
y 8 etapas para almiddn agrio. A continuacién, se describe cada etapa. En la Figura 3.1 se
muestra el esquema del proceso (Alarcon y Dufour, 2002; Aristizabal et al., 2007).

e Recepcion de las raices: las raices una vez cosechadas deben ser transportadas a la
planta de procesamiento en un periodo de 24 a 48 horas para evitar su deterioro
fisiol6gico y/o microbiano. Un factor importante en la produccién de almidon de yuca de
alta calidad es que todo el proceso desde la cosecha de las raices hasta el secado del
almidon debe ser ejecutado en el menor tiempo posible.

e Lavado y pelado de las raices: este procedimiento puede ser manual 0 mecénico, en
el primer caso se utilizan herramientas convencionales (cuchillos) para realizar el
pelado, la cascarilla se desprende por friccion de unas raices con otras. En el segundo
caso, el pelado se realiza por medio de un tambor cilindrico, en el cual las raices de la
yuca reciben chorros de agua mientras se friccionan unas con otras y con las paredes
del tambor. Generalmente, las pérdidas en el lavado son del 2% al 3% del peso de las
raices frescas. Se debe evitar pérdida de la cdscara ya que esta también contiene
almidon.

e Rallado o desintegracién: Se desagregan las raices para romper las paredes celulares
y dejar libre los granulos de almidén, convirtiendo las raices en una masa conocida
como pulpa o masa rallada. Si el rallado no es eficiente, no se logran separar totalmente
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los granulos de almidén de las fibras, por lo tanto, se perderd almidon en el afrecho
desechado. Por otra parte, si el rallado es demasiado fino, los granulos pequefios de
almidon sufrirdn dafo fisico y deterioro enzimatico; la sedimentacién seria mas lenta ya
que el granulo fino pierde densidad y se formaria mayor cantidad de mancha.

Raices de yuca

v

Agua — Lavado —— Agua residual

i

Rallado
¥

Agua — > Tamizado — Afrecho

' Mancha
Sedimentacién |—— Agua residual

+

Fermentacion

¥
Secado Secado ‘

v ‘¥
Almidén native  Almidén agrio

Figura 3.1. Diagrama del proceso de extraccion de almidén de Yuca
Fuente: Alarcén y Dufour (2002)

Colado o extraccién: el almidon es separado de la pulpa en un tambor giratorio con
agua; el producto obtenido es una suspensién denominada lechada. Se debe evitar que
pequefias particulas de fibra pasen a la lechada; por eso, en muchos casos se
recomienda realizar un recolado de la lechada con el objetivo de retener las fibras finas.

Sedimentacién: separacion del almidén de la lechada mediante canales o tanques
obteniendo almid6n dulce o fresco. Queda como residuo de este proceso agua residual
y mancha (almidén agrio de baja calidad)

Fermentacién: el almidén dulce o fresco puede ser fermentado en condiciones
ambientales y cubierto con una pequefia ldmina de agua durante un periodo de dos a
tres semanas para obtener almidén agrio

Secado: puede ser realizado dependiendo del nivel tecnoldgico, por secado solar o
artificial. En ambos casos, se busca remover la humedad del almidén hasta un 13 %

Acondicionamiento: comprende las etapas de molienda, tamizado y empaque del
producto final.

3.1.1.Aguaresidual del proceso de extraccion de almiddn de yuca

En el proceso de extraccion de almidon de yuca, se generan residuos solidos compuestos
de partes lefiosas y deterioradas de las raices, porciones fibrosas retenidas en los procesos
de cribado, y residuos liquidos (Campos et al., 2006). El agua residual proveniente de la
extraccion de almidén de yuca es el resultado de la mezcla del agua utilizada en el lavado
de las raices y almidén, con el agua liberada en la desintegraciéon de la yuca. Varias
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sustancias son transportadas en el residuo, como carbohidratos, nitratos, proteinas,
fosfatos, azucares, almidén, sales, potasio y cianuro (de Carvalho et al., 2018, Leifeld et al.,
2018).

A pesar de la relevante importancia para el sector industrial alimenticio, los procesos
necesarios para producir almidén generan diversos residuos, lo cual es considerado un
problema para el ambiente si se presenta una inadecuada disposicion. El agua residual, es
de especial interés porque se produce en gran cantidad dado que el proceso requiere de
grandes volumenes de agua. El agua residual al ser liberada en el ambiente puede causar
serios problemas de contaminacion, porque ademas de su alta carga orgénica, contiene
cianuro, un compuesto toxico para la mayoria de procesos respiratorios (Dos Santos, 2018).

Las comunidades ubicadas alrededor de estas industrias se ven afectadas por los cambios
ambientales, como la presencia de olores, asi como un fuerte deterioro de la calidad de los
cuerpos de agua a los cuales se destinan las descargas de agua residual sin tratamiento
previo (Ferreira et al., 2017).

Este tipo de agua residual contiene una alta concentracion de linamarina (un glucésido
cianogénico), el cual se libera después de la disrupcién celular de la estructura de la raiz y,
al ser soluble en agua, se elimina casi por completo con el agua de lavado utilizada en
procesamiento de la yuca. Ademas, si se tiene en cuenta sus altas cargas organicas y
presencia de nutrientes, la descarga de estos residuos puede conducir a la reduccién de
oxigeno disuelto, eutrofizacién y reduccién de la capacidad de autodepuracién de los
cuerpos de agua, asi como la muerte de la fauna acuatica y animales que consumen agua
con un exceso de cianuro (Rajbhandari y Annachhatre, 2004, Campos et al., 2006, Leifeld
etal., 2018). En los humanos, el cianuro causa agitacion en la respiracion, temblores y otros
efectos neurolégicos con una exposicion a corto plazo, y a largo plazo causa pérdida de
peso, efectos en la tiroides, dafio neuronal e incluso la muerte (Vedula et al., 2013, Leifeld
et al., 2018).

El agua residual del procesamiento de yuca tiene una composicion variable dependiendo
del tipo de cultivo (cuyo contenido de almidén y cianuro varia) y tipo de proceso industrial
empleado. Descartando el almidon y las fibras, la raiz contiene un 60% de agua y otros
compuestos que se mezclan con cantidades variables de agua utilizada en el proceso y que
constituyen el agua residual. Por lo tanto, la DQO varia de 6 a 56 gL, sin embargo la
relacion C:N:P es mas predecible, de aproximadamente 330:30:1 en base molar (de
Carvalho et al., 2018).

Souza et al. (2014) citado por Leifeld et al. (2018) reporta que el agua residual presenta
valores de DBO que oscilan entre 14.000 y 34.000 mgL?, ademas de producir un volumen
de 300 a 3.000 L por tonelada de raices procesadas. Anrain (1983), Pawlosky et al. (1991)
y Parizotto (1999) citados por Feiden (2001) reportan que en plantas de procesamiento de
almidén de yuca en Brasil se producen voliumenes de agua residual que varian entre 2.500
y 5.000 m? por tonelada de yuca procesada, con valores de DQO entre 7,66 y 11,63 gL™.

Hien et al. (1999) reporta que en Vietham se producen 12 L de agua residual por kg de
almidon procesado, con fabricas que tienen la capacidad de procesar de 3 a 10 toneladas
de yuca por dia, ademas se reportan valores de DQO entre 11.077 y 13.449 mgL™.

En el caso de Colombia, en el norte del departamento del Cauca, la cantidad de agua
utilizada en el proceso de extraccion es del orden de 20 m®por tonelada de yuca procesada.
Las principales etapas en las que se genera agua residual son: lavado-pelado y
sedimentacion. El agua residual procedente del lavado y pelado se caracteriza por contener
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gran cantidad de material inerte, cascarilla y valores de DQO bajos, la proveniente de la
sedimentacién presenta valores de DQO entre 2.500 y 5.500 mgL* (Rodriguez et al., 2003,
Torres et al., 2007). En la Tabla 3.1 se expone la caracterizacion fisicoquimica del agua
realizada por varios autores.

3.1.2. Tratamiento del agua residual del proceso de almidén de yuca

En algunos casos, el tratamiento que se le da a este tipo de agua residual consiste en un
tamizado como tratamiento preliminar, sedimentacion primaria para la separacion de arena
y otras particulas, luego una laguna anaerobia y una laguna facultativa. El efluente
resultante es rico en nitrégeno y fosfatos, lo cual puede favorecer el crecimiento de
microalgas (de Carvalho et al., 2018).

Feiden (2001) reporta que los estudios efectuados para el tratamiento del agua residual
son, predominantemente, de procesos bioldégicos anaerobios, aunque se han realizado
investigaciones utilizando otros procesos. Faria (1978) citado por Feiden (2001) obtuvo
reducciones de DQO del 44% utilizando coagulacion y floculacion quimica, con hidréxido
de calcio y sulfato de aluminio. EI mismo autor, aplicé un proceso de lodos activados,
obteniendo reducciones de DQO del orden del 90%.

Dos santos et al. (2018) reportan que las lagunas aerobias y anaerobias son la forma mas
comun de tratamiento de este tipo de efluentes en paises como Tailandia, Brasil y Vietnam.
Sin embargo, estos sistemas presentan desventajas, como la no optimizacion de la
descomposicién anaerobia, los riesgos de sobrecarga de la laguna y la falta de monitoreo
del proceso.

En el estudio Colin et al. (2007) se evalu6 un filtro anaerobio de flujo horizontal, obteniendo
un porcentaje de remocién de DQO del 87%. Segun Torres et al. (2007) debido a las
caracteristicas acidas del agua residual de la etapa de sedimentacion del proceso de
extraccion de almidén yuca, se hace indispensable su acondicionamiento quimico para
permitir el tratamiento bioldgico anaerobio. Asimismo, Pérez y Torres. (2008) enfatizan en
gue puede presentar inestabilidad en el proceso debido a sobrecargas organicas, presencia
de toxicos o variacion de temperatura. Con lo cual se produce un aumento en la produccién
de acidos organicos, afectando las condiciones necesarias, por lo que se requiere
monitorear variables operacionales por medio de indices de alcalinidad y evitar que se
produzca la acidificacion.
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Tabla 3.1. Caracteristicas del Agua residual del proceso de extraccién de almidén de Yuca

Referencia
. (De (Dos
Parametro (Hien et al., (N;t;scg krg y (Colin et al., (Borghet = (Pérez etal., Oliveira (lfnhrzrr:g;tu (Zhang et al., santos  (Leifeld et al.,
1999) 2006)2 2007)b ti, 2009) 2009)° etal, "o 2y 2016) etal., 2018)
2013)2 " 2017)2
Carbohidratos 9.600 -
(mg/L) 35.300 330 - 400 37 500
N'"O(?negnlﬁ)t"ta' 2.500 80 -150 154 136 -196,6 160 2.670 100 -1.300 98
Fosforo (mg/L) 225,9 20-35 19,26 22,2-47,8 80 70 -780 3.397 - 3.571
DQO (mg/L) 12.077-19.083 55.820 4.200 - 7.000 6.180 3.400 - 5.400 16.090 10.560 220280 6.800 3.082 - 3.919
DBOs (mg/L) 1.100 - 3.900 1.876 - 2.459
SST (mg/L) 700 - 200 40.500 330-1.180 @ 3.540 6.500
SDT (mg/L) 805 -1.089 1.745 - 2.320
NHa4 (mg/L) 161-187 174 14,4 2
pH (UND) 5,12 - 5,60 5,9 3.6-6.5 4.4 41-4.4 5,1 4,34 3,6-6,2 6,8 3,72- 3,76
Alcalinidad
Total (mg/L) 0-10 692 - 730
Cianuro (mg/L) 45-6,7 3-5 62 0,1-04 1,9
Potasio (mg/L) 2.665,1 1.463 243 - 249
Calcio (mg/L) 272,5 21,8-25,8
Magnesio
(mg/L) 519 12,4 - 24,4
Azufre (mg/L) 104 37,3-54,8
Hierro (mg/L) 7,8 0,4-0,7
Zinc (mg/L) 7,3 3,6 0,7
Manganeso
(mglL) L
Cobre (mg/L) 0,6 16,5 - 18,2

& Adaptado de de Carvalho et al., (2018);  Industrias de produccién de almidén de Yuca en Colombia.
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3.2.Microalgas

Las microfitas o microalgas son organismos fotosintéticos que pueden ser procariotas
(cianobaterias) o eucariotas (chlorophytas), son talofitas, es decir, que presentan
deficiencias en raices, tallos y hojas, ademas poseen clorofila para llevar a cabo la
fotosintesis. Toleran condiciones adversas debido a su estructura multicelular o unicelular
simple, requiriendo practicamente solo luz solar y nutrientes inorganicos simples. Se
encuentran entre los organismos vivos mas antiguos. Pueden crecer rapidamente en un
gran nimero de ambientes como agua dulce, agua residual y ambientes marinos, asi como
en condiciones ambientales extremas como la presencia de elevadas temperaturas,
ademas se caracterizan por una alta eficiencia fotosintética en comparacion con plantas
terrestres de mayor tamafo. El tamafio de las microalgas varia desde los micrometros a
milimetros y depende de la especie, existen alrededor de 200.000 a 800.000 especies de
algas, de las cuales alrededor de 50.000 especies han sido estudiadas (Chisti, 2007,
Beltran, 2014, Maity et al., 2014, Sakarika y Kornaros, 2017, Tan et al., 2018).

La mayoria de las especies de microalgas producen lipidos, carotenoides, antioxidantes,
acidos grasos, polimeros enzimaticos, péptidos, toxinas y esteroles. Un rango diverso de
especies de microalgas usa energia luminica para producir energia quimica por medio de
la fotosintesis, con lo cual presentan un ciclo de crecimiento natural en pocos dias (Figura
3.2). Pueden crecer en diversos ambientes en presencia de radiacién solar y nutrientes
minimos, sin embargo, la tasa de crecimiento se incrementa con la ayuda de nutrientes y
condiciones ambientales especificas para cada especie (pH, temperatura, etc.). Entre las
ventajas con respecto al cultivo de plantas de mayor tamafio para realizar el proceso de
depuracién, se encuentran la poca demanda de terreno, facilidad de cultivo y el
aprovechamiento del agua residual como fuente de nutrientes (Maity et al., 2014).
Adicionalmente, son capaces de fijar mayor cantidad de CO; (Serrano, 2012).

ol

Photon energy (hy)

CO, \ 0,
/

((;\i:l?:::;;ln) _ — Qlls, Fatty acids

S

Wastewater (203 (CH,,0), Treated water
&' 1XV e/

Figura 3.2. Esquema de la utilizacién de energia luminica por parte de las microalgas
Photon energy: energia fotonica. Algae cell: célula algal. Oils: aceites. Fatty acids: acidos grasos
Wastewater: agua residual. Treated water: agua tratada
Fuente: Maity et al. (2014)

3.2.1.Metabolismo

Las microalgas son organismos fotosintéticos que pueden presentar varias rutas
metabdlicas para la adquisicion de carbono y energia, las cuales se pueden resumir como
fotoautotrofia, heterotrofia y mixotrofia, dependiendo de las caracteristicas especificas de
la especie (Kim et al., 2013, Candido y Lombardi, 2018).
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Metabolismo autétrofo

Las microalgas autotréficas usan carbono inorgénico y luz en sus procesos metabdlicos y
producen hidroxilo como metabolito resultando en un aumento del pH (Kim et al., 2013).
Utilizan la luz solar o artificial como fuente de energia y la fuente de carbono es obtenida a
partir de compuestos inorganicos (sales).

Es el tipo de metabolismo comunmente utilizado, en el cual se lleva a cabo el mayor ahorro
de energia. Generalmente se realiza en lagunas abiertas o en fotobioreactores. En este
proceso metabdlico, la energia quimica es formada a través de la fotosintesis. De esta
manera, un ambiente rico en CO; podria mejorar la productividad de biomasa hasta cierto
punto; sin embargo, a medida que se lleva a cabo el crecimiento de las células se dificulta
el ingreso de la luz debido al aumento de la turbiedad en el medio, por lo tanto, no es factible
su aplicacion en el tratamiento de agua residual, debido a que se pueden presentar altos
niveles de turbiedad dependiendo del tipo de agua y cantidad, limitando el ingreso de luz
(Wang et al., 2014, Cheah et al., 2018).

Los estudios de cultivos autotrofos se han centrado en el disefio de fotobiorreactores, en
los cuales se puede aprovechar la irradiacion incidente, mejorar la dindmica de fluidos y
maximizar la produccién de biomasa. La fotosintesis es un proceso esencial para sobrevivir
y obtener nutrientes organicos exégenos. La energia solar y el didxido de carbono del medio
ambiente son absorbidos por los cloroplastos y transformados en adenosin trifosfato (ATP)
y oxigeno. Esta energia se utiliza en la respiracion para proporcionar energia y ayudar en
el desarrollo celular. La Ecuacién 1 se muestra el proceso general de reaccion fotosintética
(Wang et al., 2014, Tan et al., 2018):

6CO2+ 12H20 + Fotones— CsH1206 + 602 + 6H20 Ecuacion 1

Metabolismo Heterétrofo

El cultivo heterétrofo utiliza carbono organico (por ejemplo, glucosa, acetato, agua residual
etc.) como sustrato para el crecimiento de microalgas, el cual es independiente de la
energia solar o luminica. EI metabolismo heter6trofo es un proceso aerobio donde la
asimilacién de sustratos organicos produce energia a través de la fosforilacién oxidativa,
acompafado del consumo de oxigeno como aceptor final de electrones (Tan et al., 2018).

Los compuestos organicos proporcionan tanto la energia como la fuente de carbono. Por lo
tanto, existen microalgas que pueden desarrollarse bajo ausencia de luz, como por ejemplo
la especie Chlorella protothecoides. El cultivo heter6trofo puede evitar los defectos
asociados con la fotolimitacién presente en los cultivos fotoautétrofos, con lo cual se puede
alcanzar una elevada produccién de biomasa. Cuando se lleva a cabo un cultivo
heterotréfico, se suministra a las microalgas fuentes de carbono organico y el crecimiento
se lleva a cabo en fermentadores. Gran variedad de compuestos organicos puede ser
utilizados en un proceso heterotréfico, los mas comunes son los azlucares y acidos
organicos, sin embargo, algunos estudios han revelado que el uso de polvo de maiz
hidrolizado y glicerol permiten alcanzar rendimientos satisfactorios, ademas son sustratos
economicos. No obstante, debido a los grandes requerimientos de compuestos organicos
y biorreactores, implementar cultivos heterotréficos es mas costoso que los autétrofos
(Liang et al., 2009; Wang et al., 2014), razén por la cual se hace referencia a que existen
estudios dedicados a evaluar sustratos asequibles econémicamente (Wang et al., 2014).
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Las principales desventajas del cultivo heterotréfico son: la cantidad de cepas de microalgas
que pueden crecer heterotréficamente es limitada, costos asociados con la adicion de
sustratos organicos, susceptibilidad a la contaminacién por otro tipo de microorganismos,
es incapaz de generar metabolitos inducidos por la luz (Pérez-Garcia et al., 2011, Cheah et
al., 2018, Tan et al., 2018).

Metabolismo Mixotréfico

Existen algas que son capaces de crecer bajo procesos tanto autétrofos como heterétrofos,
de manera que la fuente de energia la pueden obtener tanto de la luz como de la materia
organica. La fuente de carbono la pueden obtener de compuestos organicos o inorganicos
como el CO.. El carbono inorgénico se fija a través de la fotosintesis, que es influenciada
por las condiciones de iluminacién, mientras que los compuestos organicos se asimilan a
través de la respiracion aerobia que se ve afectada por la disponibilidad de carbono
organico. La diferencia principal entre la mixotrofia y la fotoheterotrofia, que también
involucra fuentes de carbono orgéanico, es que la fotoheterotrofia requiere luz como fuente
de energia, mientras que la mixotrofia puede utilizar compuestos organicos para lograr este
objetivo (Wang et al., 2014, Tan et al., 2018).

Algunos cientificos sugieren que la tasa de crecimiento especifico de las microalgas bajo el
cultivo mixotréfico, es aproximadamente la suma de aquellas cuando se presentan
condiciones fotoautotréficas y heterotréficas, mientras otros creen que la tasa de
crecimiento especifico en la mixotrofia no es la combinacién simple de las dos formas de
cultivo, en este caso, definen que los dos procesos metabdlicos (es decir, la fotosintesis
para la fotoautotrofia y la respiracién aerobia para la heterotrofia) se afectan mutuamente
bajo cultivo en condiciones mixotroficas, o que puede contribuir a efectos sinérgicos y
mejorar la productividad de biomasa (Ebrahimian et al., 2014, Wang et al., 2014, Lin et al.,
2015).

Dado que los compuestos organicos pueden utilizarse bajo cultivo mixotréfico, el
crecimiento de las microalgas no depende estrictamente de la fotosintesis; la luz no es un
factor limitante para el crecimiento de la biomasa. Por lo tanto, la fotolimitacion o la
fotoinhibicion pueden reducirse cuando se presentan niveles de iluminacién demasiado
bajos o demasiado altos (Wang et al., 2014).

Complementando la fotoautotrofia con sustratos organicos, el cultivo mixotréfico puede
mejorar la tasa de crecimiento, acortar el ciclo de crecimiento, reducir la pérdida de biomasa
en horas de obscuridad debido a la respiracion, y aumentar la productividad de biomasa
(Andrade y Costa, 2007, Park et al., 2012). Ademas, el CO; liberado via respiracion aerobia
puede ser atrapado y reutilizado para la fotosintesis, lo que incrementa la produccion de
biomasa (Wang et al., 2014). El sistema de cultivo mixotréfico ha sido probado con
resultados positivos en microalgas de la especie Chlorella y Botryococcus, las cuales
asimilaron carbono organico, nutrientes y CO, de manera simultanea, realizando
respiracion y fotosintesis al mismo tiempo (Cheah et al., 2018)

En la Tabla 3.2 se expone el resumen de la fuente de energia, carbono y comportamiento
para cada tipo de metabolismo.
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Tabla 3.2. Fuente de energia, carbono y via metabolica de acuerdo con el tipo de cultivo de las

microalgas
Tipo de Fuente de Fuente de .
. . Metabolismo
cultivo energia carbono
Autétrofo Luz Qompye_stos H0+HCO3; — C(plomasa)+1/2 O2+ OH™:
inorganicos pH incrementa
) Compuestos  Compuestos (1+a) CH20+02— C(blo.masa)+aCOz+(1+a)
Heterotrofo - - H20:
organicos organicos
pH decrece
Luzy Compuestos bHCO3+cCH20 — (b+(c-a)) C(biomasa)+
Mixotréfico compuestos organicos e 30H™+ aCOaz:
organicos inorganicos Cambio de pH inconsistentes

Adaptado de Kim et al. (2013)
3.2.2.Pardametros operacionales

Luz: la luz es un parametro condicionante, al proporcionar toda la energia necesaria para
que la comunidad microalgal pueda realizar la fotosintesis. Un aumento de la radiacion solar
directa afecta a las microalgas en diversas formas, por un lado, permite alcanzar el punto
de compensacion de luz y en otros casos, genera fotoinhibicion, que puede afectar
negativamente los receptores de luz y producir una disminucion en la tasa de fotosintesis y
productividad (Cer6n et al., 2015).

Se divide en dos componentes: la irradiancia, la cual se refiere al flujo de luz por unidad de
area a la cual estan expuestas las microalgas, y el fotoperiodo, el cual es la cantidad de
horas durante el dia en la que las microalgas son sometidas a dicha irradiacion. Cuando
algunos cultivos de microalgas se exponen a un cierto nivel elevado de irradiacién, los
componentes celulares internos encargados de la absorcibn de energia luminica,
denominados antenas, sufren dafio debido al exceso de energia; este nivel de irradiancia
se conoce como el punto de saturacién luminica, y por encima de él la velocidad de
fotosintesis se puede ver reducida; este fendbmeno se conoce como fotoinhibicién. El punto
de saturacién luminica para microalgas generalmente es caracteristico de cada cepa, como
es el caso de la microalga Chlorella, el cual puede variar entre 85y 400 hEm2s™. En el caso
del fotoperiodo, normalmente se utilizan ciclos de iluminacién constantes que se expresan
en horas de Luz/Oscuridad (LO) que van desde 12:12 (LO) hasta 18:6 (LO) pasando por
valores intermedios como cuando se emplea irradiacion artificial (14:10) (Serrano, 2012).

Temperatura: la produccion algal aumenta proporcionalmente con la temperatura hasta
alcanzar el valor 6ptimo para cada especie. Por encima de dicho valor, aumenta la
respiracion y la fotorrespiracién reduce la productividad global. La temperatura 6ptima varia
entre especies, pero en general esta entre 28°C y 35°C ( Hernandez y Labbé, 2014).

Diversos autores sefialan un intervalo de temperaturas éptimas de crecimiento de 15 a 26
°C para algunas especies con densidades de células maximas obtenidas a 23 °C, para la
mayoria de las especies, aunque puede variar con la composicién del medio de cultivo, la
especie y la cepa cultivada. Un valor intermedio de 18 a 20 °C es el mas empleado, las
temperaturas menores que 16 °C disminuiran el crecimiento, mientras superiores que 35
°C son letales para un niumero de especies (Barsanti y Gualtieri, 2006; Rodriguez et al.,
2014)

Serrano (2012) expone en el cultivo de microalgas, y en general el de cualquier
microorganismo, 3 valores claves de temperatura: una temperatura minima,
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aproximadamente 16°C, por debajo de la cual no es posible el crecimiento; una temperatura
Optima, entre 16 y 27°C dependiendo de la microalga, a la que se produce el crecimiento
mas rapido, y una temperatura maxima, alrededor de 35°C, por encima de la cual no es
posible el crecimiento, dado que algunas proteinas pueden sufrir dafos irreversibles.
Asimismo, enfatiza en que los cultivos de microalgas que crecen por debajo de la
temperatura 6ptima generalmente son mas sensibles a la fotoinhibicién, que aquellos que
se mantienen en el valor ideal.

pH: el pH del medio afecta muchos procesos asociados con el crecimiento algal y el
metabolismo, incluyendo la disponibilidad y asimilacién de nutrientes en forma de iones,
determina la solubilidad del di6xido de carbono y de los minerales en los cultivos. Asimismo,
puede afectar la productividad de las microalgas, la respiracion, alcalinidad y actividad de
autotrofos y heterotrofos (Diaz y Ordofiez, 2006; Villa et al., 2014; Ceron et al., 2015;).

Segun Barsanti y Gualtieri (2006) el rango de pH para la mayor parte de las especies de
algas cultivadas esta entre 7y 9, con el rango Optimo entre 8,2 y 8,7. Ademas, expone que,
en el caso de cultivos de alta densidad algal, la adicion de CO, permite corregir el
incremento del pH, el cual puede alcanzar valores limites de pH de 9 durante el crecimiento
algal.

CO:.: es la fuente de carbono para los organismos autotréficos, como es el caso de las algas
y las plantas; sin embargo, se estima que anualmente estas Ultimas tan sélo fijan el 10% de
lo que fijan las microalgas. Un exceso de CO; en el medio de cultivo de las microalgas
afecta negativamente su desempefio, pues ocasiona una disminucion dramatica del pH del
medio de cultivo cuando éste no cuenta con capacidad tampdn (Serrano, 2012).

Las necesidades de CO; pueden ser considerables, por lo que los costos asociados pueden
ser también elevados para un cultivo comercial, de ahi la importancia de buscar una forma
economica de mitigar dichos costos. Asi, se han realizado variados estudios sobre las
capacidades de diferentes microalgas para la fijacion de CO,, desde diversas fuentes
gaseosas, considerandose altamente eficientes en este proceso (Ho et al., 2012). De esta
manera, se ha sugerido la creacién de cultivos comerciales para trabajar en conjunto con
fuentes generadoras de CO,, como cogeneradores (Hernandez y Labbé, 2014).

Nutrientes: el nitrdgeno es un nutriente importante para las microalgas y se incorpora como
nitrato (NO3) o0 como amonio (NH4*). Es también un factor critico para regular el contenido
de lipidos. Tipicamente, las microalgas tienen un contenido lipidico aproximadamente del
20%, pero cuando el nitrégeno se convierte en el factor limitante del crecimiento, la
acumulacion de los niveles de lipidos aumenta en mas de 40%. Sin embargo, usando la
limitacién de nitrdgeno para estimular la acumulacién de lipidos en las células, a menudo
reduce la produccién de microalgas, lo que sugiere que las dos condiciones, alto contenido
en lipidos y alta productividad, pueden ser mutuamente excluyentes. El fésforo es
fundamental en muchos procesos celulares, tales como la formacion de &cidos nucleicos y
transferencia de energia, aunque el contenido en fosforo de las microalgas es menor al 1%,
su deficiencia en el medio de cultivo es una de las mayores limitantes para el crecimiento (
Hernandez y Labbé, 2014).

Oxigeno disuelto: la intensa fotosintesis realizada durante el dia en sistemas de cultivo
puede aumentar los niveles de saturacion de oxigeno disuelto por encima del 200%. Se
cree que una elevada saturacién podria afectar la productividad de algas. En una saturacién
del 200% existe una reduccion del 17% en la productividad, mientras que a 300% se reduce
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en un 25%. Todavia se requiere mas investigacion para demostrar el efecto de altos niveles
de oxigeno ( Hernandez y Labbgé, 2014).

Agitacion: el objetivo principal de la aireacion y la agitacion es mantener las células en
suspension, lo cual permite que la incidencia de luz sea homogénea, ya sea en la superficie
del recipiente, 0 en las paredes transparentes, disminuyendo el tiempo de ausencia de luz
en el seno del cultivo cada vez mas denso, y a la vez, evitar una excesiva exposicion que
pueda conducir a la fotoinhibicién. Otros efectos de la agitacion son el facilitar la difusion y
homogeneizacién de nutrientes y eliminar gradientes térmicos, salinos o de densidad segun
el volumen del cultivo, sin embargo, una agitacién excesiva ya sea por burbujeo o
empleando agitadores, puede causar un estrés hidrodindmico llevando a una disminucion
en la tasa de crecimiento (Serrano, 2012).

3.2.3.Fases de crecimiento

La comprensién de las caracteristicas cinéticas del crecimiento de microalgas y sintesis de
lipidos son prerrequisitos para optimizar las condiciones de operacion del cultivo de
microalgas (Liao et al., 2018).

Las microalgas presentan una cinética de crecimiento en la que es posible distinguir al
menos cinco fases (Cérdova et al., 2018).

e Fase de adaptacion: en la que el crecimiento se retrasa debido a la presencia de
células no viables o se presentan ajustes fisioldgicos para adaptarse a las nuevas
condiciones del medio.

e Fase exponencial: donde las células crecen y se dividen siguiendo una funcién
exponencial en el tiempo, sin limitaciones en términos de intensidad de luz y
nutrientes.

e Fase lineal: en la cual la incidencia de la luz se vuelve limitada debido al aumento
en la cantidad de microalgas, generando una disminucién en la tasa de crecimiento.

e Fase estacionaria: donde se presenta limitacion en la cantidad de nutrientes, por
lo tanto, se detiene el crecimiento.

e Fase de muerte o declinacién: donde la concentracion de las células de
microalgas decrece rapidamente debido al agotamiento de los nutrientes y variacién
en los valores de pH.

En cada una de las fases la composicion fisicoquimica de las microalgas cambia, por
ejemplo, en la fase estacionaria donde los nutrientes se encuentran agotados, productos
como almidones y lipidos comienzan a acumularse en la estructura celular (Cérdova et al.,
2018). Segun Tandon y Jin (2017) en cada una de las fases, las células microalgales sufren
cambios en la estructura de la pared celular, composicién, contenidos celulares y
morfologia. En la mayoria de los casos, el contenido celular de los cultivos de microalgas
consiste principalmente de proteinas en la fase de crecimiento exponencial, mientras que,
en la fase estacionaria, consisten principalmente en carbohidratos y glucégeno. En la Figura
3.3 se expone la curva de crecimiento tipica en un cultivo de microalgas en un sistema tipo
Batch.
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Figura 3.3. Curva de crecimiento de microalgas en cultivo Batch (Linea Solida) y concentracién de
nutrientes (Linea punteada). 1) Fase de adaptacion. 2) Fase exponencial. 3) Fase lineal. 4) Fase
estacionaria. 5) Fase de declinacién.

Fuente: Tandon y Jin (2017)

3.2.4.Chlorella

Chlorella es un grupo de microalgas verdes eucariotas con alta capacidad de fotosintesis.
A través de una eficiente fotosintesis, es capaz de reproducirse en poco tiempo, requiriendo
luz solar, diéxido de carbono, agua y una pequefia cantidad de nutrientes. De facil
crecimiento, tiene un ciclo de vida simple y vias metabdlicas similares a las que poseen
plantas superiores, por lo que ha sido empleada como un organismo modelo para investigar
los mecanismos de la fotosintesis y la asimilacion de diéxido de carbono (Ciclo de Calvin-
Benson). Debido a su alto contenido en proteinas y riqueza en carotenoides, vitaminas y
minerales, se ha propuesto como un suplemento alimenticio para los seres humanos. Con
ese fin, actualmente se produce extensamente en Alemania, China, Jap6n y otros paises
asiaticos. Recientemente, debido a la crisis energética y al interés en los combustibles
verdes renovables, Chlorella ha sido citada de manera prometedora para la produccion de
biocombustibles. El género comprende un gran nimero de especies que pueden crecer en
agua dulce o de mar, y bajo diferentes regimenes nutricionales, en modo heterotrofo,
fotoautotrofo y mixotrofico. Asimismo, especies que pertenecen al género Chlorella han
demostrado potencial para crecer y remover altas concentraciones de nutrientes y
compuestos organicos de diferentes tipos de agua residual (Liu y Chen, 2014, Ikaran et al.,
2015, Ge et al., 2016, Moreno-Garcia et al., 2017).

Las especies del género Chlorella tienen marcadas diferencias en cuanto al
comportamiento ante factores como la salinidad, acidez y elevadas temperaturas, aunque
de forma general, toleran amplios intervalos de salinidad y valores de pH. La mayoria de
las especies del género crecen con gran facilidad, lo que favorece el desarrollo de sus
cultivos; debido a esto frecuentemente se utilizan como modelo bioldgico en investigaciones
fisiologicas y bioquimicas. Crece rapidamente a elevadas temperaturas y tolera hasta 37°C,
en condiciones de cultivo a cielo abierto. Chlorella Vulgaris es una de las especies mas
abundantes y frecuentes en el tratamiento del agua residual y lagunas de oxidacion
(Gbémez, 1997).

La clasificacion cientifica de la Chlorella Vulgaris (C. Vulgaris) es Dominio: eucariota, Reino:
Protista, Division: Chlorophyta, Clase: Trebouxiophyceae, Orden: Chlorellales, Familia:
Chlorellaceae, Género: Chlorella, especie: Chlorella vulgaris. Contiene clorofilas tipo ay b
en los cloroplastos donde se reproduce de forma asexual, cuando la célula alcanza el
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tamafio maximo el nicleo se divide en 4 u 8 células més pequenas, liberadas por la ruptura
de la pared celular de la madre. Al ser unicelulares, la energia se dirige a través de la
fotosintesis al crecimiento y la reproduccién, ya que no es necesario formar y mantener
tejidos u érganos muy complejos (Hernandez y Rosas, 2011; Safi et al., 2014).

Las células se presentan aisladas, aunque eventualmente pueden formar agregados; tienen
forma esférica y un tamafio que oscila entre 3,75y 5 um. Cada célula posee un pirenoide y
un cloroplasto parietal Unico en forma de copa con abertura irregular, que ocupa gran parte
del volumen celular. Se reproduce solamente por autésporas (Gémez, 1997).

Ge et al. (2018) enfatizan que C. vulgaris se caracteriza por un rapido crecimiento, consumo
eficiente de compuestos organicos y nutrientes caracteristicos del agua residual y
predominancia en la mayoria de tipos de agua residual del mundo. Rodas-Gaitan et al.
(2012), exponen que el cultivo de C. vulgaris presenta uso potencial en produccién de
biodiesel, descontaminacién de agua residual y gases de chimenea y en nutricion humana
y animal, por lo cual se encuentra en el punto central de diversas investigaciones. Wang et
al. (2017), expone gue ademas de su rapida tasa de crecimiento C. Vulgaris es altamente
tolerante a sustancias organicas solubles y puede sobrevivir en ambientes extremadamente
hostiles.

3.3.Uso de microalgas para el tratamiento de agua residual

La utilizacién de cultivos de microalgas en el tratamiento del agua residual data alrededor
de 75 afios. El tratamiento bioldégico del agua residual por ficorremediacion es
particularmente atractivo debido a las capacidades fotosintéticas de las microalgas, asi
como la capacidad de conversién de la energia solar en biomasa e incorporar nutrientes
como el nitrégeno y el fosforo (Abdel-Raouf et al., 2012).

Un requisito importante en el tratamiento del agua residual es la remocién de nutrientes y
metales téxicos hasta limites aceptables, antes de un vertimiento o reutilizacién. Sin
embargo, la mayoria de tecnologias convencionales de tratamiento del agua residual estan
basados en métodos fisicos y quimicos que no son econdémicos, especialmente en el
tratamiento de agua residual agroindustrial. Las microalgas han demostrado eficiencia en
la eliminacion de nitrégeno, fésforo y metales tdéxicos de una amplia variedad de agua
residual. Existen estudios sobre el crecimiento de algas en agua residual municipal,
agroindustrial e industrial, obteniendo reduccién sustancial de nutrientes y producciéon de
biomasa (Cai et al., 2013).

Bhatnagar et al. (2011) estudiaron el crecimiento de Chlamydomonas globosa, Chlorella
minutissima y Scenedesmus bijuga en agua residual proveniente de una industria de
alfombras, agua residual tratada de la misma industria y agua residual proveniente de
gallinaza. El agua residual de gallinaza tenia la peculiaridad de que reducia en un 92% la
luz incidente, sin embargo, las microalgas se adaptaron a dichas condiciones al presentar
comportamiento mixotréfico. C. globosa presenté mayor crecimiento de biomasa en el agua
residual de gallinaza (217 mgL™) seguido del agua residual tratada (165 mgL™) y en menor
medida para el agua residual de la industria de alfombras sin tratar (12,8 mgL™), mientras
gue S. bijuga y C. minutissima presentaron mayor crecimiento en el agua residual de la
industria de alfombras sin tratar (445 y 320 mgL™* respectivamente), lo que podria indicar la
existencia de un elemento toxico en el agua residual que inhibe el crecimiento de la especie
0 ausencia de compuestos organicos esenciales para el crecimiento de la especie, pues al
suplementar dicha agua con fuentes externas de nitrdgeno y glucosa se presenté
crecimiento. De esta manera, se puede concluir que la adaptabilidad de las microalgas
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depende del tipo de agua residual, especie de la microalga, disponibilidad de compuestos
esenciales y tipo de crecimiento. Asimismo, es importante destacar la adaptabilidad de las
microalgas del género Chlorella al agua residual industrial y agroindustrial.

Wang et al. (2009) evaluaron la capacidad de Chlorella sp. para reducir DQO, nitrégeno y
fésforo del agua residual proveniente de cuatro puntos diferentes de un proceso de
tratamiento convencional de agua residual municipal. Los puntos fueron: antes del tanque
de sedimentacion primaria, después del tanque sedimentacion primaria, sedimentador
secundario y agua residual concentrada de lodo centrifugado. Las microalgas presentaron
mayor crecimiento y accién depurativa en el agua residual proveniente de lodo centrifugado.
Los porcentajes de reduccién de (PO4-P), nitrégeno (total) y DQO fueron de 82,8, 85,6 y 83
% respectivamente. Segun los autores, el comportamiento de las microalgas en este tipo
de agua residual se asocia con la mayor concentracion de nutrientes y DQO.

Lim et al. (2010) usaron cultivos de microalgas para el tratamiento de agua residual de la
industria textil, especificamente en la remocién de color, fésforo y nitrégeno. Los resultados
indicaron que, de las 10 especies de microalgas estudiadas, solo tres pudieron crecer en el
agua residual, una de ellas fue C. vulgaris. Se realizaron cuatro cultivos (I,ILII1,1V), en dos
lagunas de alta tasa, de los cuales el numero IV consistia en dos condiciones
experimentales: agua residual de industria textil e in6culo(lva) y agua residual de industria
textil suplementado con Medio Basal Bold (BBM) e inéculo (lvb). El pH fue ajustado a 7. Los
porcentajes de reduccién de DQO, nitrégeno (N-NH.) y fosforo (P-PO.) para Iva fueron de
62,27, 45,13 y 33,25 % respectivamente. Mientras que para el caso de Ivb se obtuvieron
porcentajes de reduccion de 38,4, 44,36 y 33,14%. La diferencia en la reduccién de DQO
segun los autores, puede atribuirse a que en el caso Ivb existe una mayor presencia de
biomasa, por consiguiente, se produce una liberacion de é&cidos organicos en la fase
estacionaria que inhiben el proceso de depuracién. Por su parte, la reduccion de nitrégeno
y fosforo fue similar para ambos casos, concluyendo que la presencia del medio de cultivo
BBM no es influyente en el tratamiento. Por otro lado, los autores concluyeron que el cultivo
de Chlorella vulgaris en lagunas de alta tasa es un sistema de bioremediacion adecuado
pues puede remover color por encima del 50% a la vez que, reduce DQO y nutrientes.

Otros estudios se han realizado aplicando lagunas de alta tasa para el tratamiento de agua
residual agroindustrial, por ejemplo, en el estudio de Phang et al. (2001) se realiza el
tratamiento de agua residual proveniente de una industria de caucho, por medio de la
microalga C. Vulgaris obteniendo productividades de 25 a 61 gm=d™. Los porcentajes de
reduccién de DQO, N-NH4 y PO, obtenidos presentaron los siguientes rangos: 78 a 96%,
41 a 95% y 41 a 94% respectivamente. De godos et al. (2009) estudiaron el tratamiento de
agua residual de origen porcino, por medio de un consorcio de microalgas en lagunas de
alta tasa, obteniendo productividades en un rango entre 21 y 28 gm=d™. Con porcentajes
de reduccion de DQO vy nitrogeno total Kjeldahl igual a 76% y 88% respectivamente.

Castro y Parra (2011) estudiaron el crecimiento de Chlorella Vulgaris en vinazas con
diferente grado de concentracién (100%, 50% y 10%) y con un volumen constante de
inodculo. El estudio presenté el mayor crecimiento de biomasa para el caso donde la
concentracion de vinaza fue mayor, es decir que al aumentar la carga organica con una
concentracion de indculo fija, aumenta el crecimiento. En términos de la relacion S/X la
relacion Optima para obtener mayor productividad es la que presenté mayor valor. Esto
puede estar asociado a que al incrementar la carga organica se presenta mayor
disponibilidad de nutrientes y fuentes de carbono. Asimismo, los autores enfatizan en que
al ser un alga mixotréfica, desarroll6 un comportamiento heterétrofo en la oscuridad que
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presento la vinaza con una concentracion del 100%, lo que le permitié asimilar los nutrientes
necesarios para desarrollar sus procesos metabdlicos.

Liu et al. (2013a) estudiaron el crecimiento de la microalga C. Vulgaris de manera
fotoheterétrofa y mixotrofica en un efluente de fermentacion oscura. Para el primer caso se
estudio el efecto de la luz y la relacién S/X en la produccién de biomasa y consumo de
metabolitos solubles (butirato y acetato). Los resultados demostraron que al aumentar la
relacion S/X se producia una reduccion en la produccién de biomasa y consumo de butirato.
Los valores maximos de produccion de biomasa y consumo de butirato ocurrieron con una
relacion S/X igual a 1,5, con valores de 0,22 gLd! y 0,2 gLd? respectivamente. Lo que
sugiere que el incremento en la concentracion inicial del inéculo favorece el crecimiento de
biomasa y la reduccion de DQO asociada a dichos metabolitos. Asimismo, se estudi6 el
efecto de la intensidad de luz, obteniendo una intensidad de luz optima igual a 150 pumolm-
251 por encima de dicho valor se presenté fotoinhibicién, ocasionando una reduccion en el
crecimiento y consumo de metabolitos. En el metabolismo mixotréfico, se obtuvo mayor
productividad, aproximadamente 0,27 gLd! y 0,22 gLd? para diferentes tasas de
alimentacién de sustrato. Sin embargo, se presenté reduccion en la tasa de consumo de
butirato, lo que indica que la adicién de CO, incrementa la competencia por la asimilacion
de compuestos organicos e inorganicos. En los dos casos, el pH se ajust6 a 7,5.

Liu et al. (2013b), para el mismo tipo de efluente y microalga, el crecimiento en modo
fotoheterétrofo presenté el mismo comportamiento, es decir, la produccion de biomasa
decrecié cuando se produjo un aumento en la relacibn S/X, lo que indica que dicho
parametro influye en el crecimiento y el consumo de DQO en condiciones fotoheterotrofas.
Asimismo, se evalud el efecto del pH en el crecimiento de biomasa y consumo de
metabolitos, se realiz6 control de pH durante el montaje y ajuste al comienzo del montaje
experimental. En el primer caso se determiné que el valor éptimo de pH en términos de
crecimiento de biomasa y consumo de metabolitos fue de 7,5. En el segundo caso se evalu6
el crecimiento ajustando el pH inicial a 7,5, dando como resultado el incremento del pH a lo
largo del periodo de cultivo, en donde se pudo observar que a valores altos de pH se
produce una disminucién de crecimiento de biomasa y consumo de metabolitos.

Sacristan et al. (2014) estudiaron el cultivo de dos especies de microalgas (Chlorella
vulgaris y Scenedesmus acutus) y una cianobacteria (Arthrospira maxima) para la reduccion
de nutrientes, crecimiento de biomasa y reduccion de DQO en tres medios de cultivo: agua
residual cruda después de un tratamiento de cribado y sedimentacion (ARC), agua residual
tratada en un sistema de lodos activados convencional (ART), y agua enriquecida (AE) con
nutrientes (fertilizante, NPK 20-20-20). El cultivo de C. vulgaris obtuvo los mejores
resultados respecto a los otros microorganismos estudiados. La mayor productividad de
biomasa (69,8 mg Ld?) la obtuvo en ARC, la tasa de crecimiento fue de 0,20 a 0,27. La
mayor reduccion de fésforo se alcanzé en ARC (aproximadamente del 78 %). Lo mismo
ocurrié con la degradacion de los nitratos, nitrégeno organico y amoniacal. Es importante
destacar del estudio que en AE se produjo la menor reduccién de nutrientes, debido a que
el cultivo de microalgas se interrumpié en la fase logaritmica, lo que sugiere que se deberia
garantizar la fase estacionaria para alcanzar porcentajes de reduccion mas elevados. En
cuanto a la DQO se presentaron los siguientes porcentajes reduccion: del 65% en ARC, 52
% en ART y 55% en AE, lo que indica la adaptabilidad de Chorella vulgaris a diferentes
sustratos.

Gong et al. (2014) estudiaron el efecto del pH y la luz en el crecimiento de biomasa,
evaluando el caso en el cual se controlaban los valores de pH y cuando no se realizaba
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control y se ajustaba al inicio del proceso. Los resultados permitieron concluir que, a una
intensidad de 7.920 lux con control de pH a un valor de 10, se produjo el mayor crecimiento
de biomasa, con valores aproximados de 16,5x10° cell mL!. Los valores de pH
recomendados para el cultivo de Chorella Vulgaris se encuentran en un rango de 10 a 10,5
y la intensidad de luz no afecta el valor éptimo de pH. El control de pH ajustado al valor
Optimo permitié un mayor crecimiento de biomasa.

Sakarika y Kornaros (2016) evaluaron el crecimiento de Chorella vulgaris para diferentes
valores de pH controlados durante el tiempo de cultivo. El crecimiento se llevo a cabo en
medio BG-11 suplementado con glucosa. Los resultados permitieron concluir que bajo
condiciones heterétrofas las microalgas no pudieron crecer a un valor de pH de 9,5 para un
tiempo de cultivo de 15 dias, observando la floculacién de las células. Por otro lado, los
valores de pH iguales a 3, 4 y 11 fueron extremos para este tipo de microalga, observando
lisis celular al segundo dia de cultivo. Los valores 6ptimos de pH fueron de 7,5y 8, ya que
se produjeron las mayores tasas especificas de crecimiento de 0,423 y 0,63 d*
respectivamente y productividad de 0,271y 0,298 gL'd* siendo mayor para un valor de pH
igual a 7,5.

En el estudio de Tan et al. (2016), se evalu6 el efecto del pH en el crecimiento de C.
pyrenoidosa en un efluente de lodos activados digerido anaer6biamente. Se evaluaron
diferentes rangos de pH los cuales se controlaron en el periodo de cultivo, en el estudio se
concluye que el rango 6ptimo para el crecimiento de biomasa se encuentra entre 5,7y 7,3.
En términos de reduccion de nitrégeno amoniacal los porcentajes mas altos se obtuvieron
en un rango de pH entre 5,7 y 7,3 y para fésforo en un rango entre 7,6 y 8,1 unidades.

Rodriguez et al. (2015) expone que C. Vulgaris puede crecer a valores de pH iguales a 6,7
y 8, obteniendo la mayor densidad celular a un valor de 6. En el estudio de Sakarika y
Kornaros (2016) C. vulgaris crecié en la mayoria de valores de pH evaluados, los cuales
fueron, 5, 6, 6,5, 7, 7,5 y 8. Se presentd mayor productividad de biomasa a un valor de 7,5.
En un estudio similar realizado por Wang et al. (2010) se expone que en términos de
crecimiento de biomasa el mejor comportamiento para este tipo de microalga se present6
en valores de pHigualesa 6,5y 7.

Liu et al. (2013b) y Turon et al. (2016) exponen que a un valor fijo de in6culo, el incremento
de la relacién S/X (es decir al incrementar concentracion de sustrato) la tasa especifica de
crecimiento y la asimilacion de metabolitos disminuye, lo que implica menores porcentajes
de reduccién de DQO. Sin embargo, Turon et al. (2016) exponen que se pueden seleccionar
relaciones S/X mayores dependiendo del tipo de sustrato.

En el estudio de Ren et al. (2014), se evalu6 el crecimiento de Scenedesmus sp. en un
efluente de fermentacion oscura, utilizando una relacion S/X aproximada de 88,32,
obteniendo una concentracion final de biomasa igual a 1,98 gL™. Del dia 4 al 6 se alcanz6
la fase estacionaria. Lo que sugiere que se pueden seleccionar relaciones altas sin
presentar inhibicién en el crecimiento.

Hongyang et al. (2011), estudiaron el crecimiento de C. pyrenoidosa en agua residual del
procesamiento de soya. Se emplearon dos relaciones S/X en cultivos Batch. El in6culo se
mantuvo fijo en un valor aproximado de 0,25 gL?, la DQO del efluente vario obteniendo
relaciones aproximadas de 15y 12. El estudio permitié concluir que a menor relacion S/X
se producen mayores porcentajes de reduccién de DQO (80 y 84% respectivamente) y
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productividad de biomasa (0,64 gL'd! y 0,76 gL'd? respectivamente), resultado que es
acorde con el comportamiento reportado por Liu et al. (2013b) y Turon et al. (2016).

En la literatura se encuentran diferentes rangos de indculo utilizado en las relaciones S/X,
Turon el al. (2015) trabajaron con una concentracion inéculo de aproximadamente 0,05 gL
! para evaluar el crecimiento de C. sorokiniana en un efluente de fermentaciéon oscura.
Sacristan et al. (2014) trabajaron con un valor de inéculo igual 0,05 gL. Con lo cual se
obtuvo mejor productividad en comparacion con el cultivo realizado en agua residual tratada
en un sistema de lodos activados convencional (ART), indicando que un valor menor de
biomasa al inicio del proceso no limita el crecimiento de biomasa.
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4. METODOLOGIA

El trabajo experimental se realizé en la ciudad de Santiago de Cali, en el Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental, el cual se encuentra adscrito al area de Ingenieria Sanitaria y
Ambiental de la Universidad del Valle. En este trabajo se realizaron ensayos experimentales
que consistieron en evaluar el efecto de la relacién S/X y el pH en la reduccién de DQO,
nitrdgeno amoniacal total, ortofosfatos y crecimiento de biomasa.

4.1.Aguaresidual

El sustrato que se utilizé en este estudio es agua residual generada en el proceso de
extraccion de almidon de yuca, sintetizada en el laboratorio con caracteristicas semejantes
al agua residual proveniente de las rallanderias ubicadas en el norte del departamento del
Cauca. La preparacion del agua se llevo a cabo siguiendo la metodologia aplicada en los
trabajos de Yela y Pefia (2015) y Barrios (2015). Los procedimientos se exponen a
continuacion:

e Lavado y pelado: las raices de yuca se dejan en remojo en agua entre 10 y 30
minutos para favorecer el lavado y pelado. Transcurrido este periodo, se lavan
manualmente las raices de yuca con el fin de retirar los residuos (barro y cascarilla)
adheridos a su corteza. Después con ayuda de un cuchillo se retira la capa exterior
secundaria (cascarilla café o marrén), nuevamente, se lava con agua para eliminar
los residuos de tierra adheridos durante el pelado.

e Rallado: la yuca se ray6 mediante un rallador de cocina. El material resultante se
mezcl6é con agua potable en un recipiente (Tanque 1), al cual se le garantizé una
mezcla completa para permitir la liberacion de los granulos de almidén de yuca.

e Tamizado: una vez que se homogeniz6 la mezcla, se pasé a través de un tamiz o
colador con la finalidad de separar el afrecho (impurezas finas que no constituyen
almidoén) de la lechada. En este punto, se mantuvo agitada la mezcla del Tanque 1,
ya que las particulas de sélidos tendian a sedimentar rapidamente.

e Sedimentacion del almidén: cuando se tuvo la mezcla del paso anterior
completamente colada, se verti6 en un recipiente para llevar a cabo la
sedimentacién del almidén y la mancha (almidon mezclado con material proteico en
suspension) durante 17 horas. Segun Aristizabal y Sanchez (2007) después del
periodo de sedimentacion generalmente, se presentan tres capas: la capa inferior
es el almidon, la intermedia se denomina mancha y la capa superior es agua con
trazas de fibra y mancha en suspensién. La capa superior se recolecté con ayuda
de mangueras y efectuando un sifon.

En la Tabla 4.1 se muestra la caracterizacion fisicoquimica del agua residual preparada
en el laboratorio.
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Tabla 4.1. Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual agroindustrial

Parametros Valor Unidades Método
DQO 16.538,89 + 2.268,95 mgL! APHA (2005)
SST 533,33 + 15,28 mgL! APHA (2005)
pH 4,29 +£ 0,014 Unidades APHA (2005)
Temperatura 26,20 £ 0,28 °C
Ortofosfatos 50,12 + 0,29 mg PO;3L? APHA (2005)
Nitrégeno Amoniacal Total (NAT) 8,08 + 0,19 mg N-NHsL*? APHA (2005)
Carbohidratos 1166,32 + 183,60 mgL-t Dubois et al. (1956)

4.2. Microalga y condiciones de cultivo

La cepa de microalgas utilizada fue Chlorella sp. obtenida del laboratorio de
Biocombustibles de la Escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad del Valle. La
identificacion taxondmica de la especie fue realizada en el trabajo de maestria: “Crecimiento
de microalgas a partir del efluente del tratamiento anaerobio del agua residual del proceso
de extraccién de almidén de yuca (Bautista, 2020).

La cepa se mantuvo en Medio Basal Bold (BBM), con las siguientes condiciones:
temperatura ambiente, como fuente de iluminacion artificial se utilizaron lamparas Led —
Blanca Fria de la marca Dairu GAB (13 W — 910 Im) con un valor de iluminancia de 25,96 +
1,24 Lux, fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad (12:12 LO) controlado por medio
de un temporizador, aireacion promedio de 1,64 + 0,27 Lmin* por medio de una bomba de
pecera de la marca AC-1500 Resun.

El cultivo se mantuvo en un reactor (frasco de vidrio) de 5.000 mL, ocupando un volumen
atil de 1.500 mL. EI 10% del volumen estuvo compuesto por indculo y el 90% por el medio
de cultivo. El cultivo se mantuvo por una semana y se aliment6 cada tres dias con medio
Basal Bold. La composicién del medio de cultivo se expone en la Tabla 4.2.

4.3.Aclimatacién de la Microalga

Se realizé un proceso de aclimatacion de la microalga con la finalidad de garantizar su
crecimiento una vez se realizara el montaje experimental, dado que la concentracion del
agua residual agroindustrial en términos de DQO se considera alta (Tabla 4.1) y se podia
presentar inhibicion en los procesos metabdlicos, como lo sugieren los estudios de Khalid
et al. (2016) y Khalid et al. (2018) los cuales exponen que la aclimataciéon de las microalgas
mejora el crecimiento de biomasa, reduce la fase de adaptacion, incrementa el consumo de
nutrientes y DQO y reduce el tiempo requerido para efectuar el tratamiento. En el estudio
de Ruiz-Marin et al. (2010) la aclimatacion tuvo una duracion de un mes, al cabo de dicho
periodo se procedid a realizar los montajes experimentales planificados con el inoculo
obtenido.
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Tabla 4.2. Composicion del Medio Basal Bold

Stock Por 400 mL
1) NaNOs 10,0 g
2) MgS04.7H20 3,09
3) NaCl 10g
4) K2HPO4 309
5) KH2PO4 7,049
6) CaCl2.2H20 10g
Por Litro
7) Elementos Traza
ZnS0a. 7TH20 8,82 ¢
MnCl2.4H20 1,44 ¢
MoO3 0,71¢g
CuS04.5H20 1,579
Co(NO3)2.6H20 0,49 ¢
8) HsBOs3 11,42 g
9) EDTA 50,0 g
KOH 31,09
10) FeS04.7H20 498 ¢
H2S04(Concentrado) 1,0 mL

Fuente: Andersen et al. (2005)

En el presente estudio el tiempo de aclimatacion fue de 20 dias, el proceso consisti6 en el
incremento gradual de la concentracion de DQO hasta alcanzar un 30% de la DQO total del
agua residual agroindustrial preparada en el laboratorio.

El agua residual preparada en el laboratorio presentaba valores de DQO superiores a los
rangos consultados en la literatura para agua residual de almidén de yuca de agroindustrias
colombianas (Tabla 3.1), por ese motivo se ajust6 al 30% de su DQO total utilizando agua
destilada.

El proceso se llevo a cabo a temperatura ambiente, fuente de iluminacion artificial por medio
de lamparas Led — Blanca Fria con un valor de iluminancia de 25,96 + 1,24 Lux, fotoperiodo
de 12 horas de luz y 12 de oscuridad (12:12 LO) controlado por medio de un temporizador,
aireacion promedio de 1,64 + 0,27 Lmin por medio de la bomba AC-1500 Resun.

Se utilizé un recipiente de 5 L con un volumen (til de 3 L, en donde se llevé a cabo el cultivo
de las microalgas a diferentes concentraciones de agua residual agroindustrial. Utilizando
el mismo procedimiento reportado por Barrios (2015) el 60% (1,8 L) del recipiente se llen6
con el inéculo y el 40% (1,2 L) restante por el sustrato que consistié en la mezcla de agua
residual y agua destilada. De esta manera, los porcentajes de agua residual y agua
destilada se estipularon segun lo establecido en la Tabla 4.3

Tabla 4.3. Definicion de periodo de aclimatacion y mezcla
Sustrato(40%)

Periodo (Dias Agua residual .
( : agrgindustrial (%) Agua destilada (%)

1-6 10 90

7-13 20 80

14-20 30 70
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4.4.Montaje experimental y evaluacion

Para el montaje experimental se emplearon reactores en flujo discontinuo (Tipo Batch). Con
un volumen maximo de 1 L y volumen de trabajo de 800 mL, el cual estuvo compuesto de
720 mL de agua residual del proceso de extraccion de almidén de yuca y 80 mL de indculo.
El in6culo ocupd el 10% del volumen de trabajo, esto de acuerdo con lo recomendado en
la literatura (Lim et al., 2010; Ardila, 2012, Sacristan et al., 2014).

La duracion del proceso experimental fue de 13 dias, durante dicho periodo las condiciones
de cultivo fueron las siguientes: temperatura ambiente, fuente de iluminacion artificial por
medio de ldmparas Led — Blanca Fria con un valor de iluminancia de 25,96 + 1,24 Lux,
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 de oscuridad (12:12 LO) controlado por medio de un
temporizador, aireaciéon promedio de 1,0 Lmin™ por medio de bombas de pecera AC-9906
Resun. En la Figura 4.1 se muestran los reactores utilizados en el proceso experimental.

Figura 4.1. Reactores utilizados en el montaje experimental
Se evaluaron 3 relaciones S/X (100, 50 y 30) adimensionales y dos valores de pH (6,5 y
7,5), en la Tabla 4.4 se muestra el disefio experimental seleccionado. Cada tratamiento se
realizé por triplicado dando como resultado el montaje de 18 reactores.

Tabla 4.4. Disefio experimental

pH
Relacion S/X A(6,5) B (7.5)
T1(100) T1A1, T1A2, T1As  TiBa, T1B2, T1Bs
T2 (50) T2A1, T2A2, T2As T2Ba, T2B2, T2B3
T3(30) TsA1, T3A2 T3As  T3Ba, T3B2, T3Bs
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Para realizar el montaje experimental se procedié en primera instancia a calcular las
diluciones respectivas por medio de la Ecuacion 2, de esta manera se determiné el volumen
requerido de agua residual agroindustrial y la cantidad de inéculo para la obtencion de las
relaciones S/X a evaluar. Los célculos respectivos se encuentran descritos en el Anexo 1.

Ci XV, =0C, XV, Ecuacién 2

Donde:

C, = Concentracion inicial (mgL™)
C, = Concentracion final (mgL™?)
V; = Volumen inicial (mL)

V, = Volumen final (mL)

A continuacion, se explica el procedimiento realizado y en la Figura 4.2 se resume la
preparacion del montaje experimental.

1)

2)

3)

4)

Se realiz6 la dilucién respectiva por medio de la Ecuacion 2 con la finalidad de obtener
sustrato con una DQO aproximadamente igual a 30% de la DQO total del agua residual
preparada en el laboratorio, ya que dicho valor se encuentra en el rango de DQO que
presenta el agua residual generada en las industrias colombianas. Al sustrato obtenido
se le midieron variables como pH, nitrégeno amoniacal total, Ortofosfatos y DQO. En
la Tabla 4.5 se exponen las caracteristicas del sustrato utilizado para realizar la
preparacion de las relaciones S/X evaluadas en el montaje experimental.

En diferentes recipientes se realizaron las diluciones respectivas para obtener los
valores de DQO para cada relacién a evaluar. El volumen para preparar se tuvo en
cuenta de acuerdo con el nhimero de rectores correspondientes a cada relacion S/X,
considerando 100 mL adicionales como margen de seguridad.

En diferentes recipientes se llevé a cabo la mezcla de sustrato e in6culo de acuerdo
con cada relacion S/X, en este paso se ajusto el pH de la mezcla en cada recipiente a
un valor de 6 unidades, esto con la finalidad de evitar el uso excesivo de soluciones al
momento de ajustar los valores de pH en los 18 reactores. Las soluciones utilizadas
fueron Hidréxido de sodio (NaOH) 1M y acido clorhidrico (HCI) 1M.

Finalmente, se repartié la mezcla en cada uno de los 18 reactores (800mL) y se
procedi6 a realizar el ajuste inicial de pH de acuerdo con los valores a evaluar en el
procedimiento experimental.

Durante el montaje, la toma de muestra se realiz6 cada dos dias hasta el dia 10, después
solo se volvié a tomar muestra al final del periodo de cultivo, es decir en el dia 13 de
montaje. Los andlisis realizados de DQO, Ortofosfatos, Nitrdgeno amoniacal total (NAT),
Biomasa y pH, se evaluaron en diferentes dias, tal como se muestra en la Tabla 4.6. Esto
se determind con base en ensayos preliminares y segun lo consultado en la literatura.
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N -1
AR: 7400 mg DQO L Agua destilada (AD)

AR: 3494 mL AR 1.747 mL AR:1.048 mL
AD: 926 mL AD: 2673 mL AD:3372 mL
5.850 mg DQOL"! 3.494 mg DQO L™ 2925 mg DQOL"!
SX:100 SX: 50 SHK:30

Inoculo

S Y
- e e

AR: 4320 mL AR 4.320mL AR: 4320 mL
Inoculo: 480 mL Inoculo: 480 mL  Inoculo: 480 mL
' ' '

pH: 75 65 pH: 75 65 pH: 7.5 65

18 Reactores de 800 mL
90% AR yuca y 10% Inoculo

Figura 4.2. Procedimiento del montaje experimental

Tabla 4.5. Caracteristicas del agua residual utilizada en el montaje experimental

Parametros Valor Unidades Método
DQO 7.400 + 1.649,92 mgL? APHA (2005)
pH 4,24 Unidades APHA (2005)
Ortofosfatos 25,82+ 1,19 mg PO;3L! APHA (2005)
Nitrégeno Amoniacal Total (NAT) 6,46 = 0,15 mg N-NHsL*? APHA (2005)

Tabla 4.6. Parametros y dias en que fueron evaluados durante el tiempo de montaje

Prueba Dias evaluados (d)*
DQO 0,2,4,6,13
Nitrégeno Amoniacal total
(NAT) 0,2,4,6,8,10,13
Ortofosfatos 0,4,6,8,10,13
Biomasa 0,2,4,6,8,10,13
pH 0,2,4,6,8,10,13

* Indica el dia del montaje, se tiene en cuenta que el montaje duro 13 dias, son los dias en los que se realizé
medicidn del parametro.
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4.5. Métodos analiticos

Para la caracterizacion fisicoquimica del agua residual preparada en el laboratorio, se
realizé la medicién de parametros como DQO, Ortofosfatos, Nitrégeno amoniacal total y pH
durante el ensayo experimental, proceso de aclimatacion y preparacion del montaje
experimental, se utilizaron los métodos expuestos en la Tabla 4.7.

Tabla 4.7. Métodos empleados para caracterizacion de agua residual, medicion de parametros
durante aclimatacion, montaje y ensayo experimental

Parametros Técnica de medicidn Referencia

5220-C. Colorimétrico de
DQO reflujo cerrado - Alto APHA (2005)
Rango

2540-D. SST secados a

SST 102-105 °C APHA (2005)
4500 H+ B.

PH Potenciometro aRLAY(E00)
Temperatura 2250-B. Termémetro APHA (2005)
Ortofosfatos 4500-P. Colorimétrico APHA (2005)

Cloruro estafioso
Nitrégeno
Amoniacal Total- 4500-NHs F APHA (2005)
NAT Método del Fenato
Carbohidratos Fenol-Sulfarico Dubois et al. (1956)

Para la determinacion de la biomasa se utiliz6 el método del peso seco, el procedimiento
es gravimétrico y se llevé a cabo segun lo recomendado en la literatura (Ren et al., 2014,
Turon et al., 2015, Khalid et al., 2018). Se utilizaron filtros en fibra de vidrio Whatman GC-
50, de 47 mm.

En la Ecuacién 3 se muestra el procedimiento de célculo para determinar la concentracion
de Biomasa por medio del método de peso seco.

P,—P. .,
B = ( ZV 1) x 1000 Ecuacién 3

Donde:

B = Concentracién de biomasa (gL ™)

P, = Peso del filtro + biomasa después de secado en horno a 105°C (g)
P; = Peso inicial de filtro sin biomasa secado en horno a 105°C (g)

V' = Volumen de muestra filtrada (mL)
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4.6.Manejo de datos

Para determinar el mejor tratamiento en términos de reduccion de DQO, Nitrégeno
amoniacal total, Ortofosfatos, y crecimiento de Biomasa, se utilizaron las siguientes
variables:

1)

2)

3)

4)

5)

Porcentaje de reduccion de DQO, Nitrdgeno amoniacal total, Ortofosfatos (%DQO,
% N — NH;, % PO, 3). Este parametro se determiné por medio de las Ecuaciones 4,
5y 6.

Tasa de consumo de DQO, Nitrégeno amoniacal total, Ortofosfatos (rDQO, rN —
NH;, rP0;3). Este parametro se determinara a partir de las Ecuaciones 7,8 y 9.

Consumo de DQO, Nitrogeno amoniacal total, Ortofosfatos (ADQO, AN — NHs,
APO;3). Este parametro se determiné a partir de las Ecuaciones 10,11y 12.

Productividad méaxima de biomasa (B,.,) la cual se determiné a partir de la
diferencia entre la concentracion de biomasa inicial y al comienzo de la fase
estacionaria, teniendo en cuenta el tiempo requerido para alcanzar dicha fase. Este
parametro se determiné a partir de la Ecuacién 13.

Biomasa méaxima (Byy), cuyo valor corresponde al valor de concentracion maxima
durante el periodo de cultivo, el cual en todos los casos se alcanz6 al final del tiempo
de cultivo, es decir en el dia 13 de montaje.

4.6.1.Porcentaje de reduccién de DQO, Nitrégeno amoniacal total, Ortofosfatos

Donde:

Donde:

D00 DQO, — DQO,
D =|—— 100 E ion 4
%DQ ) X cuacién
%DQO = Porcentaje de reduccién de DQO (%)
DQO; = Concentracién de DQO inicial (mgL™)
DQO; = Concentracion de DQO final (mgL™")
[N — NH3]; — [N — NH;] -
9 — =
% N — NH, ( IN—NH,], x 100 Ecuacion 5
% N — NH; = Porcentaje de reduccion de N — NH; (%)
[N — NH5]; = Concentracién de N — NHj; inicial (mgL™)
[N — NH;]; = Concentracion de N — NHj final (mgL™)
PO;3); — [PO;?
% PO;3 = <[ sl _E 4 ]f> X 100 Ecuacién 6
[PO;°];

Donde:
% PO, 3 = Porcentaje de reduccion de P0; 3 (%)

[PO;3]

; = Concentracion de P0; 2 inicial (mgL™)
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[P0;>]; = Concentracién de PO, final (mgL™)

4.6.2.Tasa de consumo de DQO, Nitrégeno amoniacal total, Ortofosfatos

DQO; — DQO
rDQO:M
tr—t;

Donde:

rDQO = Tasa de consumo de DQO (mgL'd?)
DQO; = Concentracion de DQO inicial (mgL™)
DQO; = Concentracion de DQO final (mgL™)

ty = Tiempo en el cual finalizo el montaje (d)

t; = Tiempo de inicio del montaje experimental (d)

[N — NH;]; — [N — NH;]f
tr—t;

rN — NH; =

Donde:

r N — NH; = Tasa de consumo de N — NH; (mgLd?)
[N — NH5]; = Concentracién de N — NHj; inicial (mgL™)
[N — NH;]; = Concentracion de N — NHs final (mgL™)
ty = Tiempo en el cual finalizo el montaje (d)

t; = Tiempo de inicio del montaje experimental (d)

[PO;3]; — [PO; 3],

P03 = o=
L

Donde:

rP0; 3 = Tasa de consumo de PO, 3 (mgL™'d?)
[P0, 3]; = Concentracion de PO, inicial (mgL™)
[P0;3]; = Concentracién de PO, final (mgL™)

t; = Tiempo en el cual finalizo el montaje (d)

t; = Tiempo de inicio del montaje experimental (d)

4.6.3. Consumo de DQO, Nitrégeno amoniacal total, Ortofosfatos

Donde:

ADQO = Consumo de DQO (mgL™?)

DQO; = Concentracion de DQO inicial (mgL™)
DQO; = Concentracién de DQO final (mgL™")

Donde:

AN — NH; = Consumo de N — NH; (mgL™)

[N — NH5]; = Concentracién de N — NHj; inicial (mgL™)
[N — NH;]; = Concentracion de N — NH; final (mgL™?)

Ecuacion 7

Ecuaciéon 8

Ecuaciéon 9

Ecuacién 10

Ecuacién 11
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APO;® = [PO;®]; — [PO;®]; Ecuacion 12
Donde:
APO;3 = Consumo de P0; 3 (mgL™?)
[P0;3]; = Concentracién de PO, 3 inicial (mgL™)
[P0O;3]; = Concentracién de PO, final (mgL™)

4.6.4.Productividad de Biomasa

Ecuacién 13

Pyax =

Donde:

Pyax = Es la productividad maxima de biomasa (gLd?)

B; = Concentracién de biomasa inicial (gL™?)

By = Concentracion de biomasa cuando se alcanzd la fase estacionaria (gL™)

t; = Tiempo cuando se alcanzo la fase estacionaria(d)
t; = Tiempo de inicio del montaje experimental (d)

4.7.Andlisis estadistico
El disefio experimental es un factorial 2x3. Los factores para analizar son el pH y la relacion
S/X, donde el primero presenta dos niveles y el segundo tres. En la Tabla 4.8 se resumen

las notaciones de los factores en el disefio experimental.

Tabla 4.8. Notacidn de los factores en el disefio experimental

Nombre del Factor Notacion Niveles
pH T A (6,5), B (7,5)
Relacion B 30, 50, 100

Sustrato/Biomasa (S/X)

Por lo tanto, se tienen seis tratamientos en total, con tres réplicas por cada uno. Para el
caso del nitrégeno, DQO y Ortofosfatos se calcul6 el porcentaje de reduccién, el consumo
y la tasa de consumo. Se tienen asi tres variables respuesta a medir para cada parametro,
de esta manera, el modelo asociado al disefio para cada variable respuesta viene dado de
acuerdo con la Ecuacion 14 (Montgomery, 2004).

Yijk =+ 1+ B+ (@h)ij + €ij
i=12j=123; k=123 Ecuacién 14

Donde:

vijx = Es el valor de porcentaje de reduccion, el consumo y la tasa de consumo para cada
parametro dado el i-ésimo nivel del pH, el j-ésimo nivel de relacion S/X, su interaccion (z3)
y la k-ésima réplica

7; = Es el efecto sobre la variable respuesta del i-ésimo nivel del pH

B; = Es el efecto sobre la variable respuesta del j-ésimo nivel de S/X

(zB)i; = es el efecto sobre la variable respuesta de la interaccion entre i-€simo nivel de pH
y el j-ésimo nivel del S/X
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&ijk = Es el error aleatorio asociado a la k-ésima réplica dado el i-€simo nivel de la relacion
S/X, el j-ésimo nivel del pH y la interaccién entre ambos factores el cual es inherente al
proceso experimental.

Para el disefio factorial, es de especial interés probar la hipotesis acerca de la igualdad de
los efectos de los tratamientos en las filas, es decir: (Montgomery, 2004):

HO:TI =Ty = == = Tsl =0
o

H,:Almenosunat; #0,i = 1,2,...,5;

Asimismo, de la igualdad de los efectos de los tratamientos de las columnas, es decir
(Montgomery, 2004):

Hy:py = B = = =PBs, =0
0

Hy:Almenosunaff; #0,j = 1,2,..,s;

Igualmente, existe interés en determinar si los tratamientos de las filas y las columnas
interactian. Por lo tanto, también es de interés probar (Montgomery, 2004):

Ho: (B)ij = OV i,j; i = 1,2,..,5q, j =12 ..,5
H,: Al menos una (Tﬁ)ij #0;i =1,2,..,s4, j =12, ..,5

Al enumerar cada nivel de los factores como 1,2 (pH) y 1, 2, 3 (S/X) el disefio presento la
estructura que se expone en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Estructura del disefio experimental

Factor B
1 2 3
Factor 7 1 Vi1, Y112, Y113 Y121, Y122, Y123 Y131, Y132, V133
2 Y211, Y212, Y213 Y221, Y222:YV223 Y231, V232, Y233

Donde y;j, es el porcentaje de reduccion, consumo y tasa de consumo para el fésforo, el
nitrégeno o la DQO segun corresponda.

Para el caso de la biomasa, se consideraron los mismos factores, pero sé6lo dos réplicas;
las variables medidas fueron la productividad de biomasa y biomasa maxima. El disefio
experimental respectivo viene dado por medio de la Ecuacion 15.

Yijk = L+ T+ B + (TB)ij + €iji
i=12 j=12,3; k=1,2 Ecuacion 15

Donde:

viji = Es el valor de productividad de biomasa y biomasa maxima dado el i-ésimo nivel del
pH, el j-ésimo nivel de relacién S/X, su interaccion (zf8) y la k-ésima réplica

7; = Es el efecto sobre la variable respuesta del i-ésimo nivel del pH

B; = Es el efecto sobre la variable respuesta del j-ésimo nivel de S/X
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(zB)i; = es el efecto sobre la variable respuesta de la interaccion entre i-€simo nivel de pH
y el j-ésimo nivel del S/X

&ijk = Es el error aleatorio asociado a la k-ésima réplica dado el i-€simo nivel de la relacion
S/X, el j-ésimo nivel del pH y la interaccién entre ambos factores el cual es inherente al
proceso experimental.

La disposicion del experimento se expone en la Tabla 4.10.

Tabla 4.10. Estructura del disefio experimental para caso de la Biomasa

Factor g
1 2 3
Eactor t 1 Y111, Y112 V121, Y122 Y131, V132
2 Y211, Y212 Y221, Y222 V231, Y232

Donde y;j es la productividad de la biomasa o la biomasa maxima segun corresponda.

Definido el disefio, el siguiente paso consiste en andlisis de datos mediante el software
estadistico Minitab. El procedimiento para encontrar el mejor tratamiento en términos
estadisticos se llevara a cabo de la siguiente manera:

1)

2)

3)

Se procedera a realizar un andlisis exploratorio para monitorear la calidad de los
datos, detectar variabilidades anormales, comportamientos destacables o que
puedan influir en las inferencias eventualmente; adicional a esto, los resultados del
andlisis exploratorio se usaran para plantear hipétesis en lo que se refiere definir
cudles serian los mejores tratamientos.

Posteriormente, se llevara a cabo el Andlisis de Varianza (ANOVA). Este método se
utiliza para detectar entre los factores, cuales tienen un efecto que permita explicar
la variabilidad asociada con la variable respuesta.

Adicionalmente, se probara si existen diferencias significativas entre los tratamientos
mediante la prueba de Kruskal-Wallis. De detectarse alguna diferencia se procedera
a comparar las medias agrupadas en pares, por medio de la prueba post-Hoc de
Wilcoxon, lo que permitiria definir los mejores tratamientos en base a lo obtenido
previamente en el andlisis exploratorio.
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5. ANALISIS Y RESULTADOS
5.1. Caracteristicas del agua residual del proceso de extraccién de almidén de yuca

Las caracteristicas promedio del sustrato utilizado en el presente estudio se presentan en
la Tabla 5.1. En cuanto a DQO y pH los valores fueron semejantes a los que presenta el
agua residual derivada de las rallanderias ubicadas al norte del Departamento del Cauca
(Colombia) (Colin et al., 2007). Las principales diferencias se presentan con los valores de
P-PO42y de NAT, los cuales pueden ser el resultado de factores que involucran desde la
variedad de yuca usada hasta el tipo de proceso industrial.

Tabla 5.1. Caracteristicas del sustrato

Parametro idad En este Colin et al. Barn;)s
fisicoquimico Unidades estudio (2007) etal.
(2015)
pH UN 4,24 3,6 -6,5. 3,72
Nitrégeno
Amoniacal Total mg N-NHsL? 6,46 + 0,15 - 19
(NAT)
OrtoFosfatos mg PO43L1 25,82+1,19 - 7,79
7.400 £
1 _
DQO (total) mgL 1.649.92 4.200-7.000 2.671

Se puede observar que se presenta una baja concentracion de nitrégeno, sin embargo, se
han llevado a cabo estudios de cultivos de microalgas bajo condiciones similares de
limitacién de nitrégeno (Breuer et al., 2012, Gojkovic et al., 2020), por lo cual, en términos
generales, se observa que el sustrato preparado en el laboratorio es representativo del agua
residual real y cuenta con fuente de carbono organico, asi como nutrientes asimilables por
las microalgas que pueden sostener su crecimiento y la subsecuente depuracion del agua
residual utilizada como sustrato

5.2. Efecto del pHy larelacion S/X en lareduccién de DQO

En la Figura 5.1y Tabla 5.2 se exponen los resultados del comportamiento de la DQO
durante el montaje experimental. En todos los tratamientos el valor de la DQO disminuyé
en el dia dos del montaje alcanzando valores inferiores a 500 mgL™* DQO. A partir del dia
cuatro la reduccién empez6 a estabilizarse, comportamiento que no vario hasta el final del
montaje (dia trece).

Con respecto a la rapida reduccién de la DQO obtenida en el estudio, se observa que es
similar a lo reportado en diferentes investigaciones. Mujtaba et al. (2017) reportaron un
comportamiento similar al utilizar C. Vulgaris para depurar un efluente municipal en
consorcio con microorganismos de lodos activados suspendidos, dando como resultado
una rapida disminucion de la concentracion de DQO en un tiempo de 24 horas, relacionando
dicho comportamiento al crecimiento mixotréfico de la microalga. Por su parte Wang et al.
(2016) reportaron la mayor disminucion de la concentracion de DQO en un tiempo de 48
horas, utilizando Chlorella sp. en agua residual artificial bajo cultivo mixotréfico, indicando
gue se presenta una mayor tasa de consumo en comparacion con el crecimiento
heterotrofo. Cho et al. (2015) reportaron que la concentracién de DQO, disminuy6 a partir
de las 24 horas, para un cultivo de C. Vulgaris en un efluente de fermentacion de AGV’s.

43



4.500 4.500

4.000 —e—ns 4.000 —e—TA
3.500 —B—T2B 3.500 —a—T2A
%n 3.000 38 '_;.o 3.000 T3A
£ 25500 £ 2500
o )
9 2.000 g 2.000
[a) [a)
1.500 1.500
1.000 1.000
500 500
0 _ 0 a
0 2 4 6 8 10 12 14 0 2 4 6 8 10 12 14
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
(a) (b)
Figura 5.1. Comportamiento de la DQO durante el proceso experimental:
(a) nivel de pH 2 (7,5); (b) nivel de pH 1 (6,5)
Tabla 5.2. Valores de la DQO durante el proceso experimental
Valores de la DQO (mgL™)
Tratamientos
Dia T:A T.B T.A T2.B TsA TsB
0 3.873,61+9 3.922,22+7 1.723,78+2 1.666+ 999,48+ 953,47+1
5,47 8,26 5,89 44,85 29,58 7,34
5 461,73+23, 525+158,2 323,89+55, 278,06x10 253,56+16 239,11+6
76 2 49 2,09 6,04 3,80
4 204,44+61, 283,61+47, 161,87+48, 165,66+9,5 163,56+28, 123,56+1
00 38 11 3 35 3,47
6 174,67+23, 194,67+30, 179,11+36, 160,22+45,0 130,22+12, 108+37,5
09 55 72 9 62 6
220,22+21, 224,67+51, 184,67+47, 170,22+32, 172,445
13 43 96 195%:44,10 02 72 3,16

En cuanto al efecto que puedan tener los tratamientos sobre la reduccién de DQO se
observa que, la mayoria de los tratamientos presenta los valores mas bajos de
concentracion de DQO en el dia seis, siendo el tratamiento T1B (S/X=100 y pH=7,5) el que
presento la mayor concentraciéon con un valor de 194,67 + 30,55 mgL?, los tratamientos
T1A (S/X=100 y pH=6,5), ToA (S/X=50 y pH=6,5) y T.B (S/X=50 y pH=7,5) presentaron
valores similares, mientras que las concentraciones mas bajas se obtuvieron en los
tratamientos T3A (S/X=30y pH=6,5) y T3B (S/X=30y pH=7,5) con valores de 130,22 + 12,62
y 108 + 37,56 mgL! respectivamente. Se observa en este Ultimo dia de montaje que la
concentracion mas baja se alcanz6 en TsA'y TsB con valores de 170,22 + 32,72y 172,44 +
53,16 mgL? respectivamente. Las concentraciones mas altas se presentaron en los
tratamientos T:A y TiB con valores de 220,22 + 21,43 y 224,67 + 51,96 mgL?
respectivamente.

En el dltimo dia del montaje se pudo observar un incremento de la DQO para todos los
tratamientos, lo cual segun de Godos et al. (2010) puede estar relacionado con la excreciéon
de materia organica extracelular (MOE) o una hidrolisis intensiva de biomasa en la etapa
final del periodo de cultivo; segun los autores, dicha hipétesis se encuentra soportada por
investigaciones previas en las cuales se observaron excreciones de MOE con
concentraciones de hasta 80 mgL™* en algunos cultivos de microalgas, la cantidad de
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materia orgénica liberada (compuesta principalmente por polisacaridos) aumenta con la
edad de la microalga, es decir, con el tiempo en que dura el cultivo.

Los resultados obtenidos indican que los tratamientos con mayor relacion S/X, presentaron
concentraciones de DQO mas altas en cada uno de los dias evaluados, en comparacion
con los tratamientos a menor relacion S/X, lo cual puede estar relacionado con las diferentes
concentraciones suministradas al inicio del proceso. Los tratamientos con la misma relacion
S/X'y diferentes niveles de pH presentaron concentraciones de DQO similares en cada uno
de los dias evaluados, lo cual puede indicar que el pH no fue un factor influyente en la
disminucion de la DQO.

Para analizar la influencia de los factores evaluados (pH y relacion S/X) en el
comportamiento de la DQO, se determiné el porcentaje de reducciéon (Ecuacién 4), tasa de
consumo (Ecuacion 7) y consumo de DQO (Ecuacion 10) variables que permiten evaluar y
comparar el rendimiento de cada tratamiento.

Enla Tabla 5.3 y la Figura 5.2 se presentan los valores y el comportamiento del porcentaje
de reduccién de la DQO para cada tratamiento durante los trece dias de montaje, los cuales
fueron superiores al 80%. Los porcentajes mas altos se alcanzaron en los tratamientos con
la maxima relacion S/X (T:A y TiB) con valores de 94,32 + 0,61 y + 94,27 1,27 %
respectivamente, mientras que los valores mas bajos se alcanzaron en los tratamientos
(TsA 'y T3B) con valores de 82,97 + 3,08 y 81,91 £ 5,75 % respectivamente.

Tabla 5.3. Porcentaje de reduccién de DQO durante el proceso experimental

Tratamiento Porcentaje de Desviacion
reduccién (%) estandar
TiA 94,32 0,61
T1B 94,27 1,27
T2A 88,51 2,68
T2B 88,92 3,11
TsA 82,97 3,08
TsB 81,91 5,75
120
100
: I
X 80 I
S
G 60
o
=)
e}
& 40
20

100 30

Relac?gn S/X

Figura 5.2. Porcentaje de reduccion de DQO durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y (+) nivel 2
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En la Tabla 5.4 y Figura 5.3 se presentan los valores y el comportamiento del consumo de
DQO durante los trece dias de montaje. El mayor consumo se alcanzo en los tratamientos
con la maxima relacion S/X (T:Ay T1B) con valores de 3.653,39 £ 104,70y 3.697,56 + 71,24
mgL? respectivamente, mientras que las cantidades mas bajas se obtuvieron en los
tratamientos (TsA y TsB) con valores de 829,26+ 34,75 y 781,03+ 66,05 mgL*
respectivamente. Llama la atencién al comparar el consumo y los porcentajes de reduccion
que el sistema utilizado tiene la capacidad de remover altas cargas de materia organica sin
reducir la eficiencia, este mismo comportamiento de los sistemas algales se observa en el
trabajo de Gupta et al. (2016).

Tabla 5.4. Consumo de DQO
Consumo Desviacion

Tratamiento

(mgLt) estandar

T:1A 3.653,39 104,70

T.B 3.697,56 71,24

T2A 1.525,78 62,39

T2B 1.481,33 86,86

T3A 829,26 34,75

T3B 781,03 66,05
4000
3500
— 3000
g’ 2500
§ 2000
2 1500

o
© 1000
0
100 50 30
Relacion S/X

Figura 5.3. Consumo de DQO durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y (m) nivel 2

En la Figura 5.4 y Tabla 5.5 se presentan los valores y el comportamiento de la tasa de
consumo de DQO durante los trece dias de montaje. La mayor tasa de consumo se alcanz6
en los tratamientos con la maxima relacion S/X (T:A 'y TiB) con valores de 281,029 + 8,054
y 284,43 + 5,48 mgL'd? respectivamente, mientras que las tasas mas bajas se obtuvieron
en los tratamientos (TsA y TsB) con valores de 63,79 + 2,67 y 60,079 + 5,08 mgL'd?
respectivamente.

El rdpido agotamiento de la concentracion de DQO en el dia dos del montaje puede estar
relacionado con las caracteristicas del sustrato, es decir, la disponibilidad de compuestos
orgéanicos facilmente asimilables y ausencia de compuestos precursores de condiciones
inhibitorias (Gupta et al., 2016).
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Tabla 5.5. Tasa de consumo de DQO
Tasa de

. Desviaciéon
Tratamiento consumo estandar
(mgL*d™)
T1A 281,029 8,054
TiB 284,43 5,48
T2A 117,37 4,79
T2B 113,95 6,68
T3A 63,79 2,67
TsB 60,079 5,08
320
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Figura 5.4. Tasa de consumo de DQO durante el proceso experimental.
pH (m) nivel 1y (=) nivel 2

El consumo en el dia dos representd aproximadamente el 92% del consumo total de DQO
(Tabla 5.4) para todos los tratamientos durante el periodo de cultivo, lo que puede indicar
que en los dos primeros dias el sistema para el crecimiento de la microalga favorecié6 el
metabolismo posiblemente heterdtrofo para asimilar las fuentes de carbono organico. Lo
anterior es posible si se tiene en cuenta que en condiciones mixotréficas, el comportamiento
heterétrofo y autétrofo pueden ocurrir simultdneamente o de manera independiente (Lin et
al., 2015). Se presume que se asimilaron facilmente azlcares simples como sacarosa,
glucosa y fructosa que pueden estar presentes y favorecer el consumo de sustrato (Abreu
et al., 2012, de Carvalho et al., 2018, Li et al., 2019a)

La tendencia a la estabilizacion de la concentracion de la DQO después del dia dos de
montaje podria indicar que la microalga desarrollé un metabolismo autétrofo para asimilar
el carbono inorganico del medio. Liu et al. (2013a) exponen que un cultivo de C. vulgaris
alimentado con un efluente con mezcla de compuestos organicos, tras agotarse estas
fuentes aumenté el consumo de CO;, es decir, que las microalgas optaron por el
metabolismo autétrofo para garantizar el crecimiento de biomasa. Ren et al. (2014)
describen que Scenedesmus sp. consumio rapidamente el acetato (fuente carbono
organico facilmente asimilable), mientras que el etanol no se consumid totalmente
contribuyendo a la DQO residual, es decir, que las microalgas pueden presentar un
comportamiento preferencial para distintas fuentes de carbono, lo cual podria suponer que
la presencia de DQO residual en todos los tratamientos evaluados al finalizar el periodo de
cultivo se deba a la presencia de compuestos organicos que no son preferenciales en el
metabolismo de las microalgas.
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En la Tabla 5.6 se muestran los valores de porcentajes de reduccion, consumo y tasas de
consumo consultados en la literatura, para cultivos de microalgas en diferentes tipos de

agua residual.

Tabla 5.6. Parametros consultados en la literatura

Tasa de
Reduccion  consumo Consumo . ; * .
(%) (mglLd™? (MgL=0,) Microalga Agua residual Referencia
0y
Chlorella Procesamiento Borghetti
b b 1
56.1 57,73 866 Minutissima de yuca‘ (2009)
Chlorella Procesamiento Hongyang
84 510 2250 Pyrenoidosa de soya et al. (2011)
. Kamyab et
67,35 - - C. Incerta Aceite de palma al. (2015)
i Chlorella Almidoén2 y Yang et al.
75,78 629,01 Pyrenoidosa alcohol (2015)
63 630 3.150 Procesamiento Gupta et al
93 465Pb 2,790 Chlorella sp. industrial de (2016) '
83 138,30P 830 alimentos®
i 4.95 i Phormidium Procesamiento  Neves et al.
' Autumnale de yuca (2016)
Agua residual Wang et al.
b b
87,3 523,8 1.047,60 Chlorella sp. artificial (2016)
Chlorella . Cao et al.
70,50 128,61 1.543,31 Vulgaris Porcina (2018)
Procesamiento Guptay
92 138,12 1.105 Sgg%ﬁ!‘ia industrial de Pawar
alimentos (2018)
) ) Scenedesmus ) Rosales et
94,45 227,82 7.518 sp. Curtiembre al. (2018)
Procesamiento
Desmodesmus de yuca Okpozu et
92,24 103,44 1.448,17 Armatus hidrolizada + al. (2019)
MBB

a Agua residual después de digestion anaerobia
b Calculado con los datos suministrados

¢ Agua residual diluida

Las variables evaluadas para cada tratamiento en el presente caso estudio, se encontraron
entre los rangos reportados en la Tabla 5.6, excepto para el caso del consumo DQO en los
tratamientos TsA 'y T3B, los cuales presentaron los valores mas bajos al final del periodo de
cultivo. Para el caso del porcentaje de reduccion, los valores alcanzados fueron superiores
al 80% siendo los més altos (Tabla 5.3) cercanos al valor reportado por Rosales et al.
(2018). Los datos obtenidos por Cao et al. (2018) utilizando la microalga C. vulgaris y un
agua residual agroindustrial, fueron menores a los valores alcanzados por los tratamientos
T1A Yy TlB.

A partir de estos resultados se podria indicar que el sistema logra reducir la DQO del agua
residual diluida con concentraciones iniciales incluso superiores a algunos reportes en la
literatura como en el estudio de Borghetti, (2009) donde se utilizé agua residual diluida del
procesamiento de yuca, con una DQO inicial de 1.545 mgL?, el porcentaje de reduccién
reportado fue menor al valor alcanzado en cada uno de los tratamientos evaluados en el
presente estudio, mientras que el consumo y tasa de consumo presentaron valores
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similares a los alcanzados por TsA y T3B. Por otra parte, en el estudio de Okpozu et al.
(2019) que utilizé agua residual del procesamiento de yuca suplementada con medio basal
bold, con una DQO inicial de 1.570 mgL?, el porcentaje de reduccién fue similar a los
valores obtenidos en los tratamientos T:A y T1B; el consumo y la tasa de consumo también
fueron similares a los valores alcanzados en T>A y T2B, lo que puede estar relacionado con
la semejanza en la concentracion de DQO inicial. Lo anterior permite concluir que los
tratamientos evaluados presentaron un buen comportamiento en cada una de las variables
evaluadas, especialmente T:A y TiB, en los cuales se logré el mejor desempefio en
términos de reduccion de la DQO.

A mayor nivel de relacion S/X, las concentraciones residuales de DQO fueron superiores
en comparacion con los tratamientos que ostentaron una menor concentracion de sustrato
inicial, sin embargo, el comportamiento del consumo para el caso de las relaciones mas
altas permite concluir que para el mismo intervalo de tiempo se alcanz6 una mayor
disminucion de la DQO. Asimismo, la tasa de consumo indicaria que se presenta una mayor
velocidad en el agotamiento de la materia organica durante el periodo de evaluacion, es
decir, que en términos de reduccion de materia organica T:A y TiB lograron el mejor
rendimiento.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo observar que a mayor relacién S/X se
presentaron mayores porcentajes de reduccion, consumo y tasa de consumo de DQO, es
decir que la variable genera un efecto significativo en el comportamiento la DQO, lo cual se
corrobora con el analisis estadistico (p<0,05) presentado mas adelante. Es decir, que no se
logra evidenciar que la relacion S/X en este valor represente una limitacién por sustrato, a
partir del cual se produce la disminucion de la biomasa microalgal, aumentando el tiempo
necesario para el consumo del sustrato o limitando la totalidad del consumo al final del
periodo de cultivo.

En concordancia con lo obtenido en el presente estudio, Lin et al. (2015) describen que el
aumento de la concentracién de sustrato inicial estimula el crecimiento de biomasa,
favoreciendo el consumo del sustrato en un menor tiempo. Por su parte Liu et al. (2013a)
indican que los compuestos organicos facilmente asimilables se consumen rdpidamente al
utilizar relaciones S/X altas, sin embargo, para el caso de compuestos que tienen un efecto
inhibitorio se requiere de una menor concentracion de sustrato inicial o en su defecto un
incremento en el indculo inicial. Por eso la importancia de los resultados obtenidos para
conocer e identificar un posible efecto de inhibicion del agua residual del procesamiento de
la yuca. En ese sentido varios estudios reportan que a mayor relacién S/X se presenta una
menor reduccion de DQO, Gupta et al. (2016) sustentan que la presencia de altas
concentraciones de DQO pueden afectar el crecimiento de las microalgas e inhibir su
habilidad para consumir carbono organico, puntualizando en que a altas concentraciones
de DQO la biodegradabilidad del agua residual y la inhibicién del sustrato son dos factores
importantes que influyen en la reduccién de la DQO.

Como el mejor desempefio se alcanzé al incrementar la relacion S/X, esto puede indicar
gue, para el tipo de sustrato utilizado, las concentraciones iniciales evaluadas no alcanzaron
un valor de concentracion inhibitoria, lo cual también se puede sustentar teniendo en cuenta
que para el dia dos de montaje, donde se pudo observar una rapida disminucion de la DQO,
se incrementd la concentracion de biomasa (seccion 5.4) favoreciendo el consumo de
compuestos organicos facilmente asimilables disponibles en el sustrato (Borghetti, 2009;
Ge et al. 2018). Asimismo, Turon et al. (2016) exponen que se pueden seleccionar
relaciones S/X mayores, pero esto depende del tipo y composicion de sustrato.
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Para el caso del pH se podria concluir que no fue un factor influyente en el comportamiento
de la reduccién de la DQO, se pudo observar que en los tratamientos con la misma relacion
S/X, pero a diferente nivel de pH inicial, las variables evaluadas presentaron valores
similares, lo cual se corrobora en el analisis estadistico (p>0,05) presentado mas adelante.

LaTabla 5.7 y la Figura 5.5 muestran los datos medidos del comportamiento del pH durante
el periodo de cultivo.

Tabla 5.7. Valores del pH durante el periodo de cultivo
Valores del pH (Unidades)
Tratamientos
Dia T.A T.B T,A T,B T:A TsB
0 6,50+0,00 7,50+0,00 6,50+0,00 7,50+0,00 6,50+£0,00 7,50+0,00
2 8,82+0,042 8,92+0,17 8,70+0,20  8,92+0,28  8,92+0,22 9,01+0,67
4  8,91+0,066 8,97+0,13 8,74+0,25 8,59+0,12 8,59+0,021  8,48+0,44
6
8

8,79+0,18 8,80+0,19 8,51+0,28 8,58+0,28 8,32+0,37 8,48+0,10
8,97+0,23  8,79+0,089 8,42+0,076 8,54+0,39 8,24+0,43 9,00+0,63

10 9,20£0,075 9,18+0,11 8,61+0,12 8,81+0,31 8,39%+0,18 8,600,017
13 8,23+0,25 8,62+0,12 7,960,090 7,94+0,30 8,11+0,28 7,51+0,17
10,00 10,00
o —& ——¢ A& 3 3 A
8,00 _ -~ 800 - ~
— L] _ A
§ 6,00 '§ 6,00
5 4,00 _5, 4,00
e —@T1A B
T2A
2,00 T1B 2,00 128
0,00 0,00
0 2 4 10 12 14 0 2 1 12 14
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Figura 5.5. Comportamiento del pH durante el proceso experimental

En todos los casos se presentd un comportamiento similar, iniciando con un rapido
incremento, seguido de un periodo de estabilizacion y finalmente decaimiento en todos los
valores. En el dia dos se alcanzaron valores superiores a 8,7. A partir del dia dos hasta el
diez, el comportamiento general tendio a oscilar entre 8,2 y 9,2, mientras que al final del

periodo de cultivo el pH disminuy6 en cada uno de los tratamientos alcanzando valores
entre 7,5y 8,6 aproximadamente.
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Turon et al. (2016) exponen que cuando no se realiza control de pH, el valor aumenta debido
al consumo de compuestos organicos, conduciendo al incremento de amoniaco toxico (NHs)
si hay amonio presente en el medio. De acuerdo con Cho et al. (2015), el pH se eleva debido
a la fotosintesis de la microalga y a la reduccién de acidos organicos del sustrato, asimismo,
el rapido crecimiento del pH puede resultar en la inhibicion del crecimiento heterotrofo
(Turon et al, 2016).

El valor de pH regula la disponibilidad de diferentes fuentes de carbono utilizadas por las
microalgas en la fotosintesis. El valor de pH también se incrementa rapidamente debido al
consumo de carbono inorgénico, especialmente CO,, lo cual favorece la acumulacién de
iones OH’, incluso si se suministra aire atmosférico por medio de burbujeo, puede que no
proporcione suficiente CO; para evitar el aumento del pH (Ruiz-Marin et al. 2010; Ruiz,
2011; Khalid et al. 2016).

Con base en lo anterior, el incremento del pH se puede relacionar con la transformacién de
la materia organica. En la Figura 5.1 se observa que aproximadamente hasta el dia cuatro
se llevé a cabo un rapido consumo de DQO, posteriormente, la concentracion se estabilizo,
lo que podria indicar que una vez agotada la fuente de carbono organico facilmente
asimilable, se favoreceria el metabolismo autétrofo promoviendo el consumo de carbono
inorganico en el medio, provocando que el valor del pH se mantenga superior a 8,0
Unidades en todos los tratamientos. En algunos tratamientos se observa que los valores de
pH oscilaron, mientras que en el tratamiento TsA se presenté una disminucién a partir del
dia dos hasta el dia ocho, comportamiento que se podria relacionar con el crecimiento
celular. Al final del periodo de cultivo, los valores disminuyeron en todos los tratamientos,
como resultado de la estabilizacién del crecimiento microalgal con la subsecuente posible
acumulacion de COo.

El estudio de Cho et al. (2015), se evalué el efecto de la concentracion inicial de sustrato y
el efecto del pH con control (7,0) y sin control inicial, en la mayoria de los tratamientos los
valores para el porcentaje de reduccién, consumo y tasa de consumo fueron similares, sin
embargo, el control de pH favorecié el consumo de materia organica, especialmente en el
tratamiento que presenté el mejor desempefio (pH controlado = 7,0 y sustrato sin diluir). En
ese sentido se podria concluir que el pH con control inicial favorece la disminucién de la
materia organica cuando se presentan condiciones Optimas de disponibilidad de sustratos
facilmente asimilables. Sin embargo, al variar la concentracion de sustrato inicial (factor que
genera un efecto en el pH por los compuestos organicos presentes), el control del pH podria
presentar menor efecto, no afectaria de manera significativa la disminucién de la DQO,
dada su tendencia a incrementarse a medida que transcurre el tiempo en un cultivo
mixotrofico.

5.3. Efecto del pHy larelacién S/X en lareduccidon de Nitrdgeno amoniacal total (NAT)

Enla Figura 5.6y Tabla 5.8 se exponen los resultados del comportamiento del NAT durante
el montaje experimental. En la mayor parte de los tratamientos, el valor del NAT se
incrementod en el dia dos, excepto en los tratamientos T1A y T1B, en los cuales se puede
evidenciar una disminucion, con valores de 1,67 £ 0,52y 1,72 + 0,67 mgL™ respectivamente.
Del dia dos al cuatro se observa un incremento general de la concentracion, siendo mas
pronunciado en T1A y TiB. A partir del dia cuatro la concentracion disminuyé en todos los
casos. A partir del dia seis los tratamientos TA, T.B, TsA y TsB presentaron un
comportamiento con tendencia a la estabilizacion, mientras que en T:A y TiB se evidencia
una rapida disminucion, lo cual se relaciona con la mayor disponibilidad del nutriente debido
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al incremento que presento en el cuarto dia, promoviendo su asimilacion y utilizacion en los
procesos metabolicos de la microalga.
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Figura 5.6. Comportamiento del NAT durante el proceso experimental
(a) nivel 2 de pH (7,5); (b) nivel 1 de pH (6,5)

Tabla 5.8. Valores del NAT durante el proceso experimental
Valores de NAT (mgL™)
Tratamientos
T.A T.B ToA T.B T3A TsB
3,95+1,37 6,21+2,12 0,67+0,24 0,49+0,16 0,32+0,16  0,40+0,035
1,67+0,52 1,72+0,67 0,80+0,082 0,49+0,14 0,55+0,12 0,53+0,16
8,64+0,64 6,76+1,12 2,38+0,30 2,08+0,25 1,12+0,13 0,85+0,10
7,81+0,94 6,55+0,94 0,68+0,27 0,11+0,095 0,33+0,093 0,300,068
1,59+0,73 2,44+1,17 0,10+0,00 0,10+0,00  0,10+0,023  0,10+0,00
0,81+0,25 1,13+0,34 0,31+0,22 0,30+0,18 0,28+0,043 0,24+0,025
0,10+0,00 0,10+0,00  0,10+0,00 0,10+0,00 0,10+0,00 0,10+0,00

[y 9
HEoorNvOl=

Es importante indicar que para T.A, T:B, TsA y T3B en el dia ocho y para todos los
tratamientos al final del periodo de cultivo, el valor del NAT fue menor al limite detectable
(<0,10 + 0,00 mgL™) por el método analitico utilizado (Seccién 4.5). Sin embargo, para
poder realizar los calculos de porcentaje de reduccion, consumo y tasa de consumo se
utilizé la concentracion minima (0,10 mgL™?) utilizada en la curva de calibracién del método.

La relacion S/X incidié en la concentracion inicial del NAT, se pudo observar que a mayor
diluciéon del sustrato la disponibilidad de nitrégeno disminuyé. Los valores iniciales indican
gue se presentd limitacion de nitrégeno en cada una de las condiciones de relaciéon S/X
evaluadas. Rosales et al. (2018) indican que a un valor de 23,6 mgL™? se presentan
condiciones limitantes de este nutriente, lo que podria tener efectos directos en el
crecimiento microalgal. Zheng et al. (2018) exponen que concentraciones de 21 mgL™ o
menores, pueden ser insuficientes para llevar a cabo el crecimiento de las microalgas. En
el presente caso de estudio la concentracion de NAT (Tabla 5.1) fue de 6,46 + 0,15 mgL™?,
valor que disminuy0 al realizar las respectivas diluciones.

La limitacion de nitrdgeno en el medio genera una condicion de estrés en la microalga que
induce a la acumulacion de lipidos. La flexibilidad de la concentracién de fésforo y nitrégeno
en la biomasa, le permite a la microalga ajustar su concentracion intracelular de nitrégeno
y fésforo a los suministrados por el agua residual. Esta flexibilidad es esencial para
garantizar la reduccién del nitrdgeno y fésforo del agua residual (Beuckels et al., 2015).
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A pesar de la baja disponibilidad de NAT en el agua residual, fue posible observar una
tendencia, en cuanto a la influencia de los factores evaluados (pH vy relacién S/X) en la
reduccién de nitrdgeno amoniacal, para lo cual se determind el porcentaje de reduccion
(Ecuacion 5), tasa de consumo (Ecuacion 8) y consumo (Ecuacién 11).

Enla Tabla 5.9y la Figura 5.7 se presentan los valores y el comportamiento del porcentaje
de reduccion del NAT para cada tratamiento durante los trece dias de montaje, los cuales
se encontraron en un rango de 62 y 98%. Los porcentajes mas altos se alcanzaron en los
tratamientos con la méxima relacion S/X (T:A 'y T1B) con valores de 97,23 + 1,08 y 98,24 +
0,66% respectivamente, mientras que los valores mas bajos se alcanzaron en los
tratamientos (TsA y TsB) con valores de 62,32 + 19,17 y 75,08 £ 2,18 % respectivamente.

Tabla 5.9. Porcentaje de reduccion de NAT durante el proceso experimental
Porcentaje de  Desviacion
reduccién (%) estandar

Tratamiento

TiA 97,23 1,08

T1B 98,24 0,66

T2A 83,20 7,75

T2B 77,65 7,87

TsA 62,32 19,17

T3B 75,08 2,18
100 =
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Figura 5.7. Porcentaje de reduccion de NAT durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y () nivel 2

Enla Tabla5.10y la Figura 5.8 se presentan los valores y el comportamiento del consumo
de NAT durante los trece dias de montaje. El mayor consumo se alcanzo en los tratamientos
con la maxima relacién S/X (T:A y T1B) con valores de 3,85 + 1,37 y 6,11 + 2,12 mgL™
respectivamente, mientras que las cantidades mas bajas se obtuvieron en los tratamientos
(TsA 'y T3B) con valores de 0,22 + 0,16 y 0,30 + 0,035 mgL* respectivamente.

53



Tabla 5.10. Consumo de NAT

Tratamiento Consumo Desvjacién
(mgL) estandar
T1A 3,85 1,37
T.B 6,11 2,12
T2A 0,57 0,24
T2B 0,39 0,16
T3A 0,22 0,16
T3B 0,30 0,035
9,0
8,0
70
16,0
és,o
o
g 4,0
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Figura 5.8. Consumo de NAT durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y (m) nivel 2

Enla Figura 5.9 y Tabla 5.11 la se presentan los valores y el comportamiento de la tasa
de consumo de NAT durante los trece dias de montaje. La mayor tasa de consumo se
alcanzé en los tratamientos con la maxima relacion S/X (T1A y T:B) con valores de 0,30 +
0,11 y 0,47 + 0,16 mgL'd? respectivamente, mientras que las tasas mas bajas se
obtuvieron en los tratamientos (TsA y T3B) con valores de 0,017 + 0,012 y 0,023 = 0,0027
mgLd? respectivamente.

Tabla 5.11. Tasa de Consumo de NAT

Tratamiento Tasa de consumo Desvjacién
(mgL*d™) estandar

T1A 0,30 0,11

T.B 0,47 0,16

T2A 0,044 0,019
T2B 0,030 0,013
T3A 0,017 0,012
T3B 0,023 0,0027
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Figura 5.9. Tasa de consumo de NAT durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y (=) nivel 2

En los tratamientos T1A y T1B se pudo observar un rapido consumo entre el dia seis y ocho,
lo cual pude estar relacionado con el crecimiento de biomasa que se present6 a partir del
dia seis (seccion 5.4). Para el resto de los tratamientos, el agotamiento del NAT se presentd
en el dia ocho, lo cual podria estar relacionado con las bajas concentraciones de este
nutriente en el medio en comparacién con T:Ay T:B (Gupta y Pawar, 2018).

En la Tabla 5.12 se muestran valores de porcentajes de reduccion, consumo y tasas de
consumo consultados en la literatura, para cultivos de microalgas en diferentes tipos de
agua residual.

De acuerdo con la tendencia presentada en los resultados, se observa que a mayor relacion
S/X se presentaron mayores porcentajes de reduccién, consumo y tasa de consumo de
NAT, es decir que la variable genera un efecto significativo en el comportamiento del NAT,
lo cual se corrobora en el andlisis estadistico (p<0,05).

En el estudio de Lu et al. (2015) se presenté un comportamiento similar, con un
decrecimiento lento en la concentracion de nitrdgeno total a mayor dilucién del sustrato. Por
otro lado, se presenté que a mayor relacién S/X la rapidez del consumo de nitrégeno total
se incrementd. Dicho comportamiento se relaciona con la menor disponibilidad de nitrogeno
en los tratamientos con mayor dilucién del sustrato, presentando un rapido agotamiento al
segundo dia de cultivo.

En el presente caso de estudio, se observé que a mayor relacion S/X se presentd mayor
disponibilidad de nitrégeno en el sustrato, asociado con una mayor concentracién inicial e
incremento significativo del NAT entre el dia dos y cuatro para T:A y T1B, en comparacion
con el resto de los tratamientos (Figura 5.6). Asimismo, la reduccion continua de NAT
durante el periodo de cultivo permitié alcanzar los maximos valores para el consumo y tasa
de consumo en comparacion al resto de tratamientos. Al respecto Lu et al. (2015) exponen
gue para evitar dichas variaciones relacionadas con la disponibilidad del nutriente y
maximizar la tasa de consumo es necesario suplementar nitrégeno en intervalos apropiados
en cultivos continuos y semicontinuos.
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Tabla 5.12. Parametros consultados en la literatura
Tasa de

Reduccion Consumo . . .
consumo I Microalga Agua residual Referencia
(%) (mgL™)
(mg L*d™)
Chlorella . Lim et al.
b b
45 0,24 2,93 Vulgaris Textil (2010)
Estiércol
99,7 195,555 977,76b Chlorella Vacunosin  ‘Wangetal
Vulgaris digestar (2010)
Chlorella Procesamiento Hongyang
b b
89,10 8,32 41,6 Pyrenoidosa de soya et al. (2011)
Chlorella Hemandez-
50 0,37° 7,50° Vulgaris Avrtificial Reyes et al.
(2012)
Granjas Lu et al.
b
83,83 6,58 52,64 Chlorella sp. industria lactea (2015)2
Chlorella Almidoén y Yang et al.
b b
91,60 ZErie 28,62 Pyrenoidosa alcohol (2015)2
Agua residual Wang et al.
b b
99.20 24,80 49,6 Chlorella sp. artificial (2016)
Chlorella . Cao et al.
b b
65,50 18,44 221,39 Vulgaris Porcina (2018)
Agua residual
99,30 1,93 34,75 Chiorelia de lodo Geetal.
Vulgaris espesado (2018)
Procesamiento Guptay
100 3,75 300 Sgrrglfiﬁgia industrial de Pawar
alimentos (2018)2
b b Scenedesmus ) Rosales et
95 0,68 22,60 sp. Curtiembre al. (2018)

aNitrogeno total
b Calculado con datos suministrados

En la Figura 5.6 se puede observar que para los tratamientos Ti:A y TiB se produjo una
reduccion en la concentracion de NAT en el dia dos y se incrementd entre el dia dos y
cuatro, dicho comportamiento puede estar relacionado con el consumo de compuestos
organicos, en la Figura 5.1 se puede observar que se produjo una rapida reduccion de la
DQO hasta el dia cuatro, favoreciendo el incremento de la biomasa microalgal (seccién 5.4)
y por lo tanto la asimilacién de nutrientes. Al respecto, Gupta y Pawar (2018) exponen que
los porcentajes de reduccion de nitrégeno se incrementan con la disponibilidad de fuentes
de carbono facilmente asimilables, alcanzado porcentajes de reduccién superiores al 80%
al suplementar agua residual procedente de digestién anaerobia con agua residual de una
industria de alimentos. En el estudio de Zheng et al. (2018) solo el 19% del NAT fue
removido en una mezcla de agua residual porcina e industria cervecera debido a la
presencia de bajas concentraciones de nitrdgeno residual e insuficiente fuente de carbono.

De igual forma, Yang et al. (2015) y Cheah et al. (2018) exponen que en el crecimiento
mixotréfico la reduccion de nutrientes se ve afectada por el suplemento de fuentes de
carbono facilmente asimilables, sin embargo, un suministro excesivo puede inhibir el
crecimiento de la microalga por la presencia de compuestos organicos complejos,
disminuyendo el porcentaje de reduccion, tasa de consumo y consumo de nitrégeno y
fésforo.
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En ese sentido, en la Figura 5.6 se puede observar que a partir del dia cuatro para los
tratamientos T1A 'y T1B se produjo una lenta reduccion del NAT hasta el final del periodo de
cultivo, lo cual podria estar relacionado con la poca disponibilidad de fuentes de carbono
facilmente asimilables dado el rapido consumo de la DQO.

Para el caso del resto de tratamientos la concentracién de nitrégeno se incremento
levemente hasta el dia cuatro posteriormente disminuyd con tendencia a la estabilizacion
lo cual se puede explicar por la poca de disponibilidad de nitrdgeno en el medio, lo cual se
ve reflejado en el consumo y tasa de consumo.

El comportamiento del NAT también se puede relacionar con el tipo de metabolismo
mixotroéfico, bajo esta condicion el comportamiento heterétrofo y autétrofo pueden ocurrir
simultdneamente o de manera independiente (Lin et al., 2015). Para el caso de T:Ay TiB,
la reduccion de la concentracion de nitrégeno hasta el dia dos se relaciona con el
crecimiento de biomasa bajo condiciones mixotréficas, aprovechando los procesos
fotosintéticos y el consumo de materia organica. Sin embargo, el aumento entre el dia dos
y cuatro pudo estar relacionado con una tendencia al metabolismo heter6trofo debido al
bajo rendimiento del crecimiento de biomasa, al respecto, Ge et al. (2018) al estudiar los
efectos del tipo de cultivo en la reduccién de nutrientes y crecimiento de biomasa, exponen
que en condiciones heterotréficas las concentraciones de nutrientes aumentan ligeramente
en los primeros dias de cultivo, probablemente por la liberacion de material intracelular de
células muertas debido al bajo rendimiento del crecimiento de biomasa.

Asimismo, los autores exponen que en el crecimiento mixotréfico a pesar de la ausencia de
nutrientes en el medio, se puede presentar una produccién continua de biomasa, debido
probablemente a que se promueve de forma heterotrofica el crecimiento adicional de
microalgas por medio de la utilizacion de nutrientes almacenados internamente cuando se
presentan limitaciones de nitrégeno, lo cual podria explicar el comportamiento del resto de
tratamientos evaluados en el presente estudio, ya que se pudo observar crecimiento
(seccidon 5.4) a pesar de las bajas concentraciones de nitrdgeno durante el periodo de
cultivo.

Para el caso del pH, como ya habia sido indicado en el item anterior, no se presentaron
diferencias significativas entre los tratamientos con la misma relacién S/X, pero diferente
nivel de pH, lo cual se corrobora en el andlisis estadistico (p>0,05). Es importante aclarar,
gue la diferencia en los valores del consumo y la tasa de consumo entre los tratamientos
T1Ay T1B, puede estar relacionada con la diferencia en la concentracion inicial de nitrégeno
para cada tratamiento

El aumento del nitrdgeno también puede estar relacionado con el comportamiento del pH,
a partir del dia dos puede haber ocurrido una interconversion metabolica en la cual el NO3
es reducido a NH} por el efecto de la actividad fotosintética de las microalgas. Las formas
de N: NH}/NH; son altamente dependientes de la temperatura y del pH. La formacién de
especies de NHf /NH; se encuentra en funcién del pH, concentraciones inferiores a 9,25
favorecen la formacién de NH; y valores superiores a 9,25, ocasiona que el NH;(gas)
predomine sobre el NH; (Beltran, 2014). En el presente estudio el valor del pH en los dias
dos y cuatro fue menor a 9,25 en todos los tratamientos, lo que podria haber favorecido el
aumento en la concentracién de nitrdgeno amoniacal.
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5.4. Efecto del pHy larelacion S/X en lareduccién de Ortofosfatos

En la Figura 5.10 y Tabla 5.13 se exponen los resultados del comportamiento de la
concentracion de Ortofosfatos durante el montaje experimental. En los tratamientos T:1A y
T1B la concentracion present6 una tendencia a disminuir durante el montaje experimental,
sin embargo, no se present6 agotamiento al final del periodo de cultivo. Un caso similar se
presentd en el tratamiento T2A, sin embargo, entre el dia cuatro y diez se pudo observar
una tendencia a la estabilizacién, seguido de una disminucién hasta el dia trece. Para los
tratamientos T2B, TsA 'y T3B se evidencio un incremento de la concentracién en el dia cuatro,
posteriormente los valores tendieron a disminuir hasta el final del periodo de cultivo.

Tabla 5.13. Valores de Ortofosfatos durante el proceso experimental
Valores de Ortofosfatos (mgL)
Tratamientos

Dia TiA TiB T2A T2.B T3A T3B
0 19,05+2,23 20,71+1,43 8,78+x0,35 6,40+1,13 3,60+0,57 3,94+1,58
4 11,89+1,06 11,22+1,31 6,64+1,35 7,87+0,81 5,99+0,50 6,07+0,48
6 10,83+1,24 10,03+1,56 7,11+0,76 6,99+0,72 4,96+0,088 4,82+0,59
8 8,58+0,84 9,12+0,85 6,41+0,19 5,01+0,70 2,96%0,17 3,64%0,39
10 8,45%0,88 7,30£0,30 6,44+0,58 5,54+0,43 3,70%0,67 3,79x£0,59
13 4,00£2,05 3,01+0,54 0,45+0,21 0,30+0,00 0,30+0,00 0,30+0,00
22,0 22,0
20,0 —@—TI1B 20,0 —@—TI1A
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Figura 5.10. Comportamiento de la concentracién de Ortofosfatos durante el proceso
experimental. (a) nivel 2 de pH (7,5); (b) nivel 1 de pH (6,5)

Para analizar la influencia de los factores evaluados (pH y relacion S/X) en la reduccion de
ortofosfatos, se determiné el porcentaje de reducciéon (Ecuacion 6), tasa de consumo
(Ecuacion 9) y consumo (Ecuacion 12) variables que permiten evaluar y comparar el
rendimiento de cada tratamiento.

En la Tabla 5.14 y la Figura 5.11 se presentan los valores y el comportamiento del
porcentaje de reduccion de Ortofosfatos para cada tratamiento durante los trece dias de
montaje, los cuales se encontraron en un rango de 78,94 y 95,22 %. Los porcentajes mas
altos se alcanzaron en los tratamientos T>A y T»B con valores de 94,88 + 2,67 y 95,22 +
0,79% respectivamente, mientras que los valores mas bajos se alcanzaron en los
tratamientos (T1A y T1B) con valores de 78,94 £+ 10,55 y 85,46 + 2,55 % respectivamente.
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En este caso, es importante destacar que los porcentajes mas bajos pueden estar
relacionados con la disponibilidad del nutriente, el cual presentaba mayor concentracion
inicial en T1A'y T1:B en comparacién con el resto de los tratamientos; en ese sentido, la tasa

de consumo y el consumo permiten determinar de una forma mas adecuada la eficiencia
de los tratamientos.

Tabla 5.14. Porcentaje de reduccidn de Ortofosfatos durante el proceso experimental

Tratamiento Porcentaje de Desviacion
reduccién (%) estandar

T1A 78,94 10,55

T1B 85,46 2,55

T2A 94,88 2,67

T2B 95,22 0,79

T3A 91,52 1,46

T3B 91,42 3,70
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Figura 5.11. Porcentaje de reduccion de Ortofosfatos durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y () nivel 2

En la Tabla 5.15 y Figura 5.12 se presentan los valores y el comportamiento del consumo
de Ortofosfatos durante los trece dias de montaje. EI mayor consumo se alcanzé en los
tratamientos con la maxima relacion S/X (T1A 'y T1B) con valores de 15,05+ 2,67y 17,70 +
1,44 mgL* respectivamente, mientras que las cantidades mas bajas se obtuvieron en los
tratamientos (TsA y TsB) con valores de 3,30 + 0,57 y 3,64 + 1,58 mgL™ respectivamente.

Tabla 5.15. Consumo de Ortofosfatos

Tratamiento Consumo Desviaciéon
(mgL?) estandar
T1A 15,05 2,67
T.B 17,70 1,44
T2A 8,34 0,54
T2B 6,10 1,13
T3A 3,30 0,57
T3B 3,64 1,58
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Figura 5.12. Consumo de Ortofosfatos durante el proceso experimental
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Enla Figura5.13y Tabla 5.16 se presentan los valores y el comportamiento de la tasa de
consumo de Ortofosfatos durante los trece dias de montaje. La mayor tasa de consumo se
alcanzo en los tratamientos con la maxima relacion S/X (T:A 'y TiB) con valores de 1,16 +
0,21 y 1,36 + 0,11 mgLd? respectivamente, mientras que las tasas mas bajas se
obtuvieron en los tratamientos (TsA y TsB) con valores de 0,25 + 0,044 y 0,28 + 0,12 mgL"
1d? respectivamente.

Tabla 5.16. Tasa de Consumo de Ortofosfatos
Tasa de

. Desviaciéon
Tratamiento consumo .
(mgL-d) estandar
T1A 1,16 0,21
TiB 1,36 0,11
T2A 0,64 0,041
T2B 0,47 0,087
T:A 0,25 0,044
T3B 0,28 0,12
1,6
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Figura 5.13. Tasa de consumo de Ortofosfatos durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y (=) nivel 2
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En la Tabla 5.17 se muestran valores de porcentajes de reduccion, consumo y tasas de
consumo consultados en la literatura, para cultivos de microalgas en diferentes tipos de

agua residual.

Tabla 5.17. Parametros consultados en la literatura

Reduc Tasa de Consumo
cion consumo LD Microalga Agua residual Referencia
(%) _(mgLwd (M9
Chlorella Agua residual Feng et al.
b b
9 0,26 3,64 Vulgaris artificial (2011)2
Chlorella Hernandez-
74 0,18 3,7° Vulgaris Avrtificial Reyes et al.
9 (2012)
Granjas Lu et al.
100 2,03 16,24 Chlorella sp. industria lactea (2015)4
- Cabral et al.
b b
95,05 3,90 18,72 Chlorella sp. Municipal (2017)
Chlorella . Cao et al.
b b
51,44 4,3 0,35 Vulgaris Porcina (2018)2
Agua residual
100 0,085 17 Chlorel_la de lodo Ge et al.
Vulgaris (2018)
espesado
Procesamiento Guptay
54 1,29 10,33b Sgrrclnll?irneigia industrial de Pawar
alimentos (2018)2
) ) Scenedesmus ) Rosales et
83 0,76 25,40 sp. Curtiembre al. (2018)

aFosforo total
b Calculado con datos suministrados

Los porcentajes de reduccidn presentados en la Tabla 5.14 se encuentran entre los rangos
consultados en la literatura (Tabla 5.17). Los tratamientos T.A y T,B alcanzaron porcentajes
de reduccién superiores al 94% siendo cercanos a los datos reportados por Feng et al.
(2011) utilizando la microalga C. vulgaris y agua residual artificial. Por otro lado, los valores
mas bajos en términos de porcentaje de reduccion alcanzados en los tratamientos Ti1A y
T1B fueron superiores a los reportados por Cao et al. (2018) en los cuales se utilizé un tipo
de agua residual agroindustrial y la microalga C. vulgaris.

Los valores del consumo en los tratamientos T:A y T1B fueron similares a los valores
reportados en los estudios de Lu et al. (2015) y Cabral et al. (2017), utilizando el mismo
género de microalga y concentraciones iniciales similares, sin embargo, la diferencia en la
duracion de periodo de cultivo se ve reflejado en los valores de la tasa de consumo. La
variacibn que se presenta en los valores depende como se citd previamente en la
disponibilidad del nutriente y las condiciones para su facil asimilacion.

En la Figura 5.10 se puede observar que la relacién S/X incidié en la concentracién inicial
de los Ortofosfatos, pues a mayor dilucion del sustrato la disponibilidad de fosforo
disminuyd. Asimismo, el incremento que se presentd hasta el dia cuatro en los tratamientos
T.B, TsBy T3A, puede estar relacionado con el comportamiento de la biomasa (seccién 5.4)
pues al inicio del proceso se pueden presentar condiciones inhibitorias que afectan
crecimiento de biomasa, como la adaptacion al sustrato, limitacion de nitrégeno e
incremento del pH, lo que puede provocar liberacion de material extracelular de células
muertas (Lu et al., 2015, Ge et al., 2018)
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Entre los dias cuatro y seis se puede observar una lenta reduccion de los Ortofosfatos, lo
cual puede estar relacionado con la disponibilidad de fuentes de carbono organico, pues
como se pudo observar en la seccién 5.2, la DQO disminuyo rdpidamente hasta dia cuatro
de cultivo. Al respecto Honyang et al. (2011) exponen que la presencia de altas
concentraciones carbono organico facilmente asimilable por las microalgas, contribuye
significativamente en la tasa de reduccién de nutrientes.

Asimismo, la tasa de reduccion de fésforo disminuye cuando se presenta limitacion de
nitrdgeno en el sustrato, tal como sucede en el presente caso de estudio, por el contrario,
la tasa de reduccion de nitrogeno es independiente de la concentracion de fosforo en el
medio (Beuckles et al., 2015).

Li et al. (2019b) exponen que una adecuada relacion nitrégeno — fosforo (N/P) en el medio
permite optimizar el crecimiento y la reduccion de nutrientes, al respecto dicho valor puede
variar de 4/1 a casi 40/1, y entre 6,8 a 10,0 se demuestra como el rango optimo, una
relacion N/P més alta que la 6ptima podria causar la limitacion de fosforo, mientras que mas
baja conduciria a la limitacién de nitrégeno, por lo que el bajo contenido de nitrégeno en el
sustrato limitaria la capacidad de absorcién de fésforo de las microalgas. En el presente
caso de estudio se presentd una relacion de 0,11/1 (N/P<1), lo que indica que no se contd
con una relaciéon optima dada la limitacién del nitrégeno.

Otro factor que permite explicar el comportamiento de los ortofosfatos entre los dias cuatro
y seis es la condicion de crecimiento mixotréfico, tal como se explicé en la Seccion 5.3.1,
dado que pueden ocurrir simultAneamente crecimiento heterétrofo y autétrofo, Ge et al.
(2018) exponen que en condiciones heterotréficas las concentraciones de nutrientes
aumentan ligeramente en los primeros dias de cultivo, probablemente por la liberacién de
material intracelular de células muertas debido al bajo rendimiento del crecimiento de
biomasa.

En términos generales, se pudo observar que a mayor relacion S/X se presentaron mayores
valores para el consumo y tasa de consumo de Ortofosfatos. En el caso del porcentaje de
reduccion como se explico previamente, la mayor concentracion de fésforo al comienzo del
proceso experimental se vio reflejado en el resultado, sin embargo, al complementar dicho
parametro con el comportamiento del consumo y tasa de consumo se pueden seleccionar
los tratamientos con mejor desempefio. Con el analisis estadistico (p<0,05) se corrobora
gue la relacion S/X genera un efecto significativo en el comportamiento de los Ortofosfatos.

En el estudio de Lu et al. (2015) al variar la concentracién de sustrato, se alcanz6 el menor
porcentaje de reduccién (65,33 %) en el tratamiento que presentaba la mayor relacion S/X,
sin embargo, la tasa de consumo fue la mas alta (2,74 mgL*d?) en comparacién con el
resto de los tratamientos, indicado que una mayor concentracion de fosforo en el sustrato
ayudaria a acelerar la eficiencia de reduccién. Esto explicaria la continua disminucién de
Ortofosfatos en T:A y T1B, maximizando el consumo y la tasa de consumo en comparacion
con el resto de tratamientos, en los cuales se presentd una menor concentracion inicial de
Ortofosfatos.

Para el caso del pH se puede observar que no se presentaron diferencias significativas
entre los tratamientos con la misma relacion S/X, (p>0,05). Sin embargo, para el consumo
y la tasa de consumo en los tratamientos T1A y TiB se presentaron diferencias en las
cantidades respectivas, tal como se cito previamente se puede explicar por la disponibilidad
inicial de Ortofosfatos en el medio.
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El comportamiento del pH cuando no se realiza control, tiende a incrementarse durante el
periodo de cultivo, lo que podria explicar que no se observen diferencias significativas entre
los tratamientos con los diferentes niveles evaluados (Cho et al., 2015, Turon et al., 2016).

La disponibilidad del fésforo también se ve afectada por el comportamiento del pH. De
acuerdo con de Godos et al. (2009) la reduccion de la concentracion de fésforo en sistemas
biol6gicos puede llevarse a cabo por asimilacion bidtica relacionado con microorganismos
y precipitacion abidtica de ortofosfatos debido a altos niveles de pH en el medio (9,0 -11,0).

Kumar et al. (2010) exponen que cuando el pH es superior a 10,0 se puede producir una
eliminacion fisicoguimica, promoviendo formacién de compuestos como magnesio, calcio,
carbonato y fosfato.

En el presente caso de estudio se podria descartar la influencia de reduccion de
Ortofosfatos por precipitacion, dado que los valores del pH en los tratamientos durante el
periodo de cultivo fueron menores a 9,0 unidades. En los tratamientos T1A 'y T1B se presento
una excepcién entre los dias siete y ocho, alcanzado valores de 9,20 £ 0,075y 9,18 + 0,11
respectivamente, lo que podria indicar que, en ese lapso, se pudo presentar de manera
adicional a la reduccion llevada a cabo por las microalgas, precipitacion de Ortofosfatos.

5.5. Evaluacién del crecimiento de biomasa

En la Figura 5.14 y Tabla 5.17 se exponen los resultados del comportamiento del
crecimiento de biomasa durante el montaje experimental.

Para cada uno de los tratamientos no fue posible evidenciar las cinco fases de crecimiento
tedricas expuestas en la Seccién 3.7. El comportamiento general consistié en un incremento
hasta el dia dos y posterior decrecimiento hasta el dia seis (T:A, TiB, T.B, T3B), para el
caso de T,A 'y T3A se presento crecimiento hasta el dia cuatro y luego decrecimiento hasta
el dia seis. Se supone que hasta el dia seis se extendid la fase de adaptacién, ya que no
se pudo observar una tendencia al incremento de biomasa, que pudiera indicar el inicio de
la fase exponencial. A partir del dia seis se alcanza la fase exponencial, sin embargo, no es
posible evidenciar el inicio de la fase estacionaria.

Tabla 5.17. Valores del crecimiento de biomasa durante el proceso experimental
Valores de crecimiento de biomasa (gL™)
Tratamientos
Dia T:A T.B ToA T.B T3A T3B
0 0,380,014 0,30+0,042 0,18+0,014 0,19+0,024 0,13+0,020 0,17+0,025
2 0,55+0,12 0,86+0,10 0,31+0,071 0,69+0,24 0,17+0,049 0,24+0,042
4 0,350,093 0,78+0,10 0,40+0,094 0,44+0,11 0,46+0,11  0,20+0,030
6
8

0,30+0,053 0,43+0,069 0,31+0,058 0,28+0,047 0,15+0,071 0,11+0,0056

0,56+0,080 0,77+0,042 0,55+0,064 0,48+0,092 0,34+0,061 0,35+0,068
0 0,60+0,061 0,89+0,10 0,48+0,00 0,62+0,11 0,35+0,015 0,36+0,046
3 0,70+0,21 1,29+0,69 0,63+0,061 0,70+0,32  0,54+0,00 0,46+0,26
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Figura 5.14. Comportamiento de la concentracidn de biomasa durante el proceso experimental
(a) nivel 2 de pH (7,5); (b) nivel 1 de pH (6,5)

Los tratamientos T2B y TsB exhiben tendencia a alcanzar la fase estacionaria al final del
periodo de cultivo. Por su parte, los tratamientos T:A y T1B presentan un comportamiento
caracteristico de la fase exponencial, desde el dia seis hasta el final del periodo de cultivo.

Es importante destacar que los datos al final del periodo de cultivo para los tratamientos
TiB, T2B, TsB y T:A presentaron alta variabilidad, tal como se corrobora en el andlisis
estadistico. En ese sentido, no hay certeza de que los tratamientos se encuentren proximos
a alcanzar la fase estacionaria, se asume de acuerdo con el comportamiento de los datos,
que se encuentran en la fase exponencial.

Las variaciones en los datos pueden estar relacionadas con el niumero de réplicas
utilizadas, ya que la medicién de concentracion de biomasa (peso seco) para cada
tratamiento, se llevé a cabo utilizando solo una réplica, en comparacion con las mediciones
de DQO, NAT, Orotofosfatos, en las cuales se usaron dos replicas.

Durante el periodo de cultivo se pudo observar un cambio en la coloracion de los reactores,
de verde - amarillo a verde — lima, lo que podria indicar un aumento en la concentracion de
biomasa caracteristico de la fase exponencial. En la Figura 5.15 se puede observar la
comparacion de coloracion en los reactores al inicio y final del periodo de cultivo

En la Tabla 5.18 y la Figura 5.16 se presentan los valores y el comportamiento de la
productividad de biomasa para cada tratamiento durante los trece dias de montaje. Los
mayores valores de productividad se alcanzaron en los tratamientos T:B y T»B con valores
de 0,076 + 0,048 y 0,039 + 0,024 gL'd*! respectivamente, mientras que los valores mas
bajos se alcanzaron en los tratamientos T1A y T3sB con valores de 0,025 + 0,016 y 0,022 +
0,022 gL*d* respectivamente.
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Figura 5.15. Variacién de color en los reactores del montaje experimental
(a) Reactores al inicio del periodo de cultivo; (b) Reactores al final del periodo de cultivo

Tabla 5.18. Productividad de biomasa durante el proceso experimental
Productividad Desviacion

Tratamiento

(gL'd™ estandar
T1A 0,025 0,016
T:B 0,076 0,048
T2A 0,034 0,0050
T2B 0,039 0,024
T3A 0,032 0,00073

TsB 0,022 0,022
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Figura 5.16. Productividad de Biomasa durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y (=) nivel 2

En la Tabla 5.19 y la Figura 5.17 se presentan los valores y el comportamiento de la
biomasa maxima (B,,.,) para cada tratamiento durante los trece dias de montaje. Los
mayores valores de B,,,, S€ alcanzaron en los tratamientos T:A y T1B con valores de
0,704+ 0,21y 1,29 + 0,69 gL respectivamente, mientras que los valores mas bajos se
alcanzaron en los tratamientos (TzA y T3sB) con valores de 0,54 + 0,00y 0,46 + 0,26 ¢gL*
respectivamente. Los valores mas altos de B,,,,, Se alcanzaron al final del periodo de cultivo.

Tabla 5.19. Biomasa méxima obtenida durante el proceso experimental

Biomasa .,
. L. Desviacion
Tratamiento maxima p
1 estandar
(gL?)

T1A 0,704 0,21
T1B 1,29 0,69
T2A 0,63 0,061
T2B 0,70 0,32
TsA 0,54 0,00
T3B 0,46 0,26

’5 I }'
0,0
100 50 30
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Figura 5.17. Biomasa maxima obtenida durante el proceso experimental
pH (m) nivel 1y (=) nivel 2
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A modo de comparacion, en la Tabla 5.20 se muestran valores de productividad y B,
consultados en la literatura para cultivos de microalgas en diferentes tipos de agua residual.

Tabla 5.20. Parametros consultados en la literatura

Productivi Biomasa
dad Maxima Microalga Aguaresidual Referencia
(g L*dD (L™
b
0,0014 0,01 Chlorella BG11 + C?Iucosa Bhatnagar
0.195 137 Minutissima Industria de etal. (2011)
' ' alfombras
Chlorella Agua residual Feng et al.
0,24 172 Vulgaris artificial (2011)
076 215 Chlorella Procesamiento Hongyang
' ' Pyrenoidosa de soya et al. (2011)
Chlorella Agua residual Ebrahimian
0,14 113 Vulgaris municipal et al. (2014)
Granjas Lu et al.
0,26 2,25 Chiorella sp. industria lactea (2015)
Almidén
Chlorella : Yang et al.
gas 3,01 Pyrenoidosa digestado y (2015)
alcohol
Chlorella Lodo activado Tan et al.
it 2,23 Pyrenoidosa digestado (2016)
Agua residual
1,035 0,72 Chlorella de lodo Ge etal.
Vulgaris (2018)
espesado
Chlorella Industria Zheng et al.
0,048 0,54 Vulgaris cervecera (2018)
Procesamiento
Desmodesmus de Yuca Okpozu et
0,071 085 armatus hidrolizada + al. (2019)
BBM

b Calculado con datos suministrados

El comportamiento del crecimiento de biomasa expuesto en la Figura 5.14, especialmente
hasta el dia seis, se puede relacionar con la limitacion de nitrégeno. En ese sentido, Lin et
al. (2015) exponen que, bajo condiciones de limitacion de nitr6geno, la sintesis de las
proteinas y acidos nucleicos disminuye, por lo tanto, la division celular y el crecimiento se
ve restringido, destinando la mayoria del carbono asimilado a la produccién y
almacenamiento de materiales resistentes al estrés, como lipidos y almidén. Lo cual podria
explicar el rapido consumo de DQO durante el periodo de cultivo, como una medida
preventiva mientras persiste la condicion de estrés.

Si bien, se present6 una tendencia a la disminucién de la concentracion de biomasa en los
primeros seis dias, el posterior crecimiento en la fase exponencial podria estar relacionado
con el crecimiento mixotrofico, Ge et al. (2018) e Ikaran et al. (2015) exponen que, a pesar
de la ausencia de nutrientes en el medio, se puede presentar una produccion continua de
biomasa, debido a que se promueve de forma heterotréfica el crecimiento adicional de
microalgas, como resultado de la utilizacion de nutrientes almacenados internamente
cuando se presenta limitacion de nitrégeno.

Bajo condiciones de limitacién o ayuno de nutrientes, la microalga rapidamente cambia su
metabolismo de la sintesis de proteinas a almidén. El almidon acumulado en las células
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provee energia para su posterior crecimiento cuando las condiciones sean restauradas. Sin
embargo, el ayuno genera un crecimiento desbalanceado que puede causar la muerte de
la microalga. Ademas, la respuesta fisioldgica de diferentes especies de microalgas al
ayuno difiere y también varia de minutos a dias. En el estudio de Choix (2014) se expone
gue en condiciones de ayuno de nutrientes, C. Vulgaris no pudo recobrar su densidad
celular incluso cuando la concentracion de nutrientes del medio de cultivo fue restablecida.
Lo anterior podria explicar los bajos rendimientos obtenidos en el presente estudio, al final
del periodo de cultivo.

Los valores de productividad y B,,,, presentados en la Tabla 5.18 y Tabla 5.19 se
encuentran en los rangos reportados en la literatura (Tabla 5.20). Los valores mas altos de
productividad de biomasa alcanzados por los tratamientos T1B y T.B fueron inferiores a los
valores reportados en los estudios de Hongyang et al. (2011) y Lu et al. (2015), en los cuales
se utilizé un tipo de agua residual agroindustrial y el mismo género de microalga. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que el crecimiento se presentd bajo diferentes
condiciones, como caracteristicas de sustrato, condiciones de cultivo y tipo de microalga.
El mismo comportamiento se present6 en la B, l0S valores mas altos alcanzados en los
tratamientos T:B y T:1A fueron inferiores, indicando un menor rendimiento. Asimismo, el
tiempo para alcanzar la B, fue mayor (13 dias) en comparacién con los estudios citados,
en los cuales se alcanzé la B,,,, €n 8 y 5 dias respectivamente. Tan et al. (2016) indican
que la B4, Y productividad de biomasa son parametros importantes para determinar los
costos asociados con el cultivo de microalgas, por lo tanto, el objetivo es maximizar el
crecimiento de biomasa en un periodo menor.

Al comparar los resultados obtenidos en este estudio con lo reportado por Okpozu et al.
(2019), quienes usaron agua residual hidrolizada del procesamiento de yuca, suplementada
con Medio Basal Bold y la microalga Desmodesmus armatus, se tiene que en el tratamiento
T1B se alcanzaron valores de productividad y B,,,, superiores. Si bien, la carga organica
de los sustratos difiere, al igual que la microalga utilizada, se podria concluir que los
resultados de crecimiento de biomasa obtenidos en el presente caso de estudio exhibieron
un comportamiento adecuado, teniendo en cuenta que se alcanzaron valores de
productividad y B,,,, superiores utilizando un sustrato con mayor carga organicay limitacion
de nutrientes.

Los resultados muestran que al variar la relacion S/X, no se presentaron diferencias
significativas en los valores de la productividad y B,,,., con excepcion del tratamiento T,B,
en el cual se alcanzaron los valores maximos. Lo anterior indica que la relacién S/X no
genera un efecto significativo sobre los parametros evaluados, sin embargo, este
comportamiento se puede relacionar con la limitacion del crecimiento causado por el bajo
suplemento de nitrégeno, lo que conlleva a un rapido consumo de la DQO, e incremento en
el tiempo requerido para alcanzar la B4 -

En el estudio de Lin et al. (2015) al incrementar la concentracién de sacarosa se inhibié el
crecimiento de Chlorella sp, en un periodo considerable, es decir que se incrementé el
tiempo de duracién de la fase de adaptacion. De acuerdo con esto, si bien en el presente
estudio, las fluctuaciones y rendimiento en el crecimiento se atribuyen principalmente a la
condicion de limitacion de nitrégeno, no se puede descartar el periodo de adaptacion de las
microalgas a las caracteristicas del sustrato, como su elevada carga organica y posible
presencia de compuestos inhibitorios, dando como resultado el incremento del tiempo
requerido para alcanzar la biomasa méxima, asi como la disminucion de la productividad
(Turon et al., 2015).
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Sin embargo, el rapido consumo de la DQO puede indicar la presencia de fuentes de
carbono facilmente asimilables en el sustrato, condicion que en el presente estudio podria
considerarse favorable, ya que permitiria un mayor aprovechamiento en los procesos
metabdlicos bajo condiciones de estrés.

Para el caso del pH, se observa (Figura 5.16 y Figura 5.17) un comportamiento similar en
los valores de la productividad y B,,,, entre los tratamientos a diferente nivel de pH, a
excepcion del tratamiento T1B, lo cual se puede explicar por el incremento del pH durante
el periodo de cultivo.

Si bien, no se observa un efecto significativo debido al comportamiento del pH, se debe
tener en cuenta que el incremento en los valores de pH puede generar un efecto negativo
en el crecimiento de biomasa. Ebrahimian et al. (2014) exponen que la produccién de
biomasa decrece al presentarse un incremento del pH a un valor cercano de 10,0. Por su
parte, Zheng et al. (2018) al evaluar el crecimiento de C. vulgaris en un agua residual de
origen porcino a diferentes valores de pH (7,0, 8,0 y 9,0), concluyeron que a medida que se
incrementaba dicha variable se presentaba una reduccién del crecimiento microalgal,
relacionado con una reduccion en la eficiencia fotosintética.

Entre los dias dos y diez (Figura 5.5y Tabla 5.7), los valores del pH fueron superiores a 8,0
por lo que se pudo haber afectado el crecimiento microalgal.

Cao et al. (2018) exponen que la acidificacién del medio de cultivo con valores de 4,0, 5,0
y 6,0 de pH estimulan el crecimiento de biomasa inhibiendo la actividad microbiana y
aumentando la disponibilidad de CO, que puede ser asimilado por el metabolismo autotrofo.

Por lo anterior, se puede afirmar que la disminucién del pH al final del periodo de cultivo
pudo estar relacionado con el incremento de biomasa microalgal que se produjo a partir del
dia seis, dado que el crecimiento se pudo haber sustentado por los materiales almacenados
en condiciones de estrés, es posible que se presentara mayor disponibilidad de CO;,
favoreciendo la disminucién del pH.

En el estudio de Tan et al. (2016) se llev6 a cabo el cultivo de C. pyrenoidosa en un agua
residual de lodo digestado anaerdobiamente, estudiando la influencia del pH en la By, Y
productividad. Al incrementar el valor de pH en 8,3 y 8,8, la B,,, presentaba una
disminuciéon aproximada del 28,73, 38,19 y 60,5% en primavera, otofio y verano
respectivamente, mientras que la productividad de biomasa presentaba una reducciéon de
67,15, 54,39 y 83,63 % en primavera, otofio y verano.

En ese sentido, es posible que los valores para la B, Y productividad se hallan visto
disminuidos por el efecto del incremento del pH. Asimismo, el tiempo para alcanzar la B,y
se increment6 lo cual significa un aumento en los costos de operacion y disminucién en el
potencial de la tecnologia para su aplicacion.

5.6.Analisis estadistico

5.6.1.Andlisis exploratorio

Para cada uno de los pardmetros analizados, se llevo a cabo un andlisis exploratorio con el
fin de definir los aspectos mas significativos asociados con los datos de manera preliminar,

los cuales se probaron eventualmente mediante métodos formales (ANOVA y comparacion
de medias).
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Reduccion, consumo y tasa de consumo de DQO

En la Tabla 5.21 se exponen los datos del analisis exploratorio realizado para evaluar la
reduccién de DQO.

Tabla 5.21. Analisis exploratorio para la reduccion de DQO

i Xmin Xmax Ed o, Me CV
Tratamiento (%) (%) x * o (%) (%) (%)
T1A 93,65 94,85 94,31 +0,61 94,42 0,65

T:B 92,81 95,09 94,27 £1,26 94,92 1,34

T2A 85,43 90,40 88,50 +2,68 89,65 3,027

T2B 85,48 91,58 88,87 £3,11 89,55 3,50

TsA 79,46 85,17 82,98 £3,08 84,33 3,72

TsB 78,28 88,50 81,86 5,75 78,81 7,03

De los resultados contenidos en la Tabla 5.21 se puede observar que los tratamientos que
generaron la mayor reduccién media fueron T1A y T1B con valores de 94,31y 94,27 % y
coeficientes de variacién de 0,65 y el 1,34 % respectivamente. Los tratamientos con
menores porcentajes de reduccion fueron TsA 'y el TsB con una reduccién media de 82,98%
y 81,86% y coeficientes de variacion de 3,72% y 7,03% respectivamente.

Se debe aclarar que el coeficiente de variacién (C,) es la desviacién estdndar expresada
como porcentaje de la media aritmética, es una medida de la variabilidad porcentual
asociada con la medicion de una variable especifica a partir de la cual, se puede juzgar el
procedimiento experimental asociado. Respecto a cuan permisible es la variabilidad
asociada a una variable, no existe una regla formal que permita definirla. No obstante, se
suele asumir como valor 6ptimo un coeficiente de variacion menor o igual al 10%, aceptable
entre 11 y 20 % y mayor al 20% indica que se debe tener especial cuidado con los
resultados; estos deberian usarse entonces para fines descriptivos, no para interpolar o
decidir sobre posibles tendencias (Rodriguez et al., 1991, Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica, 2008, Gordén-Mendoza y Camargo-Buitrago, 2015).

En el presente estudio, los coeficientes de variacion se consideran pequefios (<10%)
oscilando entre 0,65 y 7,03 %, ademas, a pesar de existir diferencias entre la reduccién
promedio para los tratamientos evaluados, estos parecen estar en una escala
aproximadamente igual, por lo cual, seria apresurado escoger un mejor tratamiento sin
aplicar una prueba de comparacion.

Los resultados para el consumo de DQO se exponen en la Tabla 5.22.

Tabla 5.22. Analisis exploratorio para el consumo de DQO

Tratamiento Xmin Xmax xto Me Cy

(mgL™) (mgL™) (mgL™) (mgL™) (%)
T:A 3.578,9 3.773,1 3.653,40 +104,70 3.608,11 2,87
T:B 3.637,3 3.776,2 3.697,56+71,24 3.679,22 1,93
T2A 1.454,7 1.571,3 1.525,78 + 62,40 1.551,33 4,09
T2B 1.381,3 1.538,0 1.481,33 + 86,86 1.524,7 5,86
T3A 804,5 869,0 829,26 + 34,75 814,29 4,19
T3B 736,4 856,9 781,028 + 66,046 749,81 8,46

Se puede observar que los tratamientos que generaron el mayor consumo fueron T:Ay T1B
con valores de 3.653,40 y 3.697,56 mgL™ respectivamente. Los tratamientos en los que se

70



present6 el menor consumo fueron TzA'y el TsB con un consumo medio de 829,26 y 781,028
mgL? respectivamente. Se resalta que los coeficientes de variacién se consideran
pequefnos en todos los casos (<10%) oscilando entre 1,93 y 8,46 %, destacando que el
maximo valor de coeficiente de variacion se obtuvo en el tratamiento TsB que presento el
peor desempefio en términos de consumo de DQO.

La tasa de consumo present6 un comportamiento similar al de reduccién y consumo de
DQO. Los resultados se muestran en la Tabla 5.23.

Tabla 5.23. Andlisis exploratorio para la tasa de consumo de DQO

. Xmin Xmax xto Me
Tratamiento (mglid?)  (mgl id?) (mglL1d) (mgLd) Cv (%)
T1A 275,30 290,24 281,03 £ 8,05 277,55 2,87
T:B 279,79 290,47 284,43 £5,48 283,02 1,93
T2A 111,90 120,87 117,37 + 4,80 119,33 4,09
T2B 106,26 118,31 113,95 + 6,68 117,28 5,86
T3A 61,88 66,84 63,79 + 2,67 62,64 4,19
TsB 56,64 65,92 60,08 + 5,08 57,68 8,46

Se puede observar que los tratamientos que generaron la mayor tasa de consumo fueron
T:A 'y T1B con valores de 281,03 y 284,43 mgLd respectivamente. Los tratamientos con
las tasas de consumo mas bajas fueron T3A y T3B con valores medios de 63,79 y 60,08
mgLd? respectivamente.

Los coeficientes de variacion se consideraron pequefios en todos los casos (<10%)
oscilando entre 1,93 y 8,46 %, el coeficiente de variaciébn mas elevado se obtuvo en el
tratamiento T3B el cual present6 el peor desempefio términos de la tasa de consumo de
DQO. Asimismo, el tratamiento con el mejor desempefio (T1B) obtuvo el coeficiente de
variacion mas bajo. Es importante resaltar que la baja variabilidad en todos los casos podria
ser reflejo de un adecuado control experimental.

En la Tabla 5.24 se exponen los datos del andlisis exploratorio realizado para evaluar la
reduccion de nitrégeno.

Tabla 5.24. Andlisis exploratorio para la reduccién de nitrégeno

. Xmin Xmax xto Me Cv
Tratamiento (%) (%) (%) (%) (%)
T1A 96,014 98,085 97,22+ 1,080 97,58 1,11

T:B 97,51 98,78 98,24 + 0,65 98,43 0,67

T2A 74,26 87,69 83,20 + 7,75 87,67 9,31

T2B 69,12 84,63 77,65+ 7,87 79,21 10,13

TsA 41,50 79,20 62,30 + 19,20 66,24 30,75

TsB 72,84 77,19 75,08 +2,18 75,20 2,90

Para el porcentaje de reduccion de nitrégeno, los tratamientos que generaron la mayor
reduccion media fueron T:A y TiB, con valores de 97,22 y 98,24 % respectivamente y
coeficientes de variacion asociados del 1,11 y 0,67 %, se destaca como en ambos casos
se presentd una variacion pequefa, la cual apenas superd el 1%. Por otro lado, los
tratamientos que presentaron los porcentajes de reduccion mas bajos fueron TsA 'y TsB con
valores de 62,30 y 75,08 % respectivamente y coeficientes de variacion de 30,75y 2,90 %.
El control de la variabilidad en la mayoria de los casos pudo estar relacionado con
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condiciones ambientales adecuadas, asi como una buena disposicion y aleatorizacion de
los tratamientos.

En la Tabla 5.25 se exponen los datos del analisis exploratorio realizado para evaluar el
consumo de nitrégeno.

Tabla 5.25. Andlisis exploratorio para consumo de nitrégeno

. Xmin Xmax xto Me Cy
Tratamiento g™y (mgL™) (mgL) (mgL) (%)

T1A 2,409 5,12 3,85 +1,36 4,032 35,43

TiB 3,92 8,14 6,11 +2,12 6,27 34,64

T2A 0,28 0,71 0,57 £0,24 0,71 42,81

T2B 0,22 0,55 0,38+ 0,16 0,38 42,42

T3A 0,079 0,38 0,21 £ 0,15 0,19 72,22

T3B 0,26 0,33 0,303 + 0,035 0,303 11,59

Para el caso del consumo de nitrégeno, los mejores tratamientos fueron T:A y TiB, los
cuales presentaron un consumo promedio de 3,85 y 6,11 mgL? respectivamente y
coeficientes de variacion iguales a 35,43 y 34,64 %. Los tratamientos que presentaron el
menor consumo de nitrégeno fueron TsA y T3B con valores de 0,21 y 0,303 mgL?
respectivamente y coeficientes de variacion asociados del 72,22 y 11,59 %. Se debe aclarar
que la variabilidad asociada con los mejores tratamientos se podria considerar alta, por lo
cual, se debera proceder con precaucion al momento de elegir al que se considere 6ptimo
entre los dos.

En la Tabla 5.26 se exponen los datos del andlisis exploratorio realizado para evaluar la
tasa de consumo de nitrégeno.

Tabla 5.26. Analisis exploratorio para la tasa de consumo de nitrégeno

. Xomin Xmax xto Me Cv
Tratamiento  (mgl-id?) (mgld?) (mgLd") (mgLd) (%)

T1A 0,185 0,394 0,297 + 0,105 0,31 35,43

TiB 0,301 0,626 0,47 £ 0,16 0,48 34,64

T2A 0,022 0,054 0,044 + 0,018 0,055 42,81

T2B 0,0172 0,0423 0,030 + 0,012 0,029 42,42

T3A 0,0054 0,0293 0,017 + 0,012 0,015 72,24

TsB 0,0206 0,0260 0,023 + 0,0027 0,023 11,59

Los mejores tratamientos al igual que para el consumo de nitrégeno fueron T:A y T1B, con
una tasa de consumo promedio de 0,297 y 0,470 mgL*d! respectivamente. El coeficiente
de variacion para cada caso fue de 35,43 y 34,64%. Los tratamientos que presentaron los
valores mas bajos para la tasa de consumo fueron TzA y T3B, con una tasa de consumo
promedio de 0,017 y 0,023 mgL'd'y coeficiente de variacién igual a 72,22 y 11,59%
respectivamente.

En la Tabla 5.27 se presentan los datos del andlisis exploratorio realizado para evaluar el
porcentaje de reduccion del fosforo.
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Tabla 5.27. Analisis exploratorio para la reduccion de fésforo

. Xonin Xmax xto Me Cv
Tratamiento (%) (%) (%) (%) (%)

T1A 72,16 91,09 78,94 +10,55 73,56 13,37

T1B 82,76 87,81 85,45 + 2,55 85,79 2,98

T2A 91,98 97,22 94,88 + 2,67 95,45 2,81

T2B 94,55 96,092 95,22 +0,78 95,017 0,83

TsA 89,84 92,57 91,51 +1,46 92,12 1,60

T3B 87,34 94,57 91,42 + 3,70 92,33 4,05

Los tratamientos que presentaron los mejores rendimientos fueron T,A y T2B, con
porcentajes de reduccion igual a 94,88 y 95,22 % respectivamente. Los coeficientes de
variacion fueron iguales a 2,81 y 0,83%. Los tratamientos con los rendimientos mas bajos
fueron T1A y T1B con una reduccién promedio igual a 78,94 y 85,45 % para cada caso. Los
coeficientes de variacion fueron de 13,37 y 2,98 %.

En la Tabla 5.28 se presentan los datos del andlisis exploratorio realizado para evaluar el
consumo de fosforo.

Tabla 5.28. Andlisis exploratorio para consumo de fésforo

. Xonin Xmax xto Me Cy
Tratamiento g™y (mgL™) (mgLY) (mgLY) (%)

T1A 12,13 17,37 15,05 + 2,67 15,65 17,72

T1B 16,43 19,27 17,71+ 1,44 17,41 8,16

T2A 7,71 8,64 8,34 £ 0,54 8,65 6,43

T2B 5,21 7,37 6,10 £ 1,13 5,72 18,58

T3A 2,65 3,74 3,30 £ 0,57 3,51 17,31

T3B 2,07 5,22 3,64 + 1,58 3,61 43,44

En el consumo de fosforo, los tratamientos que presentaron los mejores rendimientos
fueron T:A 'y T1B, con valores de 15,05y 17,71 mgL™* respectivamente. Los coeficientes de
variacion fueron iguales a 17,72 y 8,16 %. Los tratamientos que presentaron los valores
mas bajos de consumo fueron TzA y TsB con valores de 3,30 y 3,64 mgL™ para cada caso.
Los coeficientes de variacion fueron de 17,31y 43,44 %.

En la Tabla 5.29 se presentan los datos del andlisis exploratorio realizado para evaluar la
tasa de consumo de fosforo.

Tabla 5.29. Analisis exploratorio para la tasa de consumo de fésforo

. Xomin Xmax xto Me Cy
Tratamiento  mgid?)  (mglid?) (mgLd?) (mgLd?) (%)

T1A 0,933 1,34 1,16 = 0,205 1,204 17,72

TiB 1,26 1,48 1,36 + 0,11 1,34 8,16

T2A 0,59 0,66 0,64 + 0,041 0,67 6,43

T2B 0,40 0,57 0,47 £ 0,087 0,44 18,58

T3A 0,204 0,27 0,25 + 0,044 0,27 17,31

T3B 0,15 0,402 0,28 £ 0,12 0,28 43,44

La tasa de consumo present6 el mismo comportamiento que el consumo, los tratamientos
gue presentaron los mejores rendimientos fueron T1A y T:B, con valores de 1,16 y 1,36
mgL1d? respectivamente. Los coeficientes de variacion fueron iguales a 17,72 y 8,16 %.
Los tratamientos que presentaron los valores mas bajos de tasa consumo fueron TsA 'y TsB
con valores de 0,25y 0,28 mgLd* para cada caso. Los coeficientes de variacion fueron de
17,31y 43,44 %.
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En la Tabla 5.30 se presentan los datos del andlisis exploratorio realizado para evaluar la
productividad de biomasa.

Tabla 5.30. Andlisis exploratorio para la productividad de biomasa

Tratamiento Xmin Ymax xto Me Cy
(gLd ™ (gLd ™) (gLd ™) (gLd ™) (%)
T1A 0,013 0,035 0,025 + 0,015 0,025 63,19
TiB 0,041 0,109 0,075 + 0,048 0,075 64,38
T2A 0,031 0,038 0,035 + 0,0050 0,034 14,45
T2B 0,022 0,057 0,040 + 0,024 0,040 60,35
Ts3A 0,0304 0,031 0,031+ 0,00072 0,031 2,34
T3B 0,0059 0,037 0,022 + 0,022 0,022 102,77

Los tratamientos que presentaron los mejores valores de productividad de biomasa fueron
T:B y T.B, con valores de 0,075 y 0,040 gL'd? respectivamente. Los coeficientes de
variacion fueron iguales a 64,38 y 60,35 %. Los tratamientos que presentaron los valores
mas bajos de productividad de biomasa fueron T1A y T3sB con valores de 0,025 y 0,022 gL
1d?! para cada caso. Los coeficientes de variacién fueron de 63,19y 102,77 %.

Se aprecia como cuatro de los seis tratamientos presentaron una variabilidad considerada
alta (Cy>20%) con coeficientes de variaciéon en un rango de 60,35 a 102,77%, lo que puede
indicar que existieron condiciones disimiles bajo las cuales se aplicaron los tratamientos en
cuestion; lo que pudo estar relacionado con factores inherentes al proceso experimental,
errores aleatorios o condiciones ambientales no controladas adecuadamente. Si es
seleccionado T:B como el mejor tratamiento, se debe proceder con precaucion a la hora de
extrapolar conclusiones o indagar sobre los motivos que llevaron a dicha variabilidad.

En la Tabla 5.31 se presentan los datos del analisis exploratorio realizado para evaluar la
biomasa maxima.
Tabla 5.31. Andlisis exploratorio para la biomasa maxima

. Xomin Xmax xto Me Cv
Tratamiento g% (gLY) (gL?) (LY (%)
T1A 0,55 0,85 0,704 + 0,20 0,70 29,43
TiB 0,80 1,77 1,28 + 0,68 1,28 53,42
T2A 0,58 0,67 0,62 + 0,060 0,62 9,64
T2B 0,47 0,92 0,700 £ 0,32 0,70 46,17
T3A 0,54 0,54 0,54+0 0,54 0
TsB 0,27 0,64 0,45 + 0,26 0,45 57,45

Los tratamientos que presentaron los mayores valores de biomasa maxima fueron T:A y
T1B, con valores de 0,704 y 1,28 gL respectivamente. Los coeficientes de variacion fueron
iguales a 29,43 y 53,42 %. Los tratamientos que presentaron los valores mas bajos de
productividad de biomasa fueron TsA 'y TsB con valores de 0,54 y 0,45 gL para cada caso.
Los coeficientes de variacion fueron iguales a 0 y 57,45 %. Los valores elevados en los
coeficientes de variacion también pueden estar relacionados con el nimero de replicas que
se utilizaron para llevar a cabo el analisis, ya que al aumentar el nUmero de replicas se
aumenta la precision en la estimacion de las medias y se incrementa la precisién por
medio de la reduccion de errores estandar (Kuehl, 2001).
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5.6.2.Andlisis de Varianza y determinacion de efectos mas Significativos

Posterior al analisis exploratorio, es de interés conocer de manera formal que efectos fueron
significativos para las variables respuesta; ya sea la relacion S/X, el pH o su interaccion. La
técnica utilizada para este caso es el Andlisis de Varianza o ANOVA, la regla de decision
consiste en rechazar la hipotesis nula de no significancia de los tratamientos si la
probabilidad F calculada es menor al nivel de significancia fijado, que por lo general es del
5%, como en este caso. Si no se cumple que el valor calculado sea menor al nivel de
significancia, no se rechaza la hipétesis y se dird que los efectos evaluados no son
significativos para la variable respuesta.

Enla Tabla 5.32, Tabla 5.33, Tabla 5.34 y Tabla 5.35 se exponen los resultados del ANOVA
para los datos evaluados.

Tabla 5.32. Analisis de varianza para el nitrdgeno

. Fuente de Grados Sumade Cuadrados
Método g de ; p
Variacion . Cuadrados Medios
Libertad
pH 1 33,81 33,81 0,534
Relacion S/X 2 2560,30 1280,15 0,000
Reduccion  pH*Relacion S/X 2 258,07 129,04 0,25
Error 12 991,22 82,60
Total 17 3843,40
pH 1 2,33 2,33 0,167
Relacion S/X 2 85,30 42,65 0,00
Consumo  pH*Relacion S/X 2 5,37 2,68 0,124
Error 12 12,91 1,076
Total 17 105,92
pH 1 0,0137 0,0137 0,167
Tasa de Relacion S/X 2 0,504 0,252 0,00
Consumo pH*Relacién S/X 2 0,0317 0,0158 0,124
Error 12 0,0764 0,00636
Total 17 0,626
Tabla 5.33. Analisis de varianza para el fésforo
Grados
. Fuente de Sumade Cuadrados
Método L de . p
Variacion . Cuadrados Medios
Libertad
pH 1 22,83 22,83 0,344
Relacion S/X 2 528,12 264,06 0,002
Reduccion  pH*Relacion S/X 2 41,10 20,55 0,443
Error 12 282,79 23,57
Total 17 874,84
pH 1 0,284 0,284 0,729
Relacion S/X 2 529,011 264,50 0,000
Consumo  pH*Relacion S/X 2 17,976 8,988 0,05
Error 12 27,179 2,265
Total 17 574,450
pH 1 0,00168 0,0016 0,729
Tasa de Relacion S/X 2 3,130 1,565 0,000
Consumo pH*Relacién S/X 2 0,106 0,0531 0,05
Error 12 0,160 0,0134
Total 17 3,399
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Tabla 5.34. Andlisis de varianza para la DQO

Método Fue_ntg gle Grgcélos Sumade Cuadr_ados 0
Variacion Libertad Cuadrados Medios
pH 1 0,0303 0,0303 0,866
Relacién S/X 2 423,081 211,540 0,000
Reduccion  pH*Relacion S/X 2 1,786 0,893 0,917
Error 12 122,857 10,238
Total 17 548,026
pH 1 1.176 1.176 0,652
Relacién S/X 2 26.887.593 13.443.797 0,000
Consumo  pH*Relaciéon S/X 2 8.202 4.101 0,496
Error 12 66.088 5.507
Total 17 2.6963.059
pH 1 7 7 0,652
Tasa de Relaciép SIX 2 159.098 53.035 0,000
Consumo pH*Relacion S/X 2 49 24,3 0,496
Error 12 391 32,6
Total 17 159.545
Tabla 5.35. Analisis de varianza para la Biomasa
Grados
. Fuente de Suma de Cuadrados
Método Variacion Lib?a(ratad Cuadrados Medios P
pH 1 0,000719 0,000719 0,321
Relacion S/X 2 0,00112 0,000563 0,450
Productividad pH*Relacion S/X 2 0,00196 0,000983 0,278
Error 6 0,00369 0,000615
Total 11 0,00750
pH 1 0,107 0,107 0,372
Biomasa Relacién S/IX 2 0,507 0,253 0,192
maxima pH*Relacién S/X 2 0,243 0,121 0,404
Error 6 0,691 0,115
Total 11 1,550

De acuerdo con los resultados expuestos previamente, se puede observar que las
interacciones entre los efectos no resultaron significativas para la explicacion de la variable
respuesta en cada uno de los casos, ya que el valor obtenido de “p” fue mayor que el nivel
de significancia fijado (p>0,05), es decir que la influencia conjunta del pH y la relacion S/X
no determind en gran medida el comportamiento de la variable respuesta. Para el caso del
nitrégeno, fésforo y DQO (Tabla 5.32, Tabla 5.33, Tabla 5.34) el efecto que contribuy6 de

manera significativa a la explicacion de la variabilidad fue la relacion S/X (p<0,05).

Para el caso de la biomasa (Tabla 5.35) no se detectd ningun efecto significativo, es decir
gue tanto la relacién S/X como el pH no generaron un cambio significativo sobre la variable
respuesta. En este caso, es importante aclarar que este resultado no indica que la relacion
S/X'y el pH de manera individual o su interaccion no causaron un efecto sobre la respuesta,
sino que este efecto no fue lo suficientemente grande para generar un cambio cuantificable
en la respuesta mediante el ANOVA, lo cual puede estar relacionado con el uso de dos
replicas para el caso de la biomasa, lo que podria causar que la variabilidad existente sea
mayor y dificil de explicar.
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Una vez realizado el ANOVA, se procedié a comprobar la existencia de diferencias
significativas entre tratamientos por medio de la prueba de Kruskal-Wallis para la
comparacion de Medias.

5.6.3.Prueba de Kruskal-Wallis para la comparacién de medias

En primera instancia, es necesario aclarar que para realizar la prueba se requiere que se
cumpla el supuesto de homocedasticidad o variabilidad constante entre los grupos a probar,
por lo tanto, se debe llevar a cabo una prueba de igualdad de varianzas, en este caso se
llevé a cabo la prueba de Levene para validar la homocedasticidad entre los grupos de
datos, resultados que se encuentran contenidos en el Anexo 2.

Los resultados de la prueba de Kruskal-Wallis se resumen en la Tabla 5.36.

Tabla 5.36. Resultados Prueba de Kruskal-Wallis
Rechazo de hipétesis

Parametros nula (p<0,05) Valor-p
Reduccion Si 0,022
Nitrégeno Consumo Si 0,022
Tasa de Consumo Si 0,022
Reduccion Si 0,034
Fosforo Consumo Si 0,00794
Tasa de Consumo Si 0,00794
Reduccion Si 0,013
DQO Consumo Si 0,008
Tasa de Consumo Si 0,008
Biomasa _Productiviga_d No 0,45
Biomasa Maxima No 0,41

De los resultados expuestos en la Tabla 5.35 se puede observar que en la mayoria de
parametros se detectd, al menos, una diferencia significativa entre las medias de los
tratamientos (p<0,05), exceptuando las variables medidas para la biomasa, lo cual pudo
estar relacionado con la toma de solo dos réplicas, influyendo en que no se pueda modelar
adecuadamente la variabilidad existente.

Una vez se detecta que al menos uno de los tratamientos difiere del resto mediante la
prueba de Kruskal-Wallis, se procede a comparar todas las posibles parejas de tratamientos
entre si para determinar cuales, entre las mejores, corresponde al mejor tratamiento. La
prueba que se utiliza en este caso es la de rangos de Wilcoxon.

5.6.4.Prueba de rangos de Wilcoxon
Los resultados de la comparacion entre grupos para todos los parametros y las variables

medidas mediante la prueba de comparacién de Wilcoxon se exponen en la en la Tabla
5.37.
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Tabla 5.37. Resultados prueba de rangos de Wilcoxon

Coeficiente Intervalo de
. Mejor Medias de :
Parametros . S, confianza
tratamiento variacion
(95%)
(Cv)
Reduccion T.8 98,24 0,67 94,54 - 99,90
(%)
Consumo
Nitrégeno (mgL") TiB 6,11 34,64 0,86 - 11,37
Tasa de
Consumo TiB 0,4701 34,64 0,06 - 0,87
(mgL-1dY)
Reduccion T:B 95,221 0,83 93,26 - 97,18
(%)
Consumo
Fosforo (mgL) TiB 17,71 8,16 14,12 - 21,29
Tasa de
Consumo TiB 1,36 8,16 1,09 - 1,64
(mgL*d™)
Red(‘;/‘;)c'on T.A 94,310 0,65 92,79 - 95,83
Consumo 3.520,70 -
DQO (mglL-) T1iB 3.697,56 1,93 3.874.40
Tasa de
Consumo T.8 284,43 1,03 227§é8()23'
(mgL-1dY) ,
Productividad T:B 0,075 64,38 0,0081 - 0,142
. (gLidt) T2B 0,040 60,35 0,007 - 0,073
Biomasa . 7.
Biomasa Maxima T1B 1,28 53,42 0,33-2,24
(gL TiA 0,704 29,43 0,416- 0,991

De los resultados expuestos en la Tabla 5.37 se puede observar que los mejores
tratamientos son las combinaciones T:B, T:A'y T2B.

En el caso de la biomasa, tanto para la productividad como para la biomasa maxima, el
comportamiento de los datos no permiti6 encontrar mediante los métodos evaluados, la
existencia tanto de efectos significativos como de diferencia entre los tratamientos, debido
a esto, se procedié a seleccionar aquellos que optimizaron la respuesta a partir de los
estadisticos obtenidos en el analisis exploratorio. Para los dos casos, los tratamientos
seleccionados fueron T1B y T2B.

Cabe destacar que en los casos donde se presenté una baja variabilidad (C, <10%), los
intervalos de confianza presentaron una amplitud pequefia, siendo esto favorable en la
construccion de estos limites en términos inferenciales al permitir una mayor precision a la
hora de determinar el valor que mas se aproxima al verdadero.

5.6.5.Validacién de Supuestos

Posterior a realizar el andlisis de varianza y determinar diferencias significativas entre
tratamientos para cada variable asociada con los parametros y, probar las diferencias entre
estos, el siguiente paso es la evaluacion de los supuestos asociados con los errores, los
cuales han de otorgar mayor peso a los resultados.
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Los supuestos a evaluar son: la normalidad, independencia y la homocedasticidad, a una
significancia del 5% y se llevan a cabo mediante las pruebas de Shapiro-Wilk, Breusch-
Godfrey y Breusch-Pagan respectivamente. El procedimiento tedrico para cada
procedimiento consiste en lo siguiente:

1) Para la normalidad es de interés no rechazar la hip6tesis nula de normalidad para los
residuales, esto se traduce en probar el siguiente sistema:

Ho: Los residuales se distribuyen normalmente
VS
Ha: Los residuales no se distribuyen normalmente

2) Para la independencia, se busca gue los residuales sean independientes, por tanto,
los coeficientes asociados a una posible relacion lineal entre estos deben ser ceroy se
debe no rechazar la hipétesis nula, es decir:

Ho: Los residuales no se encuentran auto correlacionados
VS
Ha: Los residuales se encuentran auto relacionados

3) Para la homocedasticidad se busca no rechazar la hipétesis nula (Ho) que indica que
los residuales poseen una varianza constante, es decir:

Ho: Los residuales poseen varianza constante
VS
Ha: Los residuales no poseen varianza constante
Por lo tanto, en todos los casos la probabilidad “p” calculada debe ser mayor al nivel de
significancia fijado (5%).

El procedimiento se llevé a cabo por medio del paquete estadistico R, ya que incluye las
pruebas de interés implementadas. Los resultados se muestran en la Tabla 5.38.

Tabla 5.38. Validacion de Supuestos (Valores — p)

Supuestos
Parametros - — -
Normalidad Homocedasticidad Independencia
Reduccion 0,005 0,12 0,84
Nitrégeno Consumo 0,90 0,024 0,33
Tasa de 0,90 0,024 0,33
Consumo
Reducciéon 0,96 0,0086 0,09
Consumo 0,88 0,19 0,24
Fosforo Tasa de
0,88 0,19 0,24
Consumo
Reducciéon 0,55 0,01 0,51
DQO C_Zrc;rgu(rjneo 0,44 0,88 0,07
0,44 0,88 0,07
Consumo
Productividad 0,99 0,009 0,57
Biomasa qumasa 0,98 0,008 052
Maxima
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Los resultados permiten concluir que la mayoria de las variables cumplieron con el supuesto
de normalidad (p>0,05); la Unica excepcién se dio para la reduccién de nitrégeno, no
obstante, es importante aclarar que la no normalidad suele no tener un efecto tan
significativo sobre los resultados del ANOVA, ya que se pueden presentar desviaciones
moderadas soportadas por el método, por lo tanto, este supuesto podria relajarse.
Asimismo, una varianza no constante entre grupos no suele tener un efecto significativo
sobre los resultados, sin embargo, la carencia de no correlacion entre las observaciones,
es decir que no se presente independencia podria llegar a tener un efecto significativo sobre
las conclusiones siendo, quizas, el supuesto mas importante entre los que se prueban y
que en todos los casos se cumplio (Glass et al. 1972, Harwell et al. 1992, Lix et al. 1996).
Las gréficas relacionadas con las pruebas de los supuestos se encuentran contenidas en
el Anexo 3.

5.7.Seleccion de mejor tratamiento

Para la seleccion del mejor tratamiento, se tendra en cuenta la optimizacion del porcentaje
de reduccién, consumo, tasa de consumo, productividad de biomasa y B,;,4,. ASimismo, se
tendra en cuenta el andlisis estadistico.

Para el porcentaje de reduccion, tasa de consumo y consumo de DQO, los tratamientos
que presentaron el mejor desempefio fueron T:A (S/X=100, pH=6,5) y TiB (S/X=100,
pH=7,5), los valores obtenidos para cada variable se exponen en la Tabla 5.39

Tabla 5.39. Tratamiento 6ptimo para DQO

, %DQO rDQO ADQO
Tratamiento (%) (mgL1dY) (mg)
T1A 94,32 +0,61 281,029 + 8,054 3.653,39 + 104,70
TiB 94,27+1,27 284,43 £5,48 3.697,56 + 71,24

Para el porcentaje de reduccion, tasa de consumo y consumo de NAT los tratamientos que
presentaron el mejor desempefio fueron T1A (S/X=100, pH=6,5) y T1B (S/X=100, pH=7,5)
los valores obtenidos para cada variable se exponen en la Tabla 5.40.

Tabla 5.40. Tratamiento optimo NAT

. %N — NH, rN — NH, AN — NH,
Tratamiento (%) (mglLd) (mg)

T1A 97,23 +1,08 0,30 £0,11 3,85+ 1,37

TiB 98,24 + 0,66 0,47+ 0,16 6,11+2,12

Para el porcentaje de reduccion, tasa de consumo y consumo de Ortofosfatos los
tratamientos que presentaron el mejor desempefio fueron TiA (S/X=100, pH=6,5) y TiB
(S/X=100, pH=7,5) los valores obtenidos para cada variable se exponen en la Tabla 5.41.

Tabla 5.41. Tratamiento 6ptimo para Ortofosfatos

. %P0, 3 rP0O;3 APO;3
Tratamiento (%) (mglLd) (mg)
TiA 78,94 + 10,55 1,16 £ 0,21 15,05 + 2,67
TiB 85,46 + 2,55 1,36 £ 0,11 17,70+ 1,44
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Para el caso del crecimiento de biomasa, el tratamiento que presenta los valores mas altos
de produccion de biomasay B,,,, €s TiB (S/X=100, pH=7,5) con valores de 0,076 + 0,048
gLldly 1,29+ 0,69 gL respectivamente.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede observar que las microalgas
contribuyen significativamente con la reduccion de DQO y nutrientes. Para el caso de la
DQO todos los tratamientos presentaron porcentajes de reduccion superiores al 80%. Los
mejores tratamientos (Tabla 5.39) presentan porcentajes superiores al 90%, valor que se
ve reflejado en la tasa de consumo y consumo, alcanzando una rapida disminucién de la
concentracion de DQO durante el periodo de cultivo.

Para el caso del NAT, a pesar de que se presentaron fluctuaciones en la concentracion,
especialmente en T1A y T1B, se alcanzé el agotamiento al final del periodo de cultivo para
todos los tratamientos, en este caso la seleccion se llevé a cabo teniendo en cuenta los
valores de consumo y tasa de consumo, los cuales fueron superiores debido a la diferencia
en la concentracion inicial de NAT. Si bien, el rapido agotamiento pudo estar relacionado
con bajas concentraciones en el medio, se debe destacar que en otros estudios se han
reportado porcentajes de reduccion, consumo y tasa de consumo superiores utilizando
sustratos con mayor disponibilidad de NAT (Tabla 5.12) indicando el potencial de las
microalgas en la reduccion de nitrégeno.

Para el caso de los Ortofosfatos, los tratamientos seleccionados no exhibieron el mayor
porcentaje de reduccidén, para el resto de tratamientos, se alcanzaron porcentajes
superiores al 90%, sin embargo, al comparar los valores del consumo y tasa de consumo,
se puede concluir que T1A y T1B presentaron un mejor comportamiento en la disminucién
de Ortofosfatos, dado que para el mismo periodo se logré una mayor reduccion del nutriente
en el medio.

Se puede concluir, de acuerdo con los resultados presentados, que el cultivo de microalgas
ofrece una solucién de tratamiento terciario debido a la capacidad de las microalgas para
absorber nitrogeno y fosforo para llevar a cabo sus procesos metabdlicos (Hemalatha y
Venkata, 2016)

La seleccion de los mejores tratamientos de acuerdo con el comportamiento en la reduccion
de nutrientes y DQO durante el periodo de cultivo, presento concordancia con los resultados
seleccionados en el analisis exploratorio y la prueba de rangos de Wilcoxon.

La seleccion del mejor tratamiento por medio de prueba de rangos de Wilcoxon no se pudo
aplicar para el caso de la biomasa, debido al comportamiento de los datos, por lo tanto, se
procedié a seleccionar el tratamiento que optimizé la variable respuesta (productividad y
Bnax) @ partir de los estadisticos obtenidos en el analisis exploratorio. En este caso, el
tratamiento T1B presento los mejores resultados, sin embargo, debido a la alta variabilidad
(Cv>10%) se recomienda proceder con precaucion.

La variabilidad en los datos de la productividad y B,,,, puede estar relacionado, como se
citd en la seccion 5.5, con el numero de replicas utilizadas (2), o por errores al momento de
ejecutar el método de cuantificacion de biomasa (peso seco). En ese sentido, la seleccion
del tratamiento se va a limitar al comportamiento presentado en el crecimiento de biomasa
y desempefio en la reduccion de nutrientes y DQO de acuerdo con las condiciones de
cultivo durante el proceso experimental.
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Bajo condiciones de limitacion de nutrientes se produce una rapida asimilacién de las
fuentes de carbono, destinadas a la produccién de lipidos y almidén, materiales que
permiten sustentar procesos metabdélicos mientras persista la condicién de estrés o ayuno
(Lin et al., 2015).

Por lo tanto, se requiere de sustratos facilmente asimilables, en la seccién 5.2 se pudo
observar que al incrementar la relacién S/X se presentd un aumento en el consumo de
DQO, lo que indica que existe una mayor disponibilidad de fuentes de carbono facilmente
asimilables, igualmente al incrementar la relacién S/X se presentaba mayor disponibilidad
de nutrientes. Es decir, que los tratamientos en los que se puede sustentar un mayor
crecimiento de biomasa de acuerdo con sus condiciones de cultivo son T:A'y T1B.

El tratamiento T:B obtuvo los mejores resultados en términos de la productividad de
biomasa y B,,,,, Sin embargo, las condiciones de cultivo como la limitacion de nitrégeno y
elevados valores de pH, afectaron el crecimiento de biomasa, incrementando el tiempo
requerido para alcanzar la B,,,, Y disminuyendo el rendimiento de la productividad de
biomasa.

Al comparar los tratamientos (T:A y T:B), se puede concluir que T:1B presento el mejor

rendimiento durante el periodo de cultivo, obteniendo los mejores resultados en la reduccién
de DQO, nutrientes y alcanzado el mayor crecimiento de biomasa.
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6. CONCLUSIONES

Se logro el cultivo de la microalga Chlorella sp. utilizando agua residual del proceso de
extraccion de almidon de yuca, demostrando que la composicion del sustrato permitio el
crecimiento en condiciones de cultivo mixotréficas, promoviendo la asimilacion de nutrientes
y la transformacion de las fuentes de carbono organico, dando como resultado un
crecimiento de biomasa algal y tratamiento biologico del afluente.

Larelacion S/X es un factor que afecta significativamente la reduccién de nutrientes y DQO,
se pudo observar que a mayor relacion S/X, se producia un incremento en los porcentajes
de reduccién, consumo y tasa de consumo, alcanzando los mejores resultados a un nivel
de relacion S/X igual a 100 g DQO por g in6culo. Para el caso del factor pH, no se pudieron
observar diferencias significativas en los resultados bajo los niveles evaluados, lo cual
puede estar relacionado con su comportamiento general a incrementar su valor durante el
periodo de cultivo en cada uno de los tratamientos.

En términos generales, se puede indicar que para obtener resultados 6ptimos en términos
de reduccion de nutrientes y DQO utilizando agua residual del proceso de extraccion
almidon de yuca, se deberia emplear una relacion S/X de 100, asegurando la disponibilidad
de Nitrégeno minima de 6,46 + 0,15 mgL* y pH de 7,5 unidades (TiB), ya que fue el
tratamiento en el que se obtuvieron los mayores valores de porcentaje de reduccién,
consumo y tasa de consumo.

Para el crecimiento de biomasa, estadisticamente se pudo observar que ningun factor
presentd una influencia significativa en el comportamiento de la productividad y biomasa
méaxima, como resultado probablemente de la variabilidad que presentaron los datos. Al
analizar el comportamiento del crecimiento de acuerdo con los resultados, se pudo
corroborar lo expuesto en el analisis estadistico, pues se presentaron fluctuaciones que no
permitieron evidenciar el efecto individual o combinado de los factores: relacion S/X 'y pH.

En ese sentido, para la seleccibn del mejor tratamiento se procedi6 a analizar las
condiciones del cultivo, en el cual se presentd limitacién de nitrégeno, situacion que genera
una condicién de estrés y disminuye el crecimiento. Como respuesta, la microalga prioriza
el almacenamiento de fuentes de carbono organico para sustentar sus procesos
metabdlicos y posterior crecimiento, en ausencia de componentes primordiales como lo es
el nitrégeno. Bajo esas condiciones, el escenario que promueve el mayor beneficio para la
microalga es el sustrato con el nivel mas alto de relacién S/X (100), debido a la mayor
concentracion inicial de nutrientes y disponibilidad de fuentes de carbono facilmente
asimilables.

La limitacion de Nitrégeno demuestra una influencia significativa sobre las microalgas, se
pudo evidenciar un efecto indeseable al disminuir el crecimiento. Asimismo, el incremento
en el tiempo requerido para alcanzar la biomasa méxima afecta el potencial de la tecnologia
para la aplicacion a escala real, debido al incremento en los costos del cultivo.

En términos metabdlicos se podria haber favorecido el comportamiento heterétrofo para
asimilar rapidamente el carbono orgéanico, si bien, una de las premisas en el analisis de
resultados era que la microalga sustentaba su crecimiento al consumir el carbono
inorganico una vez se agotaban las fuentes de carbono facilmente asimilables, es posible
gue el crecimiento adicional se deba principalmente a los compuestos almacenados por la
microalga en la condicién de limitacién de nitrégeno.
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El crecimiento de las microalgas usando como sustrato agua residual del proceso de
extraccion de almidon de yuca generé una reduccion de NAT, DQO y Ortofosfatos del orden
de 98,24 + 0,66, 94,27+1,27 y 85,46 £ 2,55 respectivamente, evidenciando el potencial de
tratamiento de este microorganismo para la reduccion de materia organicay nutrientes, sin
embargo, el rendimiento en el crecimiento puede afectar su potencial aplicacion como
tecnologia de tratamiento, por lo que se deben enfocar estudios en optimizar el crecimiento

de biomasa.
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7. RECOMENDACIONES

Para futuros trabajos de investigacion, usando agua residual del proceso de extraccion de
almidon de yuca, como sustrato para promover la reduccion de nutrientes, DQO vy el
crecimiento algal se pueden considerar las siguientes recomendaciones:

Teniendo en cuenta el efecto de la limitacion de nitrdgeno en la reduccién de nutrientes y
crecimiento, se recomienda asegurar que la relacion N/P se encuentre en el rango 6ptimo.
Li et al. (2019b) consideran que el rango optimo se encuentra entre 6,8 y 10,0.

Si bien, suplementar nitrégeno puede suponer un aumento en los costos de tratamiento,
varios estudios han demostrado que se pueden suplementar compuestos limitantes en un
sustrato al realizar mezclas de agua residual de diferentes industrias, de tal manera que se
pueda suplir la limitacion de nutrientes o fuente de carbono. Yang et al. (2015) y Zheng et
al. (2018) obtuvieron un incremento en la productividad de biomasa al mezclar agua residual
procedente de diferentes industrias alimenticias, sin embargo, se debe determinar la
proporcion adecuada de la mezcla para garantizar resultados satisfactorios. En ese sentido,
se podria realizar una revision bibliografica de los estudios reportados, para seleccionar el
tipo de agua residual y evaluar en un procedimiento experimental diferentes proporciones
entre mezclas.

Se recomienda analizar el efecto de la comunidad bacteriana en el cultivo de microalgas,
es posible que se pueda estar presentando competencia por la asimilacion de fuentes de
carbono y nutrientes, en el estudio se asume que el consumo de DQO se debe
principalmente a las microalgas, resultando en un crecimiento al final del periodo de cultivo,
pero no hay certeza del efecto de la comunidad bacteriana. Puede existir un efecto que
incremente la condicion de estrés o, por el contrario, suponer un estimulo para la microalga.
Choix (2014) expone que existen bacterias que promueven rutas metabdlicas en las
microalgas que permiten incrementar el almacenamiento de fuentes de carbono en
condiciones de estrés e incrementar la densidad celular, lo cual podria ser un motivo de
investigacion por la posible sinergia entre los microorganismos.

La condicién de estrés también se puede presentar en el proceso de adaptacién a nuevas
condiciones como las caracteristicas de un sustrato, si bien, en el presente caso de estudio
se asumié que se presentd adaptabilidad de las microalgas por el rapido consumo de la
DQO, es posible que la carga organica en la mayor relacién S/X contribuyera a incrementar
la fase de adaptacion, al respecto se recomienda evaluar el beneficio de un mayor tiempo
de aclimatacion. Khalid et al. (2018) recomiendan que se realicen tres ciclos de aclimataciéon
para reducir la fase de adaptacion de la microalga.

Se recomienda realizar el control del pH durante el periodo de cultivo, ya que un incremento
durante el periodo de cultivo afecta al crecimiento de biomasa microalgal. Zheng et al.
(2018) recomiendan un valor de 7,0 para incrementar el crecimiento de C. Vulgaris en un
agua residual agroindustrial.

La cuantificacién de la biomasa microalgal a través del método de peso seco presentd
variaciones significativas en el ensayo, se recomienda incrementar el numero de replicas
para reducir la variabilidad que se pueda presentar. Se podria reducir el nUmero de
reactores evaluando las mejores condiciones e incrementar su volumen para disponer de
mayor cantidad de muestra.
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Se podrian evaluar condiciones de crecimiento autétrofo, heterétrofo, o inhibir alguno de los
dos metabolismos con la finalidad de evidenciar el potencial mixotrofico de la microalga
para reducir nutrientes, DQO y crecimiento.
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ANEXOS

Anexo 1. Calculos del montaje experimental

Célculo de volumen de recipientes en donde se llevé a cabo la mezcla de inoculo y
sustrato para cada relacion S/X

Se prepararon 3 recipientes diferentes para cada relacion S/X, en donde se realiz6 la
mezcla del agua residual y el inoculo. El volumen de cada recipiente se determiné teniendo
en cuenta el volumen de trabajo de los reactores correspondientes a cada relacién S/X, es
decir 6 reactores, el proceso de célculo se llevo a cabo por medio de la Ecuacion 16.

Vg =V, X N, Ecuacién 16

Donde:

Vx= Volumen de recipientes para la mezcla de agua residual e inoculo (mL)
;.= Volumen util de cada reactor del montaje (mL)

N,= Numero de reactores por cada relacion S/X

El volumen util de cada rector del montaje fue de 800 mL y el nimero de reactores por
relaciéon S/X fue igual 6. De esta manera se tiene que el volumen de la mezcla en cada
recipiente presento el siguiente valor:

Vp = 800mL X 6 = 4.800 mL

Célculo de volumen de recipientes en donde se llevo a cabo la preparacién de las
diluciones del agua residual

Una vez se determiné el volumen de la mezcla entre el sustrato y biomasa para realizar el
montaje, se calcul6 el volumen de agua residual con su respectiva dilucién para obtener los
valores de cada relacion S/X, este procedimiento se llevo a cabo en 3 recipientes diferentes
de acuerdo a cada relacion S/X. Para determinar el volumen de agua residual en cada
recipiente se tuvo en cuenta que la fraccion de sustrato en la mezcla es del 90% de esta
manera el volumen se calculé por medio de la Ecuacion 17.

Vy=Vgx09 Ecuacion 17

Donde:
V,= Volumen de agua residual en los recipientes para cada relaciéon S/X (mL)
Vx= Volumen de recipientes para la mezcla de agua residual e inoculo (mL)

De esta manera el volumen de agua residual en los recipientes fue el siguiente:
V, = 4.800 mL x 0,9 = 4.320 mL

Con la finalidad de manejar un margen de seguridad se adiciono un valor de 100 mL,
obteniendo un volumen total igual a 4.420 mL. Es importante destacar que el valor calculado
corresponde al volumen de sustrato en cada recipiente, el cual estd compuesto por agua
residual preparada en el laboratorio y agua destilada. El volumen de agua destilada esta
condicionado por el valor de DQO requerido para cada relacion S/X. El calculo del volumen
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de agua residual requerida para cada recipiente se determiné de acuerdo con la Ecuacion
2 citada en Seccion 4.4. A continuacion, se expone el método de célculo utilizado para cada
valor de DQO requerido para cada relacion S/X.

Relacién S/X igual a 100, valor de DQO requerido igual a 5.000 mgL™.

El valor promedio de la DQO del agua residual utilizada en el montaje experimental fue de
7.400 mgL®. En ensayos preliminares se determiné que, al realizar la dilucién, la
concentracion de DQO en los recipientes presentaba una disminucion de aproximadamente
el 17% respecto a la esperada tedricamente. De esta manera para asegurar un valor tedrico
de 5.000 mgL* en el recipiente, se realizé el siguiente calculo:

C, = 5.000 mgL™! + (5.000 mgL™! x 0,17) = 5.850 mgL™?

El valor calculado corresponde a la variable C, de la Ecuacion 2 (seccion 4.4). De esta
manera el volumen de agua residual utilizada en el montaje experimental requerido para
obtener un valor de DQO tedrico igual a 5.000 mgL™, se determiné a partir de la Ecuacién
2 tal como se muestra a continuacion:

_5.850mgL™" x 4.420 mL

= ~ 3.494 mL
1 7.400 mgL1 3494 m

Para completar el volumen de sustrato se adiciono 926 mL de agua destilada, completando
un volumen total de 4.420 mL de sustrato con un valor de DQO tedérica igual a 5.000 mgL
1. Para el resto de relaciones se realizd un proceso analogo.

Relacion S/X igual a 50, valor de DQO requerido igual a 2.500 mgL™,

Para obtener un valor teérico de 2.500 mgL™ en el recipiente, se realizé el siguiente calculo:
C, = 2.500 mgL™ + (2.500 mgL™! x 0,17) = 2.925 mgL™?

El valor calculado corresponde a la variable C, de la Ecuacién 2(Seccion 4.4). De esta

manera el volumen de agua residual utilizada en el montaje experimental requerido para

obtener un valor de DQO tedrico igual a 2.500 mgL™, se determiné a partir de la Ecuacién

2 tal como se muestra a continuacion:

_2925mgL™" x 4420 mL
te 7.400 mgL-1

~ 1.747 mL

Para completar el volumen de sustrato se adiciono 2.673 mL de agua destilada,
completando un volumen total de 4.420 mL de sustrato con un valor de DQO tedrica igual
a 2.500 mgL™.

Relacion S/X igual a 30, valor de DQO requerido igual a 1.500 mgL*

Para obtener un valor teérico de 1.500 mgL™ en el recipiente, se realizé el siguiente calculo:

C, = 1.500 mgL™ + (1.500 mgL™* x 0,17) = 1.755 mgL™?
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El valor calculado corresponde a la variable C, de la Ecuacion 2(Seccion 4.4). De esta
manera el volumen de agua residual utilizada en el montaje experimental requerido para
obtener un valor de DQO tedrico igual a 1.500 mgL™, se determiné a partir de la Ecuacién
2 tal como se muestra a continuacion:

1755 mgL™! X 4.420 mL

= ~ 1.048 mL
1 7.400 mgL1 m

Para completar el volumen de sustrato se adiciono 3.372 mL de agua destilada,
completando un volumen total de 4.420 mL de sustrato con un valor de DQO teérica igual
a 1.500 mgL™.

Célculo de volumen de inoculo para obtener una concentracion de biomasa igual a
0,05 gL en la mezcla de inoculo y sustrato.

Una vez se determiné el volumen de la mezcla entre el sustrato y biomasa para realizar el
montaje, se calcul6 el volumen de inoculo requerido en cada recipiente. Para determinar el
volumen de inoculo en cada recipiente se tuvo en cuenta que la fraccion de inoculo en la
mezcla fue igual al 10%. El volumen se calcul6 por medio de la Ecuacion 18.

V;=Vgx0,1 Ecuacion 18
Donde:
V;= Volumen de inoculo en los recipientes para cada relacion S/X (mL)
Vr= Volumen de recipientes para la mezcla de agua residual e inoculo (mL)
De esta manera el volumen de inoculo en los recipientes fue el siguiente:

V, =4.800mL x 0,1 = 480 mL

Anexo 2. Prueba de Levene paralahomogeneidad de Varianzas

¢, Rechazo hipétesis

Parametros Valor - p nula?
(Significancia 5%)
Reduccion 0,24 No
Nitrogeno Consumo 0,08 No
Tasa de consumo 0,08 No
Reduccion 0,61 No
Fosforo Consumo 0,55 No
Tasa de consumo 0,55 No
Reduccion 0,82 No
DQO Consumo 0,97 No
Tasa de consumo 0,97 No
Productividad 0,00 Si
Biomasa
Biomasa maxima 0,00 Si
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Anexo 4. Graficas intervalos de confianza para Fosforo
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Anexo 5. Graficas intervalos de confianza para DQO
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Anexo 6. Graficas intervalos de confianza crecimiento de Biomasa

Anexo 7. Graficas validacion de supuestos para Nitrégeno
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Anexo 10.
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