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Resumen

La contaminacidon proveniente de las prdcticas agricolas afecta los cuerpos de agua generando
condiciones de hipoxia y anoxia como resultado de la eutrofizacién. Las microalgas se asocian con este
fendmeno, sin embargo, su metabolismo fotosintético representa un potencial en procesos de
biorremediacién, incluyendo aplicaciones como la remocién de nutrientes en agua residual. La Escuela
Agricola Panamericana, genera diversidad de efluentes agricolas como resultado de sus actividades
de produccidn y cuenta concuerpos de agua con presencia de diferentes especies de microalgas con
alto potencial biotecnoldgico. En este estudio se evalué la capacidad de cultivos mixtos de microalgas
para la remocion de nutrientes presentes en el efluente de un invernadero destinado a la produccién
de tomate. Se identificaron las especies mayoritarias de estos microorganismos en muestras de agua
recolectadas de lagunas utilizadas para tratamiento de efluentes y produccién acuicola.
Posteriormente, se cuantificé el crecimiento de biomasa utilizando dos medios de cultivo diferentes
en fotobiorreactores operados a condiciones controladas. Seguidamente se evalué la remocién de
nitratos y fosfatos presentes en un efluente agricola luego de combinar con un inéculo obtenido de
los reactores que reportaron mejor reproduccién. Se obtuvo un crecimiento de biomasa del cultivo
mixto de la laguna de oxidacién de hasta 36.6 mg/L SST con el medio de cultivo a base de fertilizante
y de hasta 17.9 mg/L SST utilizando el inéculo de Monte Redondo y el medio BG-11. Ambos cultivos
mixtos reportaron remociones del 36 y 30% para los fosfatos presentes en el efluente residual al
utilizar los cultivos de Monte Redondo y laguna de oxidacién respectivamente. No se registré una
reduccion superior a 10% en la concentracidn de nitratos con ninguno de los dos cultivos mixtos.

Palabras clave: Biotecnologia, efluente Agricola, ficorremediacidn, fosfato, nitrato.
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Abstract

Pollution from agricultural practices affects water bodies generating hypoxic and anoxic conditions
due to eutrophication. Microalgae are associated with this phenomenon, however, their
photosynthetic metabolism represents potential in bioremediation processes, including applications
such as nutrient removal in wastewater. The Escuela Agricola Panamericana generates several
agricultural effluents due to its production activities, and it also has water bodies with the presence
of different species of microalgae with high biotechnological potential. In this study, the capacity of
mixed microalgae cultures for the removal of nutrients present in the effluent of a greenhouse
destined for tomato production was evaluated. The majority species of these microorganisms were
identified in water samples collected from lagoons used for effluent treatment and aquaculture
production. Subsequently, biomass growth was quantified using two different culture media in
photobioreactors operated under controlled conditions.The removal of nitrates and phosphates
present in an agricultural effluent after combining with an inoculum obtained from the reactors that
reported better reproduction was also evaluated. A biomass growth up to 36.6 mg/L TSS was obtained
from the mixed culture of the oxidation pond when using the fertilizer-based culture medium and up
to 17.9 mg/L TSS using the Monte Redondo inoculum and the BG-11 medium. Both mixed cultures
reported removals of 36 and 30% for the phosphates present in the residual effluent when using the
Monte Redondo and oxidation pond cultures, respectively. Nitrate reduction was less than 10% with
both mixed cultures.

Keywords: Agricultural effluent, biotechnology, phycoremediation, phosphate, nitrate.
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Introduccién

El deterioro de los cuerpos de agua, como rios, lagos y océanos, es una problemadtica creciente
desde la década de los 90. La contaminacidon con fuentes no puntuales genera efectos adversos
alrededor de todo el planeta, identificando que el grupo de contaminantes mas frecuentes que llega
a los cuerpos de agua es la carga de nutrientes como el nitrégeno y el fédsforo (UNESCO, 2018). Un
claro ejemplo de los efectos de estos contaminantes, es la zona muerta ubicada en el Golfo de México,
donde existe un area de alrededor de 22 mil kildbmetros cuadrados, donde las condiciones de anoxia
impiden el crecimiento de cualquier ser vivo (BBC News, 2021).

El servicio nacional de océanos de los Estados Unidos (NOAA) define la eutrofizacién como el
enriquecimiento de ecosistemas acudticos con nutrientes que aumenta la cantidad de algas y plantas
en estuarios y zonas costeras. Este fendmeno afecta directamente la cantidad de oxigeno disuelto
dentro de los ecosistemas acuaticos debido al exceso de organismos fotosintéticos y su posterior
descomposicién, creando un desequilibrio en la fauna y flora que habita estos lugares (National
Oceanic and Atmospheric Administration [NOAA], 2017).

El fenémeno de hipoxia se define como el alcance de concentraciones de oxigeno disuelto por
debajo de los 2 mg/L en un ambiente acuatico. Esta condicion se crea por razones tanto
antropogénicas como naturales, cuando los microorganismos presentes en estos ambientes
consumen el oxigeno a una mayor taza de la que se produce en el medio por dindmicas como la
fotosintesis o el intercambio de este gas con la atmdsfera. El consumo excesivo de oxigeno en zonas
eutrofizadas se debe a la facilidad de degradacién que tiene la materia orgdnica proveniente de las
microalgas en descomposicion y en zonas como las desembocaduras de los rios o lagos, se ve
potenciada por la estratificacién térmica (Middelburg y Levin, 2009; Turner et al., 2008). Entre los
efectos mas directos de esta condiciéon en el ecosistema estdn la mortalidad directa de peces
peldgicos, las alteraciones en las cadenas trdficas y pérdidas significativas en el potencial pesquero de

la zona afectada (Aparicio Jiménez, 2013).



12

El origen de gran parte de los nutrientes que contaminan estos cuerpos de agua son los
sistemas agricolas. Por ejemplo, el 89% del nitrégeno que es depositado en el rio Mississippi en los
Estados Unidos, es proveniente de la escorrentia agricola de los estados tradicionalmente productores
de maiz como lo son lowa, lllinois e Indiana (Good y Beatty, 2011). Compuestos como los nitratos
contribuyen de manera critica al desarrollo de zonas andxicas en los cuerpos de agua. El exceso de
este nutriente estd directamente relacionado con el fendmeno de la eutrofizaciéon en las zonas
costeras, a causa de las dindmicas de la produccidn primaria en estos ecosistemas (Paerl et al., 2002).

Los lagos y reservorios representan al menos el 90% del agua dulce que se encuentra en la
superficie del planeta. Segin Herschy et al. (2012) alrededor del 41% de los lagos en la regidn de
Sudamérica y 28% en la region de Norte América presentan eutrofizacién acelerada a causa de las
actividades antropogénicas. En este tipo de cuerpos de agua, el nutriente limitante es el fosforo para
el crecimiento de las microalgas y que en exceso provee el ambiente idéneo para crecimientos téxicos
de estos organismos

La alternativa mas utilizada para la remocion de nutrientes son los reactores bioldgicos. En
estos se utilizan lodos activados proveniente de plantas de tratamiento de aguas residuales como
indculo de microorganismos (del Campo Vega, 2018). Estudios realizados por Carrasquero Ferrer et
al. (2015), comprobaron la capacidad de remocidn de nitratos en sistemas de este tipo para efluentes
de una planta de cdarnicos, obteniendo valores de hasta 88% en la remocién de este compuesto. Las
bacterias desnitrificantes presentes en el lodo activado convierten a los nitritos y nitratos en nitrégeno
gaseoso que pasa a la atmdsfera (Moeller y Tomasini., 2004).

Las microalgas son organismos unicelulares fotosintéticos que habitan de forma natural en
los cuerpos de agua continentales y oceanicos, demandando nutrientes presentes en el medio para
sus procesos de mantenimiento y multiplicacién (Ruane et al., 2010). En los ultimos afios, se ha
identificado que el rol que cumplen las algas en los procesos de eutrofizacién se puede utilizar como

alternativa de tratamiento si estas se retiran antes de que mueran y luego se aprovechan como fuente
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de biomasa. De esta forma, se extraen los nutrientes del agua y no se consume el oxigeno que seria
necesario para descomponer la materia organica si quedaran en el sedimento (Abdel-Raouf et al.,
2012).

Estos microorganismos fundamentan su dindmica de crecimiento bajo el concepto de la ley
del minimo de “Liebig”, es decir, crecen hasta encontrarse con una condicién limitante como puede
ser la cantidad de un nutriente. En adicién, su crecimiento éptimo en la naturaleza se encuentra
asociado a condiciones limitadas por la ley de tolerancia de “Shelford”, donde pueden soportar
determinados rangos de un factor ambiental, por ejemplo, laluz que es entre 400 y 700 nm de longitud
de onda (Abalde, DL 1995). Sin embargo, debido a su flexibilidad de adaptacion en su estado natural,
logran desarrollarse efectivamente en diferentes ecosistemas.

Existe una serie de factores que afectan directamente el crecimiento de las microalgas,
especialmente las que se pueden usar en un sistema de ficorremediacion (Hernandez-Pérez y Labbé,
2014). La intensidad de luz es el primer pardmetro determinante para el cultivo, donde se ha
identificado que valores entre 100-200 uE/m?2-S son dptimos para el desarrollo de dichos organismos
(Morales Amaral, Maria del Mar, 2016). Por otra parte, una temperatura ambiente entre los 28-35 °C
favorece la reproduccién apropiada dentro del reactor y un pH entre 6.5-7.5, proporciona a las
microalgas las condiciones adecuadas para accionar sobre el efluente de la manera mas eficiente (Qiu
et al., 2017).

Otros componentes importantes para el crecimiento y desarrollo deseable de los
ficorremediadores son los niveles suficientes de CO; y la cantidad de nutrientes que necesitan para el
desarrollo de las funciones bioldgicas, que en el caso de este estudio las proveera el medio de cultivo
en la primera fase y posteriormente el efluente agricola. Debido a sus buenas capacidades de
adaptacion, las microalgas logran crecer en grandes rangos de los compuestos que utilizan para

reproducirse como el nitrégeno y fésforo. El rango éptimo de fésforo en el medio para el crecimiento
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es entre 0.001 g/L a 0.179 g/L (Roopnarain et al., 2014) . Por otro lado, Prochazkova et al. (2014)
reporta que valores mayores de 0.45 mg/L de amonio en el medio, son toxicos para estos organismos.

Por ultimo, los niveles de oxigeno disuelto en el agua del cultivo deben ser idéneos para el
crecimiento de las microalgas, obteniendo mejores resultados dentro del rango de 8 y 25 mg/L (Kazbar
et al., 2019). Ademds de macronutrientes importantes, algunos micronutrientes esenciales para su
crecimiento son el hierro y el manganeso (2.5-30 ppm), ademas de algunas trazas de cobalto, zincy
molibdeno (2.5-4.5 ppm) (Juneja et al., 2013).Estos ultimos tres factores se determinan en funcién de
las microalgas y el ambiente en el que vivan y son reconocidos mas como posibles limitantes que como
inhibidores.

Los reactores abiertos de microalgas son los mas utilizados para su aplicacion en procesos de
remediacion. En estos el cultivo de las microalgas estd en contacto con la atmdésfera y es dificil el
control de las condiciones ambientales el dptimo crecimiento de estos (Contreras-Flores et al., 2003).
Sin embargo, son una alternativa mas accesible, manejable y econdmica que los fotobiorreactores
cerrados donde se requiere altos niveles de inversidon y conocimiento técnico para manejar de manera
activa las condiciones que tiene el sistema de crecimiento (Narala et al., 2016). Del mismo modo, se
han reportado rendimientos muy similares entre las eficiencias de remocién de fosfatos y nitratos de
sistemas cerrados y abiertos. Una investigacidn realizada por Garcia et al. (2018) obtuvo valores de
remocion de 84 y 95% para la remocién de fosforo y nitrégeno respectivamente utilizando sistemas
de tipo semicerrado operado con un cultivo mixto.

Asimismo, en un estudio realizado por Morales Amaral (2016), se comprobd la eficiencia del
uso de reactores abiertos en la remediacién de aguas residuales donde obtuvo resultados de remocién
entre el 69 y 82% de depuracion de DQO en reactores horizontales e inclinados. Ademas, se reporté
la remocion total de nitrégeno y fésforo con valores menores a 2 mg/L de fésforo y de 1 mg/L de
nitrogeno en el efluente resultante del reactor que tenian valores iniciales promedio de 16 mg/Ly 79

mg/L respectivamente. Ademas, de su potencial de remediacidn, las microalgas representan un
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recurso importante para la produccién de biomasa por su capacidad de duplicarse entre 1 a 10 dias y
por su composicion lipidica de alrededor de 50% que, las convierte en una fuente idédnea de materia
prima para Biodiesel (Santos-montes et al., 2014).

La mayor parte de fotobiorreactores utilizados en las investigaciones y avances en el rubro de
las microalgas se han desarrollado utilizando monocultivos, para analizar las dindmicas de crecimiento
y potenciales de remediacién, produccién de biomasa o biodiesel de una especie especifica de
microalga. Esta metodologia ha presentado diferentes dificultades debido a que las relaciones
naturales que existen entre diferentes cepas en un ambiente natural donde las capacidades
enzimaticas se potencian debido a la sinergia que existe entre diferentes individuos para lograr
sobrevivir, reproducirse y crecer, no se obtienen al cultivar una cepa de manera individual (Pradana
et al., 2017).

El uso de cultivos mixtos de microalgas ha demostrado ser una de las maneras mas
econdmicas y productivas para las iniciativas de ficorremediacién. Este tipo de cultivos evitan
problematicas adicionales, como la posible contaminacion con organismos perjudiciales que puedan
afectar el crecimiento de estas. Ademas, han demostrado una gran productividad pues el equilibrio
en el que se encontraban inicialmente en la naturaleza, se mantiene al momento de incursionar el
indculo a un reactor para la depuraciéon de un residuo (Fallahi et al., 2020).

En la Escuela Agricola Panamericana existen diversas unidades productivas que generan
efluentes con concentraciones importantes de nutrientes como la unidad de oleicultura intensiva.
Igualmente existen diversidad de cuerpos de agua que son posibles fuentes de cultivos mixtos de
microalgas con potencial de remocidn de nutrientes (Guerrén Navarrete, 2015). El contar con estas
herramientas, se pretende contribuir al ODS 12, con enfoque en la produccién y consumo responsable,
documentando alternativas de biorremediacién que pueden ser utilizadas para la produccién conjunta

de biomasa.
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A través de este estudio se recopila evidencia sobre la capacidad de remocidn de nutrientes

en efluentes agricolas aplicando cultivos mixtos de microalgas provenientes de lagunas de
estabilizacidn de la Escuela Agricola Panamericana, Zamorano, planteando los siguientes objetivos:
Identificar las especies mayoritarias de microalgas presentes en dos lagunas de la Escuela Agricola
Panamericana; asimismo, adaptar el protocolo de mantenimiento y escalamiento de cepas de
microalgas para la reproduccidon y preparacién de un cultivo mixto obtenido a partir de lagunas
seleccionadas y comparar el potencial de remocidn de nitratos y fosfatos presentes en efluentes

agricolas a partir de cultivos mixtos de microalgas.
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Metodologia
Sitio del Estudio

El estudio se realizé a partir de cultivos mixtos de microalgas recolectados en dos lagunas
artificiales utilizadas para fines productivos y tratamiento de efluentes residuales de la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano, en el municipio de San Antonio de Oriente, Francisco Morazan,
Honduras. Los dos sitios seleccionados tienen una temperatura ambiental promedio anual de 24°C de
y una humedad relativa de 70%. Las muestras obtenidas de estos sitios fueron analizadas y procesadas
en el laboratorio de microbiologia ambiental del Departamento de Ambiente y Desarrollo de
Zamorano, en donde paralelamente se desarrollaron los ensayos de reproduccién de los cultivos de
microalgas.

La laguna de oxidacidn es la quinta y ultima unidad de tratamiento de aguas residuales
domeésticas y forma parte del sistema de lagunas en serie de la Escuela Agricola Panamericana. Esta
se encuentra disefiada para fungir como un sistema de estabilizacidn facultativo, pues cuenta con 1.8
metros de profundidad y un drea aproximada de 21.395 m? (Carias, 2013). En este sentido, las
microalgas proveen el oxigeno necesario a las bacterias facultativas para cumplir su papel de
estabilizar la materia organica de los efluentes. Por otra parte las bacterias proveen el CO; que utilizan
las microalgas en sus procesos fotosintéticos (US EPA et al., 2002).

Por otra parte, la laguna de Monte Redondo también ubicada en la Escuela Agricola
Panamericana es utilizada para fines productivos y las practicas de la unidad de acuacultura, tales
como el cultivo de tilapia y los recambios de agua para los estanques artificiales de produccién de
peces. Las microalgas han sido identificadas como un componente importante en las producciones
acuicolas, ya que incluyen la alimentacién de algunos estados larvales de las especies en explotacion
y contribuyen al equilibrio ecosistémico de los estanques. Ademas, cumplen su funcién como
purificadores de agua ya que logran convertir el exceso de nitrégeno, en proteinas que incorporan en

su crecimiento (Catarina y Xavier, 2012). En un estudio realizado por Guerrén Navarrete (2015) se
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encontré un gran variedad de especies de organismos fotosintéticos que convierte este sitio en un

lugar de interés para la obtencién de un indculo mixto de microalgas.

Figura 1
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Recoleccién de Muestras Para Obtencion de Cultivos Mixtos de Microalgas

Se recolectd una muestra de cada sitio de estudio en recipientes de 20 litros de color

transparente. Se realizaron tres muestreos para cada sitio entre los meses de marzo y abril durante

los cuales se experimenta la época seca en la region. Se tomoé la fraccidn superficial de la columna de

agua ubicada en los primeros 20 cm y considerando un horario entre las 11:00 a.m. y la 1:00 p.m., en

donde se espera contar con la mayor actividad fotosintética debido a |a alta irradiancia. Las muestras

fueron trasladadas al Laboratorio del Departamento de Ambiente y Desarrollo, y fueron preservadas

en una temperatura ambiente y en la luz natural, mientras se realizaba el montaje de los
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fotobiorreactores en periodos menores a una hora. Una fraccién de 300 mL fue preservada bajo
condiciones de refrigeracion de 4 °C para su posterior andlisis (Cuadro 1).

Cuadro 1

Procedimiento de Andlisis de Muestras

Parametro Metodologia
Nitratos (NOs-) Espectrofotometria UV (4-127)
Fosfatos (PO43-) Acido ascérbico (4-164)
Solidos Suspendidos totales Solidos totales suspendidos secos 103-105°C (2-70)
pH Multiparametro
Temperatura Multiparametro
Sélidos Totales Disueltos Multiparametro
Conductividad Multiparametro

Nota. Metodologias adaptadas de (American Public Health Association, 2012)

Identificacion de Especies de Microalgas

La identificacion de las especies predominantes de los cultivos mixtos de cada laguna se
realizd para conocer a partir de revisidn de literatura sus potenciales biotecnolégicos, especialmente
de remocidn de nutrientes. Al mismo tiempo, en la determinacion de requerimientos especificos para
la reproduccidon de estos mediante sus curvas de crecimiento, comprendiendo de manera mas
completa los comportamientos de los cultivos mixtos en las siguientes fases del experimento.

A partir de las muestras recolectadas en las diferentes lagunas, se tomé una alicuota para la
separaciéon de la fraccién suspendida, utilizando tubos volumétricos de 50 mL que fueron
centrifugados a 10,800 rpm durante 5 minutos para concentrar los sélidos en suspensién de la
muestra. Posteriormente, se retird el sobrenadante y se recolectd una muestra del precipitado con
hazas de inoculacién, introduciendo la misma en los tubos de centrifugado ya drenados para ubicarla
en un portaobjetos utilizando la misma haza con la que se retird de los tubos que seguidamente se
fij6 con yodo de Lugol. Luego de un minuto, se retird el exceso y proporciond el tiempo de espera para
su secado. La muestra procesada se observé utilizando el microscopio con el lente de aumento a 100X,
agregando previamente unas gotas de aceite de inmersion (Guerrdon Navarrete, 2015). Este

procedimiento se repite para los dos sitios de estudio, donde se observaron 5 placas por laguna luego
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de 2 diferentes rondas de centrifugacion. Se tomaron fotos con la cdmara del microscopio para
identificar las especies presentes con la ayuda de las guias de clasificacion de microalgas.

Los resultados de la identificacion fueron representados en una tabla con las especies
encontradas en cada laguna y cuadros comparativos que describen individualmente 4 especies por
laguna. En estos se incluye su descripcién y unaimagen de referencia de las guias, adicional a laimagen
identificada en el cultivo mixto del estudio. Igualmente se hizo un andlisis observacional de las
especies mas abundantes en cada sitio.

Las caracteristicas morfoldgicas de las especies registradas en las imagenes del microscopio
fueron comparadas con datos de literatura para su investigacion. Algunos de los documentos
consultados fueron el Atlas de Organismos planctdnicos Presentes en los Humedales Andaluces
descrito por Junta de Andalucia (2010), el Atlas de Cianobacteria y Microalgas de Aguas Continentales
Brasileras descrito por Tucci et al. (2019), entre otros. Para la comparacidén se tomaron en cuenta
factores como cantidad de células en el organismo, presencia de flagelos, organizacién de colonias,
forma de las células, entre otros.

Protocolo para el Mantenimiento y Escalamiento de Cultivos Mixtos de Microalgas

A partir de las muestras obtenidas de las lagunas, se prepararon fotobiorreactores en
“Erlenmeyer” de 1 L con dos tipos de cultivos recomendados para el crecimiento de las microalgas: el
BG-11 de la marca Millipore y la mezcla a base de fertilizantes conocido como solucién A (Cuadro 2).
Estas soluciones cumplen la funcién de estimular el crecimiento de la biomasa algal adicionada
mediante una cepa conocida o un indculo determinado.

La puesta en marcha de los fotobiorreactores se realizd6 mediante la mezcla de un inéculo del
cultivo mixto en una relacién 10:1 con el medio de cultivo seleccionado, es decir combinando 900 mL
de cada medio de cultivo por separado con 100 mL de muestra como inéculo (Elnabris, 2012; Rahman
Al-Mayah y Al-Rikabey, 2018). El montaje de los reactores se realizé vertiendo primero los 900 mL de

medio en cada "Erlenmeyer” y posteriormente los 1,00 mL del inéculo correspondiente de cada laguna
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como se observa en la Figura 1. Se tuvo un arreglo de 4 reactores por repeticién, dos con el indculo
de Monte Redondo vy los diferentes medios y dos con el inéculo de la laguna de oxidacién con los
diferentes medios con 3 repeticiones del experimento, teniendo un total de 12 unidades
experimentales.

Cuadro 2

Composicion del Medio Solucion A

Componente mg/L
Sulfato de amonio 150
Urea 7.5

Nota. adaptado de Elnabris (2012)

El periodo de mantenimiento del cultivo que fue de 10 dias, con suministro de luz en
fotoperiodos de 12 horas con luces artificiales LED en un arreglo de 9 focos que tienen una potencia
luminica de 800 Im y una potencia de 8 W cada uno. Estos asemejan el espectro luminico adecuado
para el crecimiento de organismos fotosintéticos que es entre 600 y 700 nm (Kommareddy vy
Anderson). Se mantuvo esta condicién a lo largo del ensayo ya que se ha identificado la importancia
del periodo oscuro para imitar las condiciones naturales que tienen las microalgas en su habitat, en
adicion a la importancia del ciclo dia-noche para su ciclo celular. Del mismo modo, se mantuvieron
condiciones de temperatura entre 20 y 28 °C. Condiciones como el intercambio de gases no fueron
controladas, pero se monitorearon las dindmicas del cultivo diariamente con mediciones de pH vy
temperatura (Abalde, DL 1995).

Se realizaron muestreos para la medicidn de biomasa en los dias 1, 5 y 10 del periodo de
retencidn. Previo al monitoreo de parametros, los reactores eran sometidos a un proceso de mezclado
mecanico para su homogenizacidn. Al concluir con el periodo de mantenimiento, se recolectaron las
algas en su maxima curva de crecimiento para su posterior traspaso al fotobiorreactor en donde se
realizard el tratamiento del efluente agricola. Se determinan 10 dias como el periodo éptimo con base
a las curvas de crecimiento realizadas por Ortiz-Moreno et al. (2012) y Brito et al. (2013) que

demuestran que, con diferentes medios de cultivo, entre los dias 10 y 12 se obtiene el mayor
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crecimiento de las microalgas en cuanto a células por mililitro. Esta fase del experimento se repitid en
3 ocasiones para obtener robustez en los parametros cuantificados.

Se realizé un analisis de normalidad Shapiro-Wilk para las variables de sélidos suspendidos
totales de la primera fase del experimento. Seguidamente se realizé una prueba de analisis no
paramétrico Mann-Whitney con un nivel de significancia del 5 por ciento, para comparar el
desempeno en el crecimiento de los tratamientos con los diferentes medios de cultivo en la fase de
reproduccion, comparando el desempefio en la produccidon de biomasa a partir de los indculos
tomados en las lagunas y los dos medios de cultivo seleccionados.

Remocion de Nutrientes en los Cultivos Mixtos

Esta investigacion se enfoca en la remocion de nitrégeno y el fosforo, directamente en sus
formas de nitratos y fosfatos pues son la forma en la que se suministra en los fertilizantes y se
encuentra mayormente en el agua residual. Esto se debe al potencial de eutrofizacidn y a los graves
impactos que tienen ambos en los cuerpos de agua al promover condiciones de hipoxia y anoxia.
Adicionalmente, son los elementos mas suplementados en los cultivos de agricultura intensiva y que
representan la mayor contaminacién a causa de las practicas agricolas (Laffoley y Baxter, 2019).
Recoleccion de Muestras de Efluentes Agricolas

Las muestras de los efluentes agricolas fueron recolectadas en el canal de salida de lixiviados
de los invernaderos de agricultura intensiva ubicados en la zona 3 de la Escuela Agricola
Panamericana, donde estaba en produccién un cultivo de tomate en la etapa de cosecha. Estas
muestras se recolectaron 1 vez a la semana en frascos de 20 litros y posteriormente fueron llevadas
al laboratorio del Departamento de Ambiente y Desarrollo y preservadas a 4 °C, para el andlisis de
nutrientes y parametros basicos como el pH y la conductividad eléctrica (Cuadro 1). Las muestras
fueron tamizadas para remover particulas de gran tamafo de suelo, partes de plantas o insectos que

pudiesen alterar las condiciones del reactor.
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El tratamiento se realizd en reactores tipo “Batch”, donde se incluyd el inéculo de microalgas
obtenido en la fase de escalamiento y el efluente agricola, evaluando el desempefio de los cultivos
mixtos conforme al arreglo experimental presentado en la Figura 2. Al igual que en la fase de
escalamiento, los reactores tuvieron un tiempo de retencién de 10 dias. Al dia 1, 5 y al terminar este
periodo se realizaron andlisis para determinar la concentracion de nitratos (NOs’) y fosfatos (PO43),
adicional a pruebas de sélidos suspendidos totales. Se realizé una relacién 1:10 de indculo-lixiviado
para la preparacién del fotobiorreactor hasta obtener un volumen de 3 litros. Previo al monitoreo de
pardmetros, los reactores fueron sometidos a un proceso de mezclado mecdnico para su
homogenizacion. Con los valores finales de nitratos y fosfatos se determind la remocién en cada uno

de los fotobiorreactores aplicando la siguiente Ecuacién 1 (Min et al., 2011)

_r!
Remocidén de nutrientes (%) = COCOC *100  [1]

Donde Co representa la concentracion inicial del nutriente (g/L) y C’ la concentracién al
finalizar el tratamiento (g/L). El arreglo experimental de esta tuvo un arreglo de 3 repeticiones por
medio de cultivo para cada cultivo mixto, es decir, 6 unidades experimentales.

Figura 2

Arreglo Experimental, Fase de Tratamiento del Efluente Agricola

Solucion A BG-11
o

& n
L

! }
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Nota. M: indculo de Monte Redondo, O: Indculo de la laguna de Oxidacién
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En las variables de nitratos, fosfatos y sélidos suspendidos totales de la fase de tratamiento
se aplicé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk que determiné que los datos no contaban con una
distribucién normal. Se prosiguid a realizar analisis de estadistica descriptiva con valores como la

media, coeficiente de variacion y desviacidén estandar.
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Resultados y Discusion
Identificacion de Especies de Microalgas

Las condiciones ambientales que existen durante las diferentes épocas del aifo en la ubicacion
del sitio de estudio pueden alterar la presencia y abundancia de las microalgas en los sitios. En el
estudio realizado por Guerrén Navarrete (2015), se concluyd que la temperatura es la variable que
mas influencia tiene sobre los niveles de clorofila que se encontraban en las muestras de la Laguna de
Monte Redondo. Debido a que el experimento se realizé en diferentes meses, este factor pudo ser
influyente para las variaciones en resultados de diversidad, pues existen especies mas resilientes que
otras. Otro aspecto por considerar es la dilucién, pues debido a la cantidad de precipitacién en algunas
temporadas, las cargas de nutrientes y de SST se vieron modificadas en ambas lagunas
Parametros Fisicoquimicos de las Lagunas

Se registraron diferencias entre las caracteristicas fisicoquimicas de ambos sitios de estudio.
En este sentido, los valores de pH en la laguna de oxidacion fueron numéricamente superiores a los
obtenidos en la laguna de acuacultura. Esto puede deberse a que, la actividad fotosintética de las
microalgas en este sitio es mayor, debido a la generacién de compuestos alcalinos son atribuidos a la
reaccion quimica del consumo de CO; constante que tienen estos microorganismos (Gerardi y Lytle,
2015).

Otras condiciones, como la concentracidn de fosfatos, puede ser atribuida a la naturaleza de
los efluentes que entran a cada una de las lagunas, y a las dindmicas hidraulica diferente que tiene
cada una, consecuentemente, debido a la disponibilidad de estos nutrientes, los niveles de solidos
suspendidos totales son mayores, y estos son relacionados directamente al contenido de microalgas
(Wood et al., 2005). Este contenido mayoritario de los organismos de interés se debe también a que
este sistema de tratamiento depende directamente de las microalgas para su correcto
funcionamiento. El resto de las caracteristicas, como los nitratos y la temperatura, no presentaron

grandes diferencias numéricas. Completar la linea o subir todo
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Otra condicién intrinseca que contribuye a las diferencias entre los valores encontrados entre
las lagunas son los propdsitos de cada una. La presencia de fosfatos es comun en las lagunas de
oxidacion debido a que la simbiosis con bacterias hace disponible este nutriente que contiene la
materia organica a tratar y es aprovechado por las microalgas (Rodriguez, 2008). En cambio, los
sistemas productivos para acuacultura ocasionalmente son suplementados con fertilizantes
fosforados cuando se quiere promover el crecimiento de las microalgas debido a la falta de este
nutriente (Jenneman, 2019). Adicionalmente, la variacion dentro de cada una de las lagunas se debe
a la heterogeneidad de los afluentes pues ambas dependen de condiciones como las precipitaciones
o las caracteristicas diferentes del agua que entra diariamente.
Cuadro 3

Parametros fisicoquimicos de la laguna de Monte Redondo

Variables Temperatura Nitratos (mg/L) Fosfatos (mg/L) pH SST
(mg/L)
Muestreo 1 24.5 7.87 1.5 7.87 50
Muestreo 2 27.4 9.68 1.6 9.68 50
Muestreo 3 28.8 9.38 0.1 9.38 45.5
Minimo 24.5 0.1 0.51 7.87 45.5
Maximo 28.8 1.6 1.84 9.68 50
Media 26.9 1.07 1.16 8.98 48.5
D.E. 2.19 0.84 0.67 0.97 2.6
cv 8.15 78.62 57.19 10.81 18.6
Cuadro 4

Parametros Fisicoquimicos de la Laguna de Oxidacion

Variables Temperatura Nitratos (mg/L) Fosfatos (mg/L) pH SST
(mg/L)

Muestreo 1 25.5 1.2 3.05 9.47 83.3
Muestreo 2 29.7 0.9 10.2 10.3 60
Muestreo 3 29.3 0.4 4.7 10.3 66.6
Minimo 25.5 0.4 3.05 9.47 60
Maximo 29.7 1.2 10.2 10.3 83.3
Media 28.17 0.83 5.98 10.02 70
D.E 2.32 0.4 3.74 0.48 12.5

cv 8.23 48.5 62.57 4.78 58
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Especies de Microalgas en las Lagunas de Oxidacion

Durante el proceso de caracterizacién de los tipos de microalgas, presentes en ambas lagunas,
se identificaron un total de 16 especies a nivel de género, ocho de estas en la laguna de oxidacion y
15 en la laguna de monte redondo. Seis de las ocho especies encontradas en la laguna de oxidacién,
también se encontraron presentes en la laguna de Monte Redondo. Durante el proceso de
identificacion de microalgas en ambas muestras, se reconocieron diferencias marcadas en las
dinamicas poblacionales de estos microorganismos. En la laguna de Monte Redondo, predominaban
las aglomeraciones de diversas especies, teniendo poca dominancia un tipo particular. Sin embargo,
se encontrd diferentes poblaciones del género Scenedesmus que de acuerdo a diversos estudios es
uno de los mas encontrados en las explotaciones acuicolas convencionales (lvaylo Sirakov et al., 2015).

El estudio realizado por Guerron Navarrete (2015), sugiere que la alta diversidad de especies
en la laguna de Monte Redondo se debe a la disponibilidad de nutrientes provenientes del alimento
de tilapia y las heces de la misma al igual que las condiciones ambientales que existen en Zamorano.
Igualmente, atribuye una falta de nutrientes en exceso en la Laguna de Monte Redondo que podria
limitar la existencia en mayor densidad de géneros como Chlorella y Scenedesmus.

Por otra parte, la laguna de oxidacidn, tiene mayor disponibilidad de nutrientes explicada por
los contenidos de los afluentes que entran al sistema y adicionalmente, es parte de una cadena de
ambientes limitantes y con caracteristicas estresantes que limitan el desarrollo de microalgas a
especies resilientes y de alta produccién de oxigeno razén por la cual se observa predominancia de
los géneros Chlorella y Scenedesmus (Hernandez-Pérez y Labbé, 2014). Esto también se ve explicado
por Alvarez-Diaz et al. (2017) que comentan que estos géneros son los mas utilizados en los procesos

de remediacién de aguas residuales, como lo es la laguna de oxidacién.
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Cuadro 5

Especies de microalgas Identificadas en el Estudio

Especies de laguna Especies de laguna de

de oxidacion Monte Redondo
Scenedesmus sp. Scenedesmus sp.
Chlorella sp. Chlorella sp.
Desmodesmus sp. Desmodesmus sp.
Closteriopsis sp. Closteriopsis sp.
Monoraphidium sp. Monoraphidium sp.
Kirchneriella sp. Kirchneriella sp.
Aphanocapsa sp. Selenastrum sp.
Synechocystis sp. Euglena sp.

Chlorococcum sp.
Pseudanabenacea sp.
Coelastrum sp.
Oscilatoria sp.
Chlorogonium sp.
Microcystis sp.
Ankistrodesmus sp.

Cuadro 6

Selenastrum sp. en la laguna de Monte Redondo.

Especie / Género y Imagen identificada Imagen de referencia
caracteristicas

Selenastrum sp. ' ‘

Formas fuertemente lunadas,

algunas de sus especies son

utilizadas como bioindicadores :
en cuerpos de agua para . D
toxicidad de compuestos. i

(P. Bohdrquez Echeverry y C. Nufiez-Avellaneda et al. (2008)
Campos Pinilla, 2007)




Cuadro 7

Oscillatoria sp. en la laguna de Monte Redondo
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Especie / Género y
caracteristicas

Imagen identificada Imagen de referencia

Oscillatoria sp.

Caracterizada por
formaciones largas de células
aplanadas, comunes en
cuerpos de agua dulce y
salada. Presentes en
ambientes con altas cargas
organicas

(Fuenmayor et al., 2009)

10.0 um
—

Nufiez-Avellaneda et al.

(2008)

Cuadro 8

Micocystis sp. en la laguna de Monte Redondo.

Especie / Géneroy
caracteristicas

Imagen identificada Imagen de referencia

Microcystis sp.

Micro o macro Colonias
gelatinosas que flotan en el
medio, en formas circulares.
Pueden producir toxinas en el
medio conocidas como
microcistinas.

(Borowitzka, 2018)

Tucci et al. (2019)




Cuadro 9

Coelastrum sp. en la laguna de Monte Redondo
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Especie / Género y
caracteristicas

Imagen identificada

Imagen de referencia

Coelastrum sp. '\ i‘\»‘ ,= 1\‘ ‘ T -;'-

Células de color verde, o _;:'ﬁ“f‘ e . =

ovoides en formaciones e r-,_'}"\ o - s

globosas de 4 a 32 células. ;reg’ “‘gﬂg @ )

Comunes en cuerpos de ";#ﬁ o

agua remansados como *- . '

lagos, embalses y ﬁ; 'l \

humedales '."«q &

(Junta de Andalucia, 2010) (Junta de Andalucia, 2010)
Cuadro 10

Scenedesmus obliquus en la laguna de oxidacion 5

Especie / Género y
caracteristicas

Imagen identificada

Scenedesmus obliquus
Organizacién en cadenas de
una o varias células
oblicuas. Capacidad de
producir hidrégeno en
condiciones especificas de
laboratorio, altos niveles de
tolerancia a diversas
circunstancias ambientales.

(Winschiers et al., 1996)

Imagen de referencia

LTS
W Y
A ‘J@ @ N2 2
?%;ibb 4 e Q o g
\ ’§ “ ‘0 % 0\ [
Gy z 82" A g

Ferro et al. (2018)
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Cuadro 11

Scenedesmus sp. en la laguna de Oxidacion 5

Especie / Género y
caracteristicas

Imagen identificada Imagen de referencia

Scenedesmus sp.

constituido por algas verdes
gue se alinean en filas cortas
de 4, 8 6 16 células, Es un
grupo representado por mas
de cien especies presentes en
agua superficial y residual.

Junta de Andalucia (2010)

Junta de Andalucia (2010)

Cuadro 12

Chlorella sp. en la laguna de Oxidacion 5

Especie / Género y
caracteristicas

Imagen identificada Imagen de referencia

Chlorella sp.

Unicelular de forma esférica
con gruesa capa celular. Alta
capacidad de remocién de
nutrientes y metales pesados,
como adaptabilidad.

(Sydney et al., 2014)

Ferro et al. (2018)
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Cuadro 13

Aphanocapsa sp. en la laguna de Oxidacion 5

Especie / Género y Imagen identificada Imagen de referencia
caracteristicas
Aphanocapsa sp.

Se organiza en colonias
mucilaginosas irregulares
con formas esféricas con
pocos margenes e incoloras.
Encontrada en suelos y en
lagunas en estado
mesotrofico de agua dulce.

Q N

(Komarek, 2003) Nufiez-Avellaneda et al. (2008)

Las diferencias en diversidad y abundancias de especies se pueden atribuir a las condiciones
gue tiene cada una de las lagunas y las diferentes dindmicas de funcionamiento de estas. Las
concentraciones elevadas de nutrientes disponibles en la laguna de oxidacién promueven el desarrollo
mayoritario de los géneros Chlorella y Scenedesmus como se observd en el sitio de estudio. Estos
géneros son tolerantes a condiciones mas adversas por sus caracteristicas fisicas de adaptacién como

la adicion de células en el género Scenedesmus o la gruesa capa celular que posee el género Chlorella.

Implementacion de Protocolo de Inoculacién y Escalamiento de Cultivos Mixtos

En el andlisis de las dinamicas de crecimiento de las microalgas presentes en el cultivo mixto
proveniente de la laguna de Monte Redondo, no se obtuvieron diferencias significativas (P=0.1), sin
embargo, se observaron tendencias notables entre los medios de cultivo BG-11 y Solucién A. La falta

de significancia de este indicador puede ser explicada por la varianza de los datos, que fue superior a



33

40% en todas las variables analizadas, esto debido a que la dindmica de crecimiento de los
microorganismos no suele tener una distribucién normal.

Al utilizar el medio de cultivo a base de fertilizantes (Solucién A) se obtuvo una menor
eficiencia en promover el crecimiento de los microorganismos, teniendo incrementos mdaximos de 2
mg/L en la concentracion de sélidos suspendidos totales luego de completar el periodo de 10 dias del
proceso escalamiento, lo que indica una baja reproduccién de las microalgas en este medio. En un
estudio realizado por Ortiz-Moreno et al. (2012) se obtuvieron resultados similares al comparar la
reproduccion de una cepa aislada del género Chlorella con un medio de similar composicion al BG-11
y un lixiviado de origen animal, donde el medio preparado a base de los lixiviados de gallinaza tuvo
mejores resultados demostrando el alto potencial que tienen las alternativas de fertilizantes de bajo
costo.

Figura 3

Crecimiento de microalgas, Laguna de Monte Redondo (mg/L)
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Este comportamiento obtenido con el BG-11 se puede asociar con la diversidad de especies
presentes en este indéculo y la suplementacién de micronutrientes incorporada en medios

comerciales. Estos proporcionan un mejor control en los rendimientos de crecimiento de los
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microorganismos a comparacion con las alternativas de bajo precio como es el medio de cultivo
Solucién A que solo incluye fertilizantes de uso agricola (Michelon et al., 2016); (Prochazkova et al.,
2014).

Cuadro 14

Crecimiento de Microalgas en Sélidos Suspendidos Totales, Laguna de Monte Redondo

Medio de cultivo SST dia 1 (mg/L) SST dia 5 (mg/L) SST dia 10 (mg/L)
Sol A 5.73+3.21 7.41+4.62 7.03+6.98

BG-11 9.20+14.55 10.14+5.95 17.95+0.87

P 0.6 >0.99 0.1

Nota. p= 0.05 no presentan diferencia significativa

A diferencia de la laguna de Monte Redondo, el inéculo proveniente de la laguna de oxidacién
obtuvo buenos resultados en ambos medios de cultivo. No existieron diferencias significativas, a pesar
de existir dinamicas de crecimiento diferentes para cada medio. El medio de cultivo comercial BG-11,
tuvo un punto mdaximo de crecimiento alrededor del dia 5, a diferencia de la Solucién A, que tuvo una
dinamica de constante crecimiento hasta el ultimo dia de muestreo (Figura 12).

Figura 4.

Crecimiento de Microalgas, Laguna de Oxidacion (mg/L)
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Ambos medios de cultivo cumplen con el requerimiento de macronutrientes para el
crecimiento de los organismos. Aun asi, se puede inferir que la concentracién de macronutrientes
como fésforo y nitrégeno suplementados en el medio de Solucidén A, que es mayor que en el BG-11,
favorecié que los microorganismos aumentaran su biomasa sin restriccién. Igualmente, se puede
atribuir esta versatilidad de crecimiento debido a la capacidad de adaptacién que poseen las
microalgas del género Scenedesmus que son mayoritarias en este indculo (Cerdn et al., 2018).
Cuadro 15

Crecimiento de Microalgas en Sdlidos Suspendidos Totales, Laguna de Oxidacidn

Medio de cultivo SST dia 1 (mg/L) SST dia 5 (mg/L) SST dia 10 (mg/L)
Sol A 15+2.58 17.68+9.24 36.36+9.45
BG-11 16.5617.23 32.96+16.57 31.07+13.01

P 0.5714 0.2 0.8857

Nota. p= 0.05 no presentan diferencia significativa

Durante el periodo de operacion de los reactores (TRH = 10 dias), se logré observar que
existian diferencias en las caracteristicas visibles de cada cultivo mixto. Los reactores de la laguna de
Monte Redondo parecian tener mayores aglomeraciones de algas, en forma de codgulos
sedimentados en forma de conglomerados, donde se concentraba la mayor parte de la biomasa. Este
comportamiento se puede fundamentar en la presencia de Microcysitis sp., especie que tiende a
formar colonias gelatinosas que aglomeran a las demas microalgas (Borowitzka, 2018). Por otra parte,
en los reactores de la laguna de Oxidacidn se observd una coloracidn verde intenso dispersa en todo
el medio, que pueden ser asociada a la presencia de especies de comportamiento libre como
Scenedesmus obliquus y Chlorella sp., las cuales se encontraron con mayor frecuencia en este cultivo
mixto (Sydney et al., 2014). Estas caracteristicas fueron notables luego del dia 5 en ambos cultivos
mixtos.

Los tratamientos que obtuvieron mejores desempefios de reproduccidon en cada laguna se

eligieron para inocular la segunda fase del experimento, siendo estos la laguna de Monte Redondo
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con el medio BG-11, que obtuvo valores promedio de 17.9 mg/L de SSTy el de la laguna de Oxidacidn
con la Solucién A, debido a su tendencia creciente diferenciada del otro medio alcanzando valores de
31 mg/L de SST. Es importante resaltar el mejor desempefio en general del cultivo de la laguna de
oxidacion en comparacion al de Monte Redondo pues esta Ultima obtuvo un incremento de 8.7 mg/L
de SST en promedio mientras que el indculo de oxidacién reporté un aumento de 14.5 mg/L en los
SST.

Los crecimientos esperados para cada una de las especies dependen de diferentes
condiciones tanto ambientales como de la misma especie especifica o de la cepa que esta siendo
evaluada, en este caso para Scenedesmus sp. y Chlorella sp. para la laguna de Oxidacién. Existen
investigaciones donde se obtuvieron valores de hasta 2 g/L*dia de productividad en biomasa para
estos dos tipos de cepas, sin embargo, se contaban con diferentes condiciones en los reactores que
potenciaron el crecimiento de las mismas (Anyanwu et al., 2022). Por otro lado, cultivos con tan alta
diversidad como los encontrados en Monte Redondo tienen dindmicas de crecimiento Unicas por la
diversidad de especies que contiene.

Capacidad de Remocion de Nitratos y Fosfatos a partir de cultivos mixtos
Caracterizacion del Efluente Agricola

Los valores de fosfatos y nitratos en este efluente evidencian un gran problema de aplicacién
de fertilizantes, adicionalmente, no cumplen con la reglamentacion hondurefia de vertimiento
estipulada en las Normas Técnica de las Descargas de Aguas Residuales a Cuerpos Receptores y
Alcantarillado Sanitario que estipula que los valore maximos son 30 mg/L y 5 mg/L para nitrégeno
total Kjeldahl y Fésforo total respectivamente (Secretaria de Salud de Honduras, 1997). Aunque los
valores anteriores se representan en forma de fosfatos y nitratos, se reconoce que dependiendo del

origen del efluente, los datos pueden representar solo una porcidn de la medicién de Fésforo total.
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Cuadro 16

Caracterizacion del Efluente Agricola del Invernadero de Tomate

Variable Resultado
Fosfatos (mg/L) 153
Nitratos (mg/L) 148.8
pH 6.8

Los indculos tomados luego de alcanzar el pico el de la curva de crecimiento, fueron incorporados en
los reactores preparados con el efluente agricola previamente caracterizado. En la Figura 5 se aprecia
un mayor crecimiento en el cultivo mixto obtenido de la laguna de oxidacion durante los 10 dias de
retencién en los reactores de tratamiento. Conclusiones reportadas por Fallahi et al. (2020) atribuyen
un mayor desarrollo de la biomasa al existir competencia entre diferentes especies de microalgas en
un mismo cultivo.

Teniendo en cuenta la diversidad de microalgas encontradas, el inéculo de la laguna de
oxidacidn demostrd mayor resiliencia al momento de su crecimiento. La competencia entre dos
especies como son la Scenedesmus obliquus y Chlorella sp., potencid el crecimiento de biomasa
durante esta segunda fase en comparacién al inéculo de Monte Redondo. Es importante reconocer
que el indculo de Monte Redondo poseia mayor diversidad de especies, sin embargo, en su mayoria
no pertenecian a las antes mencionadas que son mds adaptables a cambios en el medio.

Por otro lado, Anyanwu et al. (2022), encontré que las tasas de crecimiento de Chlorella sp. y
Scenedesmus sp. son superiores a otras especies como Nannocloropsis sp. Estos resultados

concuerdan igualmente con las tendencias obtenidas en esta fase del experimento.
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Figura 5
Crecimiento de Microalgas Durante el Tratamiento
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El porcentaje de promedio de crecimiento en el reactor con el inéculo de Monte Redondo fue
de 65% en sus sélidos suspendidos totales al concluir los 10 dias. Por otro lado, los reactores con el
inéculo de la laguna de oxidacion tuvieron resultados superiores con valores promedio de 73% de
crecimiento en los sélidos suspendidos totales. Estos resultados son consecuentes con los obtenidos
en la primera fase donde se mantienen las dindmicas de crecimiento en cada inéculo.

Al finalizar los 10 dias de retencidn del tratamiento, los reactores inoculados con el cultivo
mixto de la laguna de Monte Redondo lograron una remocién promedio de los fosfatos de un 36.39%
equivalente a 71 mg/L. Se reconoce que la forma en la que las microalgas asimilan de mejor manera
el fosforo para su metabolismo son los fosfatos en medios de agua dulce. Asi mismo, el género
Scenedesmus sp. tiene estrategias de regulacidn para su metabolismo donde puede formar uniones
de entre 2 y 8 células para mejorar su asimilacién de nutrientes en medios enriquecidos (Cerdn et al.,
2018). Ademas, las microalgas acostumbran a acumular fosfatos de manera intracelular cuando se
encuentran en medios ricos en este nutriente lo que les permite continuar su divisidn celular aunque
ya no haya fésforo disponible en el medio y adicionalmente contribuye a que existan remociones

rapidas de este (Fallahi et al., 2020).
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Cuadro 17

Remocion de Fosfatos con Indculo de Laguna Monte Redondo

Dia 1 Fosfatos Dia 5 Fosfatos Dia 10 Fosfatos Reduccién Remocion
Variable (mg/L) (mg/L) (mg/L) mg/L (%)
Rep 1 178 208 120 58 32.58
Rep 2 209 180 125 84 40.19
Media 193.5 194 122.5 71 36.39
D.E 21.92 19.8 3.54 18.38 5.38

La remocion de nitratos durante la fase de tratamiento con el indculo de la laguna de Monte
Redondo alcanzé valores promedio de reduccion de 1.85% equivalentes a 2.8 mg/L al finalizar el
tiempo de retenciéon. Ruiz-Marin et al. (2010) obtuvo resultados similares de remocidn de nitratos al
inocular cepas de S. obliquus y Chlorella sp. en aguas residuales domésticas, donde los valores no
variaron significativamente después del tratamiento. Esta baja remocién de nitratos es consecuente
con lo reportado por Hyenstrand et al. (2000) quien comprobd que la forma preferencial de absorcion
de nitrégeno para las algas es el amonio debido a que la energia que es necesaria para asimilar en
nitrégeno en esta forma es menor que en forma de nitrato.

Cuadro 18

Remocion de Nitratos con Inéculo de Laguna de Monte Redondo

Dia 1 Nitratos Dia 5 Nitratos Dia 10 Nitratos Reduccion Remocidn
Variable (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
Rep 1 154.385 156.39 155.073 0.000 0.00
Rep 2 151.95 155.55 146.343 5.608 3.69
Media 153.17 155.97 150.71 2.8 1.85
D.E. 1.72 0.59 6.17 3.97 2.61

Elindculo de la laguna de oxidacidn logrd resultados similares a los obtenidos por el de Monte
Redondo, donde se alcanzé un porcentaje de 30.4% de remocion y 51.7 mg/L en promedio del
efluente agricola. Se observan valores diferentes en las mediciones iniciales de los fosfatos que
pueden ser atribuidos a las diferentes composiciones del medio donde fueron cultivados los indculos

durante la primera fase.
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Estos resultados concuerdan con el experimento realizado por Ruiz et al. (2011) donde se
encontraron que los valores maximos de remocién de fosfatos tras el mismo tiempo de retencién (10
dias) eran alrededor de 30 mg/L con una cepa asilada de Chlorella sp. Por otro lado, Michelon et al.
(2016) reportaron remocidn de hasta 100% en sus reactores inoculados con cultivos mixtos extraidos
de lagunas de tratamiento terciario para los efluentes porcinos y que contenian igualmente,
dominancia de Chlorella sp., este resultado difiere del obtenido en este estudio en cuestion de
porcentaje pero esta diferencia es atribuible a las concentraciones iniciales que se usaron en el estudio
en mencion que fueron de al redor de 10 mg/L provenientes de aguas residuales ya tratadas de una
granja porcina.

Se observaron valores diferentes en el total de remocién que existid para cada uno de los
indculos, esta desigualdad podria ser atribuida a que el inéculo de los reactores de la laguna de
Oxidacién tenia una mayor cantidad de fosforo. Esto pudo retrasar ligeramente la necesidad de las
microalgas de recurrir al efluente agricola para suplirse de este nutriente, sin asi detener su
crecimiento en biomasa que fue superior al de Monte Redondo.

Valores de 0.01 mg/L de fésforo son suficientes para promover el crecimiento de las
microalgas en los ambientes naturales. Por lo que los valores altos de disponibilidad de este nutriente
remueven la barrera de crecimiento de este indculo que proviene de agua dulce y normalmente se ve
limitado por la disponibilidad del fésforo (Garcia, 2016). Por otro lado, se ha identificado que para la
produccién de 1 gramo de biomasa de microalgas se necesitan 0.063 g de nitréogeno y que una relacidn
de carbono, nitrégeno y fosforo de 106 C: 16 N: 1 P, son las mejores para el crecimiento de estos

microorganismos (Grobbelaar, 2010; Sukla et al., 2019).
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Remocion de Fosfatos con Indculo de Laguna de Oxidacion

41

Variable Dia 1 Fosfatos Dia 5 Fosfatos Dia 10 Fosfatos Reduccién Remocion
(mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
Rep 1 156 116 114 42 26.92
Rep 2 181 167 119.5 61.5 33.98
Media 168.5 141.5 116.75 51.75 30.45
D.E 17.68 36.06 3.89 13.79 4.99

Similar a los resultados del inéculo de Monte Redondo, el cultivo mixto de la laguna de

Oxidacién no tuvo un efecto mayor al 5% en remocién de nitratos. Las diferencias en los valores

iniciales de nitratos se pueden atribuir, al igual que con los fosfatos, a la composicién del medio de

cultivo que es diferente para cada inéculo utilizado. Asi mismo, la diferencia que existe entre la

remocion de nitratos de los dos indculos puede ser atribuida a la actividad de bacterias desnitrificantes

gue pudiesen estar presentes en el cultivo y que son frecuentes en sistemas de lagunas facultativas.

Estas bacterias logran convertir los nitratos en amonio que si puede ser consumido por las microalgas

como parte de la asimilacion de sus proteinas y otros procesos metabdlicos (Michelon et al., 2016)

Cuadro 20

Remocion de nitratos con indculo de laguna de Oxidacion

Dia 1 Nitratos Dia 5 Nitratos Dia 10 Nitratos Reduccion Remocién
Variable (mg/L) (mg/L) (mg/L) (mg/L) (%)
Rep 1 131.0975 137.08 118.845 12.253 9.35
Rep 2 130.2725 137.04 123.967 6.306 4.84
Media 130.69 137.06 121.41 9.28 7.1
D.E. 0.58 0.03 3.62 4.21 3.19

Los cultivos mixtos en microalgas representan una alternativa para el tratamiento de los

efluentes que se generan en la unidad productiva de oleicultura intensiva si se combina con otros

tratamientos bildgicos como bacterias desnitrificantes. Igualmente, se reconocid que el fésforo es el

nutriente mas demandado en cuestidon de volumen por las microalgas en cuerpos de agua dulce,
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haciendo eficiente su remocién en los residuos. Adicionalmente, se reconoce que el uso de los cultivos
mixtos como alternativa a las cepas puras de microalgas representan una opcion mas realizable,
econdmica y accesible gracias a su facil obtencién y mantenimiento. Igualmente considerando, que
tienen rendimientos muy similares a la hora de tratar los efluentes y que tienen alto potencial para la

obtencidn de biomasa o productos como el biodiesel de los mismos crecimientos algales.
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Conclusiones
Las diferentes dinamicas de operacidn de las lagunas seleccionadas para el estudio
influyen en la diversidad y abundancia de especies de microalgas encontradas. Las especies Chlorella
sp. y Scenedesmus obliquus fueron dominantes en la laguna de oxidacién, mientras que, en el cultivo
obtenido de la laguna de produccidn acuicola de Monte Redondo, se encontrémayor diversidad de
especies, predominando Scenedesmus sp.

Bajo las condiciones adecuadas de luz, temperatura y nutrientes, ambos inéculos mixtos de
microalgas tuvieron la capacidad de reproducirse satisfactoriamente utilizando dos medios de cultivo
con proporciones de nutrientes diferentes. Sin embargo, la eficiencia de los medios de cultivo en el
desarrollo de biomasa se ve influida por el origen del indculo y las especies de microalgas
predominantes en estos.

Se identificd el potencial de ambos indculos mixtos para la remocion de fosfatos en el efluente
agricola, teniendo rendimientos muy similares a cepas puras con valores de remociéon promedios del
30% de, lo que denota que estos representan una alternativa viable en procesos de ficorremediacion.

La eficiencia en la remocidn de los nitratos es inferior al valor obtenido para fosfatos.
Esto se puede deber a la disponibilidad del nitrégeno en el medio de cultivo requerido para el
mantenimiento del inéculo y la conversion de otras fuentes de nitrégeno por parte de las bacterias

nitrificantes en sus procesos simbidticos dentro del fotobiorreactor.
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Recomendaciones
Realizar el experimento incluyendo diferentes efluentes de la produccién
agropecuaria como aguas residuales porcinas.

Realizar una comparacioén in-situ entre los cultivos mixtos y una cepa asilada en laboratorio
para comparar las capacidades de remocién de nutrientes bajo las mismas condiciones.

Repetir el experimento tomando en cuenta otras variables clave como la presencia de
bacterias desnitrificantes, la remocién de amonio, concentraciones celulares y de clorofila.
Condiciones 6ptimas de laboratorio como suministro de gases constante y agitacién de los reactores.

Utilizar el indculo de la laguna de oxidacién por su potencial de remocién de fosfatos para un

tratamiento de los efluentes que se generan en los invernaderos de Zona 3 en lagunas de depuracion.
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Compuesto Cantidad
cloruro de calcio dihidrato 36,7 mg/L
acido citrico 5,6 mg/L
fosfato de hidrégeno dipotasico 31,4 mg/L

ETDA de magnesio disédico 1mg/L
citrato de amonio férrico 6 mg/L
sulfato de magnesio 36 mg/L
carbonato de sodio 20 mg/L

nitrato de sodio

1,5g/L




Anexo B

Disefio Experimental Fase de Escalamiento

Tres repeticiones
del experimento
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Anexo C

Metodo de Recoleccion del Lixiviado
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