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Resumen de la tesis que presenta Julio Enrique Ramos Chévez, como requisito parcial para
la obtencion del grado de Maestro en Ciencias en Acuicultura.

Tratamiento de efluentes de una planta piloto de produccidn hiper intensiva de tilapia
nilética con dos cepas de microalgas

Resumen elaborado por:

Julio Enrique Ramos Chavez

El constante crecimiento de la industria acuicola y la disminucion del recurso hidrico,
han conducido al avance de nuevas técnicas de produccion enfocadas a la optimizacion
del uso del agua. En este sentido, los sistemas de recirculacién acuicola (SRA) se
desarrollaron para optimizar el uso de este recurso, con un recambio diario < 10% del
volumen total del agua. Estos sistemas son una herramienta en la produccién de
especies de valor comercial como la tilapia nilética (Oreochromys niloticus). La alta
demanda en el mercado y las caracteristicas especificas de la especie permiten cultivar
en densidades de hasta 120 kg/m® en SRA. Sin embargo, el uso de SRA para
produccion hiper intensiva se caracteriza por la generacion de altas concentraciones de
nutrientes en sus efluentes, como el nitrégeno amoniacal total (NAT), nitritos (NOy),
nitratos (NO3) y fosfatos (PO4). Por lo anterior, el objetivo de este trabajo fue evaluar la
capacidad de remocion de nutrientes (NAT, NO,, NO3 y PO,) y la produccion de
biomasa de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus en sistemas de
cultivos estéaticos y semicontinuos utilizando efluentes crudos generados en un SRA.
Las cepas de microalgas S. obliquus (SCO1) y C. vulgaris (CLV2) fueron obtenidas de
la coleccion del cepario del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada,(CICESE). La fraccion disuelta de los
efluentes obtenida de los SRA se coloco en garrafones de plastico con una capacidad
de 19 litros. La capacidad de remocion de nutrientes de las microalgas en sistemas
estaticos se evalu6 usando 3 diferentes tratamientos (sintético, clorado y no clorado), se
realizaron 3 bioensayos para cada especie en condiciones no controladas de luz y
temperatura por un periodo 7 dias. En los sistemas semicontinuos la capacidad de
remocién de nutrientes de las 2 especies de microalgas, se evalué en un volumen total
de 17 litros en condiciones controladas de luz (7,500 + 400 Lux) y temperatura (20 = 0.6
°C) durante 17 dias, utilizando un control y 1 tratamiento de efluente no clorado por
cada especie de microalga. En los sistemas estéticos la capacidad de crecimiento de C.
vulgaris (< 4 X 10° cél/ml) fue menor que la de S. obliquus (> 4 X 10° céliml). La



dinAmica de absorcién de nutrientes fue diferente en cada uno de los bioensayos,
debido a la naturaleza cambiante del efluente. Cuando se registraron concentraciones
de NAT en el efluente, el consumo se llevé a cabo en 24 h en las 2 especies. Los NO
registraron un aumento en concentracion en los 3 tratamientos con las 2 especies. La
remocion de NO3 fue < 50% en los 3 tratamientos con las 2 especies. Por otro lado, el
consumo de PO, fue > 60% con S. obliquus en los 3 tratamientos, mientras que con C.
vulgaris fue > 98 % solo en el efluente sintético. En los sistemas semicontinuos S. obliquus
resistio las condiciones de estrés ocasionadas por las diluciones, mientras que C.
vulgaris solo permanecié durante 11 dias. La capacidad de remocion al dia 17 para S.
obliquus fue del 100% de NAT, 97.2 % de NO,, 35.8% de NO3z y 20.4% de PO,. La
remocion con C. vulgaris al dia 11 fue de 100% de NAT, 18.7% para NO;, 0% de NO3z y
48.6% de PO,.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, efluente, nutrientes



Abstract of the thesis presented by Julio Enrigue Ramos Chavez, as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Aquaculture.

Effluent treatment of hyper intensive pilot production plant of nile tilapia with two strains
of microalgae

Abstract by:

Julio Enrigue Ramos Chéavez

The steady growth of the aquaculture industry and the decline of water resources have
led to the development of new production techniques aimed to optime the water
resource. Recirculating aquaculture systems (RAS) were developed to optimize the use
of this resource operating with daily exchanges < 10% of the total water volume. RAS
are currently used in the production of commercially valuable species such as Nile tilapia
(Oreochromys niloticus). One of the most important characteristics of the RAS is the
ability to grow fish in small spaces at high densities (up to 120 kg/m®). However, RAS
are characterized by the production of high concentration of nutrients in the effluent, as:
total ammonia nitrogen (TAN), nitrite (NOy), nitrate (NO3) and phosphate (PO,).
Therefore, the aim of this study was to evaluate the removal nutrient capability (NAT,
NO,, NO3; and PO,) and biomass production of two species of microalgae: Chlorella
vulgaris and Scenedesmus obliquus in two different culture techniques, batch and
semicontinuous using RAS effluents. Microalgaes S. obliquus (SCO1) and C. vulgaris
(CLV2) were obtained from the collection of the Department of Aquaculture microalgae
collection. The RAS effluents were placed in plastic container (19 ). In the first
experiment, the microalgae removal nutrient capacity was evaluated in batch culture
systems using 3 different treatments: treatment 1. synthetic effluent, treatment 2:
chlorinated effluent and treatment 3: non-chlorinated effluent. Three bioassays for each
species were carried out in outdoor conditions for 7 days. In the second experiment one
bioassay was designed to evaluate the nutrient removal capability of both microalgae
species in a semicontinuous culture system under controlled light (7,500 + 400 lux) and
temperature conditions (20 £ 0.6 ° C) for 17 days period. Three treatments were
evaluated in this experiment: treatment 1 control, treatment 2 non-chlorinated effluent
with SCO1, and treatment 3 non-chlorinated effluent with CLV2. In the batch culture
systems C. vulgaris (<4 X 10° cells / ml) cell density was lower than S. obliquus (> 4 X
10° cells / ml). Nutrient uptake was different in each of the bioassays in experiment 1



iv

due to the changing nature of the effluent. NAT was removed in 24 h by both microalgae
species. The NO, concentration increase with time recorded in the 3 treatments in all
bioassay for species. The NO3 removal was <50 % in the 3 treatments in all bioassays
for both species. The PO, removal was> 60% for S. obliquus in the 3 treatments, and C.
vulgaris was >98% only in the synthetic effluent. When S. obliquus was cultured in
semicontinous systems was able to grow for the duration of the bioassay (17 days),
meanwhile C. vulgaris only remained viable for 11 days in the same culture conditions.
The nutrient removal capacity at day 17 for S. obliquus was NAT 100%, 97.2% of NO,
NO3 35.8% and 20.4% of PO,4. The nutrient removal with C. vulgaris at 11 days was
NAT 100%, 18.7 % of NO,, NO3 0 % and 48.6% of PO,.

Keywords: Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus, effluent, nutrients
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Capitulo 1. Introduccion

La acuicultura es una actividad econdémica importante y es considerada como uno de
los sectores productivos de mayor desarrollo en los ultimos afios a nivel mundial (FAO,
2012). El desarrollo de la actividad acuicola se debe al rdpido crecimiento de la
poblaciéon mundial, lo que genera la necesidad de producir una mayor cantidad de
alimento. La pesca de captura y la acuicultura en 2010 suministraron 148 millones de
toneladas de productos acuaticos (FAO, 2012), de los cuales 128 millones de toneladas
se destinaron al consumo humano. En 2011, la produccion de productos acuicolas se
incrementd a 154 millones. En un futuro, la produccion alcanzada por la acuicultura
superara a los volimenes de pesca de captura (Avilés-Quevedo y Vasquez-Hurtado,
2006). En México, la acuicultura ha adquirido gran importancia en los ultimos afios, al
grado de ser considerada como una actividad primaria (Fitzsimmons, 2000), cuyo
principal objetivo es producir en forma eficiente organismos acuaticos en términos de
produccion y costos en sistemas controlados (Alvarez Torres et al., 1999; Ponce-
Palafox et al., 2006).

La acuicultura tiene una repercusion directa en la sociedad, generando en forma
paralela un incremento de la actividad econémica y en la produccion de alimento
(Miranda-Baeza, 2002). En afios recientes, el desarrollo de la acuicultura ha avanzado
debido al desarrollo de nuevos sistemas de produccién acuicola los cuales han
mejorado e incrementado notablemente la produccion acuicola. La produccion acuicola
se clasifica en base al grado de tecnificacion como: extensiva, semi intensiva e
intensiva (Avault, 1996). La acuicultura de nivel extensivo se caracteriza por el uso de
un bajo nivel tecnolégico y de inversién, con el uso de grandes volimenes de agua y
baja produccién por unidad de area con minima intervencién humana (Pillay y Kutty,
2005; Lekang, 2007). Los sistemas semi intensivos, requieren un nivel intermedio de
tecnologia e inversion, con una mayor produccion por unidad de area y mayor
intervenciéon humana (Pillay y Kutty, 2005; Lekang, 2007). Los sistemas intensivos
tienen como caracteristicas principales el cultivo de organismos acuaticos en altas
densidades por unidad de area o volumen, con una mayor tecnologia e inversion

(Lekang, 2007). Como consecuencia del constante crecimiento de la industria acuicola
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continental a nivel mundial y la disminucién del recurso hidrico (Bernal, 2007), los
avances en la técnicas de cultivo se han enfocado hacia la optimizacion del uso de este
recurso. Los sistemas de recirculacion acuicola (SRA) se desarrollaron para cumplir con
la optimizacion del uso del recurso hidrico (Losordo et al., 1998; Masser et al., 1999;
Timmons et al., 2002). Los SRA se encuentran clasificados dentro de los sistemas
intensivos de produccion acuicola. La principal ventaja que caracteriza a los SRA es
que < 10% del volumen total del agua se recambia diariamente y, por medio de cinco
diferentes operaciones unitarias béasicas se lleva a cabo el reciclado vy
reacondicionamiento constante del agua (Losordo et al., 1998; Masser et al., 1999;
Timmons et al., 2002; Timons y Ebeling, 2010).

En la actualidad, los SRA son una herramienta para la produccién de especies de valor
comercial como la tilapia nilética (Oreochromys niloticus) y sus hibridos. Esta es una de
las especies cultivadas mas populares por su crecimiento rapido, la resistencia a
condiciones adversas de la calidad del agua y a su palatabilidad. La alta demanda en el
mercado de esta especie y sus caracteristicas biologicas especificas hacen que pueda
cultivarse a densidades de hasta 120 kg/m® en SRA. Sin embargo, los SRA para la
produccion hiper intensiva de peces también se caracterizan por la generacion de
efluentes con altas concentraciones de nutrientes tales como: el nitr6geno amoniacal
total (NAT), nitritos (NO,), nitratos (NOg3), y fosforo en forma de fosfatos (PO,)
(Piedrahita, 2003; Sugiura et al., 2006). Los dafios generados por las descargas de
efluentes de los sistemas acuicolas se presentan principalmente en los ecosistemas
acuaticos receptores (Dvir et al.,, 1999), con dafios como la eutrofizacion y el
subsecuente deterioro del ecosistema en general (Beveridge, 1984; Lin et al., 1989). La
generacion de efluentes con altas concentraciones de nutrientes ha conducido al
desarrollo de diversos métodos de tratamientos, los cuales incluyen los tratamientos
fisicos, quimicos, biolégicos y mixtos (Oswald y Golueke, 1960; Oswald, 1998). Los
tratamientos convencionales de efluentes presentan la desventaja de que su eficiencia
depende del compuesto que se pretende remover; o que en ocasiones requiere de
procesos fisicos y quimicos que generan subproductos o contaminacion secundaria,
que implica el aumento de los costos de operacion (Oswald, 1998). Los procesos
biologicos en el tratamiento de efluentes incluyen el uso de diferentes grupos de

organismos, los cuales son externos al efluente a tratar. Los organismos utilizados en
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los tratamientos biolégicos se dividen en los grupos de: bacterias, hongos, algas,

protozoarios y metazoarios (Henze, 2002).

Actualmente, los métodos biolégicos dentro de los cuales se encuentran las microalgas,
pueden ser una opcion viable para el tratamiento de efluentes como los producidos en
la actividad acuicola (Lefebvre et al., 1996; Benjamas et al., 2003), debido a que
poseen la capacidad de asimilar compuestos inorganicos y contribuyen a la
restauracion del medio (Mallick, 2002). Los sistemas de cultivo de microalgas poseen
una versatilidad que permite que sean usadas en diferentes procesos, tales como el
tratamiento de efluentes, la produccion de alimento para organismos cultivados, la
agricultura, la industria farmacéutica y la industria cosmética, entre otras (De la Nole y
De Pauw, 1988). La utilizacién de los sistemas microalgales para el tratamiento de
efluentes tiene ventajas sobre los demas tipos de tratamientos debido a que no requiere

sistemas de produccion de alta tecnologia para su operacion.

En las microalgas, la capacidad para remover compuestos nitrogenados y fosfatos
depende de diversos factores tales como: (1) la concentracion inicial de nutrientes, (2)
la cepa de microalga, (3) la fuente de nutrientes, y (4) las caracteristicas del efluente
(De la Noie et al.,, 1992). Cuando la biomasa es cosechada y separada del efluente
tratado, el tratamiento de efluentes con microalgas no genera contaminacion adicional,
lo que permite reciclar eficientemente los nutrientes consumidos (De la Nole et al.,
1992). Por lo anterior, es necesario buscar aquellas especies de microalgas adecuadas
para la remocion de compuestos nitrogenados inorganicos y fosforo inorganico que
tengan gran capacidad de resistencia a condiciones adversas de cultivo para su uso
potencial en el tratamiento de efluentes generados en los SRA y que una vez utilizadas

brinden una alternativa de uso de acuerdo a su composicion proximal.

1.2. Antecedentes

El uso de microalgas en la remocion de nutrientes en efluentes es ampliamente
conocido, reportandose eficiencias de remocién mayores de 50% de fosfatos y
compuestos nitrogenados, principalmente con los géneros de Scenedesmus sp. y
Chlorella sp. (Serodes et al., 1986; Oswald, 1998; De la Noue y Proulx, 1988; Calzada
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et al., 1991; De la Noue et al., 1993; Cafiizares et al., 1994). La especie Scenedesmus
sp. presento6 eficiencias de remocion de 83-99% de nitrégeno (NH,4) y 99% de fosforo
(PO,4) (Xin et al., 2010). Los trabajos con C. vulgaris, en el tratamiento de efluentes
comenzaron con la remocion de nutrientes presentes en efluentes industriales, los
cuales se caracterizaban por presentar altas concentraciones de nitrégeno y fosforo
inorganico. En este tipo de efluentes Chlorella sp. se caracterizé por tener una gran
capacidad de remocién de nutrientes con eficiencias de hasta 50.2% para el nitrogeno
inorganico, y 85.75% del fosforo inorganico (Colak y Kaya,1998). Lau et al., (1996) en
trabajos anteriores report6é eficiencias de remocion mayores con C. vulgaris para el

nitrdgeno inorganico (86%) y eficiencias mas bajas del 70% para el fosforo inorganico.

En la actualidad, son numerosos los trabajos en donde diferentes especies de
microalgas se utilizan en el tratamiento de efluentes; sin embargo, este proceso no ha
sido llevado a cabo de igual forma en efluentes generados en la produccion acuicola.
Los efluentes son una fuente de nutrientes que permiten a las microalgas aumentar en
biomasa y remover compuestos nitrogenados y los fosfatos (Lefebvre et al., 1996). Lo
anterior abre la oportunidad para utilizar microalgas en la remocion de nutrientes y a la
vez usar los efluentes acuicolas como un medio de cultivo para la produccién de
biomasa algal. Hasta el momento, un gran nimero de especies de microalgas se han
evaluado en la remocion de nutrientes en diferentes condiciones de cultivo y con el uso

de diversos tipos de efluentes como lo mencionado por Pires et al., (2013) (Tabla 1).



Tabla 1. Uso de diferentes especies de microalgas en el tratamiento de efluentes. V volumen; DC dias de cultivo; T temperatura; L luz

Microalga Efluente NH, NO3 PO, Condiciones Referencia
experimentales
Botryococcus brauni Efluente 79.63% 100 % V=9L; DC=14 (Sydney et al., 2011)
domeéstico dias; T=25°C;
L=3500 Ix
Botryococcus brauni Efluente 80% V=500 ml; DC=12 (Hernandez-Carballoy
porcicola dias; T=25 °C; Marco-Parra 2003)
L=100 pE m?s*
Chlorella kessleri Efluente 19% V=100 ml; DC=72 (Leey Lee, 2001)
sintético h; T=30 °C L=45
pmol m? s™
Chlorella pyrenoidosa  Efluente soja 89.1% 70.3% V=500 ml; DC=5 (Suetal., 2011)
dias; T=27 °C;
=40.5 pmol m
S—l
Chlorella sp. Efluente 93.9% 80.9% V=251L,; DC=14 (Li et al., 2011)
municipal dias; T=25 °C;

L=50 pmol m? s

Nota: Los recuadros vacios indican que no se evalué laremocién del nutriente



Tabla 1. Uso de diferentes especies de microalgas en el tratamiento de efluentes (continuacion). V volumen; DC dias de cultivo; T

temperatura; L luz

Microalga Efluente NH, NO3 PO, Condiciones Referencia
experimentales
Chlorella Efluente de 95% 95% V=2L; DC=9 (Gonzalez et
vulgaris agro-industria dias; T=20 °C; al., 1997)
L=60 pmol m™
S-l
Chlorella Residuales de 92gm>h? T=27 °C; L=110 (Yun et al,,
vulgaris acero HE m?s? 1997)
Chlorella Efluente 97% 96% V= 2L; DC=14 (Peng et al.,
vulgaris sintético dias; T=30 °C; 2011)
L=3000 Ix
Haematococcus Efluente 100% 100% V=130 ml; DC=5 (Kang et al.,,
pluvialis pretratado dias; T=23 °C; 2006)
L=50 pmol
m2g?!
Neochloris Efluente 99% 100% V=400 ml; DC=7 (Wang y Lan,
oleoabundans sintético dias; T=30 °C; 2011)

L=1,280

lumenes

Nota: Los recuadros vacios indican que no se evalué laremocién del nutriente



Tabla 1. Uso de diferentes especies de microalgas en el tratamiento de efluentes (continuacién). V volumen; DC dias de cultivo; T

temperatura; L luz

Microalga Efluente NH, NO3 PO, Condiciones Referencia
experimentales

Phormidium Efluente 0.83gm=>h? 058 g m® V=24 L; Cultivo (Laliberte etal.,

bohneri doméstico ht abierto 1997)

Phormidium Efluente 82 % 85 % V=70 L; DC=30 (Dumas et al.,

bohneri acuicola dias; Cultivo abierto 1998)

Scenedesmus Residuales de 95 %

dimorphus agro-industria
Spirulina Residuales de 84-96 % 72-87 %
cerdo

V=2 L; DC=9 dias;
T=20 °C; L=60

pumol m? s

Raceway 24 m2;
DC=7 dias

(Gonzales et
al., 1997)

(Olguin et al.,
2003)

Nota: Los recuadros vacios indican que no se evalu6 la remocion del nutriente



1.3. Justificacién

Los trabajos utilizando microalgas para la remocién de nutrientes en efluentes son
diversos (Tabla 1). Sin embargo, cuando se aborda el uso de las microalgas en el
tratamiento de efluentes de origen acuicola, las referencias son escasas. Por ejemplo,
el uso de las diatomeas marinas (Skeletonema costatum y Chaetoceros spp.) que se
utilizaron en efluentes provenientes de cultivos intensivos acuicolas (Lefebvre et al.,
1996). La evaluacion de Phormidium bohneri utilizada en efluente generado en cultivo
de trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss), (Dumas et al., 1998). Trabajos con
Oscillatoria okeni y Chlorella vulgaris evaluadas en efluentes de cultivos de tilapia
(Attasat et al., 2012) y el uso de Platymonas subcordiformis evaluada en efluentes

obtenidos del cultivo de lenguado (Guo et al., 2013).

Por lo anterior, se abre la oportunidad para iniciar la evaluacién de especies de
microalgas con capacidad de remover la carga de nutrientes (NAT, NO2, NO3 y PO,) y
para la produccion de biomasa algal en efluentes crudos generados en la actividad
acuicola. El uso de microalgas como método bioldgico en el tratamiento de efluentes
implicaria una disminucién de los costos de operaciéon debido a la operacion sencilla y
al uso de efluentes crudos. A lo anterior se le suma la producciéon de biomasa algal
mediante el aprovechamiento de los nutrientes. Esta biomasa algal de acuerdo a su
composicion proximal podra ser aprovechada con diferentes fines. Por otro lado, se
busca disminuir el impacto ambiental causado por el vertido de los efluentes acuicolas
en los ecosistemas acuaticos y evitar problemas ambientales como la eutrofizacion. El
tratamiento de los efluentes podria ser el inicio de la recuperacién del < 10% del

volumen total de agua que es recambiado diariamente en los SRA.



1.4. Hipétesis

La producciéon de biomasa microalgal y la remocion de nutrientes en efluentes
provenientes de un SRA de produccion hiper intensiva de tilapia nilética se puede
realizar usando cultivos monoalgales de las especies Chlorella vulgaris y Scnedesmus
obliguus en sistemas de cultivos estaticos con condiciones no controladas y en

semicontinuos en condiciones controladas.
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Capitulo 2. Objetivos

2.1. Objetivo general

Evaluar la produccion de biomasa algal y la capacidad de remocion de nutrientes (NAT,

NO,, NO3 y PO,) de Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus, en sistemas de cultivos

estaticos y semicontinuos utilizando efluentes generados en un SRA de produccion

hiper intensiva de tilapia nilética.

2.2. Objetivos particulares

1.

Determinar la densidad celular de Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus,
producida en sistemas de cultivos estaticos en condiciones no controladas para el
tratamiento de efluentes crudos de un SRA.

Comparar la remocion de nutrientes (NAT, NO,, NO3; y PO,) presentes en
efluentes provenientes de un SRA, mediante el uso de C. vulgaris y S. obliquus
en sistemas de cultivos estaticos y semicontinuos.

Determinar la dinAmica de la concentracion de nutrientes en sistemas de cultivos
estaticos en condiciones no controladas y semicontinuos en condiciones
contraladas de luz y temperatura.

Elegir la especie con mejor capacidad de remocidon de nutrientes, adaptacion y
mayor produccion celular en sistemas de cultivos estaticos en condiciones no
controladas.

Determinar la composicion proximal de la biomasa algal producida de C. vulgaris
y S. obliquus en sistemas de cultivos estaticos para el tratamiento de efluentes de
un SRA.

Determinar la densidad celular producida de las microalgas C. vulgaris y S.
obliquus en un sistema de cultivo semicontinuo en el tratamiento de efluentes
provenientes de un SRA.

Elegir la especie con mejor capacidad de remocidon de nutrientes, adaptacion y
mayor produccion celular en un sistema de cultivo semicontinuo en condiciones

contraladas de luz y temperatura.
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Capitulo 3. Materiales y métodos

3.1. Obtencién de cepas y condiciones de cultivo

Las cepas de microalgas S. obliquus (SCO1) y C. vulgaris (CLV2) fueron obtenidas de
la coleccion del cepario del Departamento de Acuicultura del Centro de Investigacion
Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, Baja California (CICESE). La cepa de
S. obliquus se aisl6 de ambientes hipertréficos (aguas residuales) en Ensenada, Baja
California. La microalga C. vulgaris fue adquirida del Instituto de Microbiologia Aplicada
(IAM) de la Universidad de Tokyo (Bunkyo-Ku, Japan). Los cultivos de ambas
microalgas fueron escalados creciendo en tubos de ensayo (10 ml), matraces
Erlenmeyer (125 y 250 ml) y posteriormente transferidos a volumenes de 1 L en
matraces Fernbach. El medio de cultivo se esteriliz6 en una autoclave (Modelo 18-A-
16L Biomega, USA) a 121°C a una presion de 16 psi durante 30 minutos. Los cultivos
estaticos se mantuvieron en condiciones controladas de luz a una irradiancia de 7500 +
400 LUX con lamparas fluorescentes de luz blanca (PHILIPS, F40D/XPT. USA). El
medio de cultivo “f” fue preparado como lo recomendado por Guillar y Rither (1962). Los
cultivos se escalaron hasta un volumen total de 17 litros y mantenidos con un medio de

cultivo “F/2” comercial (Proline, Aquatic Eco-Systems, Florida. USA).

3.1.1. Caracteristicas generales de las especies

Las especies de microalgas del género Chlorella, son algas verdes unicelulares que
pertenecen al género Chlorophyta. Las caracteristicas principales son: forma esférica,
midiendo de 2 a 10 um de didmetro y no poseen flagelo. Las especies de microalgas
del género Scenedesmus, son microalgas pertenecientes a la clase Chlorophyceae.
Scenedesmus es un género comunmente encontrado en agua dulce, presenta
estructuras conocidas como cenobios de 4 hasta 8 células, con un tamafio promedio de
4 a 6 um, son de forma elipsoidal, obtusa, acusada y algunas con espinas, con
estructura colonial sin movilidad (Borowitzka y Lesley, 1998).



12

3.1.2. Determinacién de la densidad celular

La densidad celular se evalu6 por densidad éptica. Para la realizacién de las curvas de
calibracion de densidad celular de las 2 especies se hicieron diluciones de 0, 5, 10, 20,
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100% del volumen total. Las diluciones de las muestras se
colocaron en una microplaca de 96 pozos de 300 pl. La longitud de onda se determind
para las 2 especies con un barrido de 400 nm a 740 nm utilizando un espectrofotometro
(Modelo EPOCH, Biotek USA). La transmitancia Optima se obtuvo a 680 nm. y las
absorbancias obtenidas se graficaron contra la densidad celular. Para la obtencién de la
ecuacion de la recta y la R? se usé una regresion (Figuras 1y 2). En forma paralela la
densidad celular de cada una de las diluciones fue determinada en triplicado y por
conteo directo con una camara de Neubauer de 0.100 mm (HAUSSER SCIENTIFIC,
USA).

3.2. Calidad de agua

La calidad de agua se evaluo todos los dias en cada experimento, 7 dias (bioensayo )
y 17 dias (bioensayo Il). El nitrdgeno amoniacal total (NAT) se midié con el método de
azul de indofenol, los nitritos (NO;) por el método de disociacién con sulfanilamida y
naftiletilendiamina. Los nitratos (NO3) se midieron por la lectura directa 220 y 275 nm
por el método ultravioleta usando una microplaca de cuarzo. Los fosfatos (PO,4) se
midieron con el método del acido ascorbico (APHA, 1998). El nitrdgeno total (NT) se
midid por el método de persulfato de potasio (Adams, 1989). La alcalinidad se
determind por titulacion y el pH se determiné con un potenciometro (Modelo pH 10A,
EcoSense, China).

3.3. Formulacion del efluente sintético

Antes de iniciar cada bioensayo se caracterizo el efluente crudo para determinar la
concentracion de nutrientes y con esta informacion elaborar un efluente sintético que
serviria como efluente control. Para la formulacion del efluente sintético, se uso el

namero de Avogadro para igualar la concentracion del nitrdgeno amoniacal total (NAT),
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nitritos (NOy), nitratos (NO3) y fosfatos (PO,) previamente determinados en el efluente
crudo. El efluente sintético se elaboré con cloruro de amonio (NH4CI), nitrito de sodio
(NaNO.,), nitrato de sodio (NaNO3) y fosfato de potasio (KH2POy).

3.4. Andlisis proximales

Al finalizar cada bioensayo con cada una de las 2 especies de microalgas en los
sistemas estaticos (Bioensayo |), se filtraron muestras de la biomasa algal producida en
cada tratamiento, usando filtros de fibra de vidrio GF/A (45 mm) (Whatman, UK)
(Sorokin, 1973). Los filtros se colocaron en tubos de 1.5 ml y se mantuvieron en
nitrogeno liquido (-196°C) para su posterior andlisis (Figura 1). La extraccion de
carbohidratos se llevd a cabo con acido sulfurico, metodologia descrita por Whyte
(1987). La cuantificacion se realizO mediante la técnica descrita por Dubois et al.,
(1956). La extraccion de lipidos fue realizada con una mezcla de cloroformo-metanol-
agua, técnica descrita por Bligh y Dyer (1959). La cuantificacion fue determinada por el
método establecido de Pande et al., (1963). La concentracion de proteinas se llevé a

cabo mediante el método indirecto de nitrogeno total (Adams, 1989)
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a

Figura 1. Congelacion en nitrégeno liquido (-196°C) de las muestras filtradas para determinacion
proximal de C. vulgaris y S. obliquus.

3.5. Obtencién del efluente crudo

El efluente se obtuvo de un sistema de recirculacion hiper intensivo de tilapia nilética,
con una densidad aproximada de 95 kg/m®. Los peces se alimentaron con una dieta
comercial (Nutripec, PURINA, México), con una composicion de 32% de proteina y 16%
de lipidos. Los efluentes se obtuvieron directamente después de llevar a cabo los
retrolavados de los biofiltros. Una vez obtenidos los efluentes, estos fueron transferidos
a un tanque de 1 m®en donde se mantuvieron por un tiempo de residencia hidraulica de
3 horas para poder realizar la separacién de la fraccion particulada de la fracciéon
disuelta la cual seria utilizada para los bioensayos (Figura 2). La fraccion disuelta de los
efluentes se colocé en garrafones de plastico transparente con una capacidad de 19
litros y estos fueron separados de acuerdo a las caracteristicas de cada uno de los

tratamientos descrito abajo (sintético, clorado y no clorado).
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Figura 2. Obtencion del efluente del RAS para la separaciéon de la materia organica.

3.6 Toma de muestras

Los muestreos en cada bioensayo se llevaron a cabo diariamente durante los 7 dias
(cultivos estatico) y los 17 dias del cultivo semicontinuo, para la determinacién de la
densidad celular y la concentracion de nutrientes (NAT, NO,, NO y PO,), asi como
alcalinidad y pH. Un volumen de 14 ml fue centrifugado a 1500 rpm durante 15 minutos
para separar las células y la materia organica que se encontraban presentes en el

medio y poder realizar la determinacién de nutrientes por espectrofotometria.

3.7 Eficiencias de remocién

El porcentaje de remocion de nutrientes (NAT, NO,, NO3; y PO,), se calculd
considerando la relacién del valor inicial, respecto a la disminucién de la concentracion
obtenida al dia final de cada bioensayo. El porcentaje de produccién de NO,, fue
obtenido al relacionar la concentracion del dia inicial con respecto al incremento

presentado al dia ultimo de cada bioensayo.
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3.8. Disefio experimental

En este estudio se hicieron 2 experimentos: Experimento |, 3 bioensayos con C. vulgaris
y 3 bioensayos con S. obliquus, evaluando 3 tratamientos: Tratamiento | (efluente
sintético), tratamiento Il (efluente clorado) y tratamiento Il (efluente no clorado).
Experimento Il, un bioensayo donde se evaluaron 3 tratamientos: Tratamiento |, control
(efluente crudo), tratamiento Il, (C. vulgaris en efluente crudo) y tratamiento Il (S.

obliquus en efluente crudo).

3.8.1 Experimento |

La capacidad de remocion de nutrientes fue evaluada usando 2 diferentes especies de
microalgas: C. vulgaris. y S. obliquus en sistema de cultivo estatico. Se hicieron para
cada especie 3 bioensayos en diferentes tiempos, cada bioensayo tuvo 3 tratamientos
por triplicado (Figura 3). El tratamiento | fue un efluente sintético utilizado como control
positivo. El tratamiento Il fue un efluente clorado y neutralizado con tiosulfato de sodio
(NazS203) a las 24 h de haber agregado el cloro. El tratamiento Il fue el efluente crudo.
El inoculo inicial de microalgas fue de aproximadamente 8 x 10° cél/ml en cada uno de
los tratamientos. Los bioensayos se mantuvieron por 7 dias en un volumen total de 17

litros con aireacion constante en condiciones no controladas de luz y temperatura.
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Figura 3. Tratamientos por triplicado para evaluar la capacidad removedora de nutrientes de C.
vulgaris y S. obliquus en cultivo estético.

3.8.2 Experimento Il

Una vez identificada las fases de crecimiento y la respuesta de adaptacién a los
efluentes acuicolas de las microalgas C. vulgaris y S. obliquus, en la remocién de
nutrientes en cultivos estaticos, se continué con el establecimiento de cultivos

semicontinuos unialgales para las 2 especies.

La capacidad removedora de nutrientes de C. vulgaris y S. obliquus fue evaluada en un
cultivo semicontinuo monoalgal en un volumen de 17 litros en condiciones controladas
de luz (7,500 = 400 Lux) y temperatura (20 + 0.6°C) durante 17 dias (Figura 4). El
tratamiento | o control biolégico consisti6 en el efluente crudo sin inocular. El
tratamiento Il fue un efluente no clorado inoculado con 8 x 10° cél/ml de C. vulgaris. El
tratamiento Ill fue un efluente no clorado inoculado con 8 x 10° cél/ml de S. obliquus.
Para determinar la produccion de densidad celular y la capacidad removedora de
nutrientes de las 2 especies en el sistema semicontinuo, fue necesario llevar a cabo

diluciones de los cultivos del 30% del volumen total cada tercer dia. Las diluciones
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comenzaron una vez que los cultivos se encontraban en fase de crecimiento

exponencial.

Control

Figura 4. Tratamientos para evaluar la capacidad de remocion de nutrientes de C. vulgaris y S.
obliguus en sistema semicontinuo.

El agua con la que se hicieron las diluciones era el efluente crudo proveniente de los
SRA. El tiempo transcurrido entre las diluciones en los cultivos, se establecié con el
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objetivo de permitir a las células adaptarse a las nuevas condiciones del medio de

cultivo y al estrés a causa de la adicion de efluente nuevo.
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3.9. Analisis estadistico

En todos los datos se verificO que cumplieran los postulados de homogeneidad de

varianza, normalidad, y en su caso de linealidad (Zar, 1984).

La comparacion la tendencia de la densidad celular con respecto a los dias de cultivo
en los sistemas estaticos y sistemas semicontinuos en los diferentes tratamientos se
llevo a cabo con un andlisis de covarianza (ANCOVA). La evaluacion de la dinamica de
los nutrientes (NAT, NO,, NO3 y PO,) entre los 3 diferentes tratamientos y los dias de
cultivo en los sistemas estaticos y sistemas semicontinuos se llevé a cabo con un
analisis de covarianza (ANCOVA). La composicion proximal de proteinas, lipidos y
carbohidratos entre especies, tratamientos y experimentos se llevé a cabo usando un
andlisis de varianza (ANOVA) de 3 vias. Los datos de porcentaje de proteinas, lipidos y
carbohidratos previos a su andlisis se transformaron con la funcién arcoseno raiz
cuadrada. En los casos donde se encontraron diferencias significativas entre las medias
de cada uno de los diferentes tratamientos se llevd a cabo una prueba a posteriori
Tukey con un nivel de significancia de P < 0.05. Los analisis estadisticos se realizaron
con el programa SAS (SAS® Software 2007).
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Capitulo 4. Resultados

4.1. Curvas de calibracion para la determinacion de densidad celular

Las curvas de calibracion obtenidas para la determinacion celular de C. vulgaris y S.

obliquus se obtuvieron con una longitud de onda de 680 nm (Figuras 5y 6).

4.5

y =8.7725x - 0.4301
R?=0.998

Células/ml X 108
= N w
R N W N
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Figura 5. Curva de calibracién para la determinacién de densidad celular de C. vulgaris.
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Figura 6. Curva de calibracién para la determinacién de densidad celular de S. obliquus.
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4.2. Bioensayo | Chlorella vulgaris
4.2.1. Crecimiento microalgal (cél/ml)

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P = 0.0591) en el
crecimiento microalgal en los diferentes. El mayor crecimiento fue registrado (4.0 X 10°
+ 849,264 cél/ml) al dia 7 y el crecimiento mas bajo se presentd en el efluente no
clorado (2.6 X 10° + 140,680 cél/ml). La tendencia del crecimiento celular es explicada
en el modelo de regresion lineal (P < 0.001 R? = 0.7652) (Figura 7).

Crecimiento microalgal (cél/ml X 108)

Tiempo (Dias)

Figura 7. Valores promedio del crecimiento microalgal (cél/ml) en los tratamientos de efluente
sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro,
efluente no clorado.

No se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos (P = 0.7692) en la
0.7650) en la

tasa de crecimiento con respecto a los dias de cultivo en los tratamiento. La tasa mas

tasa de crecimiento. El analisis de covarianza no detecté6 cambios (P

alta de crecimiento se registro para el tratamiento de efluente sintético (0.78 + 0.08) y el
efluente no clorado (0.77 = 0.15). Sin embargo, a partir del dia 4 se presentaron
disminuciones en las tasas de crecimiento en los 3 tratamientos. La tendencia de la
tasa de crecimiento no se explica en el modelo de regresién lineal (P = 0.4269 R? = -
0.0058).
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4.2.2. Remocién de Nitrégeno Amoniacal Total (NAT)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.2786) en la remocién de NAT entre
los tres tratamientos. El andlisis de covarianza no detecté cambios (P = 0.1343) en la
concentracion de NAT (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. Las
concentraciones iniciales fueron bajas 0.079545 + 0.005 mg/l (efluente sintético),
0.15538 £ 0.05 mg/l (efluente clorado) y 0.115835 + 0.04 mg/l (efluente no clorado). El
consumo total de NAT se llevé a cabo en las primeras 24 horas en los tratamientos de
efluente sintético y efluente no clorado. La tendencia en la concentracion de NAT no es
explicada en el modelo de regresién lineal (P = 0.0811 R? = 0.0292) (Figura 8).

0.6
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NAT (mg/1)
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Figura 8. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitrégeno amoniacal total (NAT) en los
tratamientos de efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo
efluente clorado y cuadro, efluente no clorado.
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Las eficiencias de remocién en los tratamientos fueron: 90.5% (efluente sintético),

64.9% (efluente clorado) y 100%(efluente no clorado) (Figura 9).
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Figura 9. Valores promedio de la eficiencia de remocidn de nitrégeno amoniacal total (NAT) en los
3 tratamientos. Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente
no clorado.

4.2.3. Nitritos (NO>)

Se encontraron diferencias significativas (P = 0.0055) en la concentracion de NO; entre
tres los tratamientos. El andlisis de covarianza detectdé cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de NO, (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. En el dia 0 las
concentraciones registradas en los tratamientos fueron de 0.210 £ 0.002 (mg/l) en el
efluente sintético, 0.201 + 0.014 (mg/l) efluente no clorado y 0.048 + 0.004 (mg/l) para
efluente clorado. Durante los siete dias del bioensayo se registré la produccion de NO»,
con la mayor produccion al dia 7 registrada en el efluente no clorado (0.902 + 0.036
mg/l). La tendencia en las concentraciones de NO; es explicada en el modelo de
regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.7211) (Figura 10).
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Figura 10. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitritos (NO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

En los 3 tratamientos se presentd un aumento en la concentracion de NO,, de 210%

(efluente sintético), 1,781% (efluente clorado) y 235%(efluente no clorado) (Figura 11).
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Figura 11. Valores promedio de la eficiencia de remocion de nitritos (NO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.2.4. Remocion de nitratos (NO3)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la remocion de los (NOs). El
andlisis de covarianza detect6 cambios (P < 0.0001) en la concentracion de NO3 (mg/l)
con los dias de cultivo entre los tratamientos, con tendencias similares entre los
tratamientos de efluente clorado y no clorado. La concentracion inicial mas alta se
registré en el efluente sintético (84.4 + 2.1 mg/l), alcanzando una concentracion final de
65.1 £ 3.7 mg/l. Las concentraciones iniciales registradas para los tratamientos de
efluente clorado y no clorado fueron de 68.6 + 2.1 mg/y 67.6 £ 0.6 mg/l, obteniendo las
menores concentraciones en el dia 7 con 51 #1.2 mg/l y 51.4 £ 0.9 mgll,
respectivamente. Las tendencias en la concentracion de NO3 no se explica en el modelo
de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.3566) (Figura 12).
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Figura 12. Valores promedio de la concentraciéon (mg/l) de nitratos (NOs) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

Se registrd la remocion de NOj; a lo largo de los siete dias del bioensayo en los 3
tratamientos. Las eficiencias registradas fueron de 22.8% en el efluente sintético, 25.5%

en el efluente clorado y 23.9% para el efluente no clorado (Figura 13).
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Figura 13. Valores promedio de la eficiencia de remocién de nitratos (NO3z) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.

4.2.5. Remocion de fosfatos (POy)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la remocion de PO, entre los
tratamientos donde la remocion fue mayor en el efluente artificial que en el clorado y no
clorado El analisis de covarianza detecté6 cambios (P < 0.0001) en la concentracién de
PO, (mg/l) con los dias de cultivo entre los tratamientos. Las concentraciones iniciales
registradas en el efluente sintético fueron 1.093 + 0.031 (mg/l), en el efluente clorado
1.733 + 0.022 (mg/l) y en el efluente no clorado de 1.733 + 0.038 (mg/l). En los 3
tratamientos se registro una disminucion en la concentracion de PO, con respecto a los
dias. Sin embargo, la remocion total de PO, se registro en el efluente sintético en el dia
4. La tendencia en la concentracion de PO, se explica parcialmente en el modelo de
regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.5283) (Figura 14).



28

2.5 -
I\
2_/I d
1
=15
-1+
£ T
NJ 4 T
g 1
I
0.5 -
0 —T——— A
0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (Dias)

Figura 14. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de fosfatos (PO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

Las eficiencias de remocion fueron de 100% para el efluente sintético, alcanzando el
consumo total en el dia 4. En los tratamientos de efluente clorado y no clorado las
eficiencias incrementaron con respecto al tiempo alcanzando eficiencias totales de
66.3% (efluente clorado) y 60.1% (efluente no clorado) (Figura 15).
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Figura 15. Valores promedio de la eficiencia de remocién de fosfatos (PO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.2.6. Alcalinidad (CaCOy3)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) entre los tratamientos. El andlisis
de covarianza detectd (P < 0.0001) en la concentracién de CaCO3; (mg/l) con los dias
de cultivo en los tratamientos. Las tendencias registradas en los tratamientos de
efluente clorado y no clorado fueron similares y diferentes del efluente sintético,
registrando concentraciones iniciales CaCO3; (76.6 = 5.7 mg/l), a diferencias de la
concentracion registrada en el tratamiento de efluente sintético (150 = 10 mg/l). La
tendencia en las concentraciones de CaCO3; no se explica en el modelo de regresion
lineal (P = 0.0102 R? = 0.0777) (Figura 16).
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Figura 16. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de alcalinidad (CaCO3) en los tratamientos
de efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

4.2.7. pH

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.0904) entre los tratamientos. El
analisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en los valores de pH con los dias
de cultivo en los tratamientos. La tendencia observada entre los 3 tratamientos fue
similar durante el cultivo. En los 3 tratamientos los valores iniciales de pH se registraron
en 8.6 + 0.062 en el efluente sintético, 8.4 + 0.020 en el efluente clorado y 8.3 £ 0.056
para el efluente no clorado. A lo largo del bioensayo se registré un incremento en el pH.
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El valor mas alto de pH registrado fue de 10 + 0.098 (efluente clorado) al dia 7. En la
tendencia de pH entre los tratamiento con respecto al tiempo se explica en el modelo de
regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.7909) (Figura 17).
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Figura 17. Valores promedio de la concentracién (mg/l) de pH en los tratamientos de efluente
sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro,
efluente no clorado.

4.3. Bioensayo Il Chlorella vulgaris

4.3.1. Crecimiento microalgal (cél/ml)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) entre los tratamientos. El analisis
de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la densidad celular (cél/ml) con los dias
de cultivo. Las tendencias fueron similares en los tratamientos de efluente sintético y
efluentes clorados pero diferentes del efluente no clorado. La densidad celular mas alta
se registr6 en el efluente clorado (4 X 10° + 578,409 cél/ml). La densidad méas baja se
registr6 en el efluente no clorado (1.9 X 10° + 672,716 cél/ml). El aumento de la
densidad celular durante el cultivo en los tratamientos se explica en el modelo de
regresion lineal (P < 0.0001 y R? = 0.6618) (Figura 18).
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Figura 18. Valores promedio del crecimiento microalgal (cél/ml) en los tratamientos de efluente
sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro,
efluente no clorado.

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.0948).en las tasas de crecimiento
entre los tratamientos El andlisis de covarianza detecté cambios (P = 0.1197) en la tasa
de crecimiento con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. En los tratamiento
de efluente sintético y efluente clorado se registré un aumento constante en la tasa de
crecimiento, obteniendo la mayor tasa de crecimiento al dia 4 con 0.67 + 0.076 (efluente
sintético) y al dia 5 con 0.58 + 0.094 (efluente clorado). EI comportamiento de la tasa de
crecimiento no se explica en el modelo de regresion lineal (P = 0.2928 R? = 0.0020).

4.3.2. Remocion de nitrogeno amoniacal total (NAT)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.2053) en la remocién de NAT entre
los tratamientos El analisis de covarianza detectd cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de NAT (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. Las
concentraciones iniciales fueron de 0.368 + 0.022 mg/l (efluente sintético), 0.398 *
0.026 mg/l (efluente clorado) y 0.388 £ 0.007 mg/l (efluente no clorado). EI consumo
total se registro en las primeras 24 h de cultivo Unicamente en el tratamiento de efluente

sintético, mientras que en el efluente clorado en las primeras 24 h se obtuvo una
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concentracion de 0.022 + 0.002 mg/l. En el efluente no clorado el consumo total de NAT
se presento hasta el dia 5 de cultivo. La tendencia en la concentracion de NAT en los
tratamientos no es explicada en el modelo de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.4034)

(Figura 19).
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Figura 19. Valores promedio de la concentracidon (mg/l) de nitrégeno amoniacal total (NAT) en los
tratamientos de efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo
efluente clorado y cuadro, efluente no clorado.

Las eficiencias mas altas de NAT se presentaron en las primeras 24 h de cultivo en el
efluente sintético (100%) y efluente clorado (94.6%). En el efluente no clorado la

eficiencia de remocién total fue de 76.6% (Figura 20).
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Figura 20. Valores promedio de la eficiencia de remocidn de nitrogeno amoniacal total (NAT) en
los 3 tratamientos. Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde,
efluente no clorado.

4.3.3. Nitritos (NO>)

Se encontraron diferencias significativas (P = 0.0029) en las concentraciones de NO
entre los tratamientos. El analisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de NO, (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos,
presentandose tendencias similares entre los tratamientos de efluente sintético y
clorado y diferentes al efluente no clorado. En el dia 0 las concentraciones registradas
en los fueron de 0.360 + 0.005 (mg/l) en el efluente sintético, 0.415 + 0.025 mg/l en el
efluente no clorado y 0.199 + 0.030 (mg/l) para el efluente clorado. La produccién méas
alta se encontrd en el dia 7 de cultivo, en los tratamiento de efluente sintético (0.680 +
0.185 mg/l) y el efluente clorado (0.703 = 0.007 mg/l). La tendencia en las
concentraciones de NO, no es explicada en el modelo de regresion lineal (P < 0.0001
R? = 0.3242) (Figura 21).
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Figura 21. Valores promedios de la concentracién (mg/l) de nitritos (NO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

En el tratamiento de efluente no clorado se presentd una baja eficiencia de remocion
(7.75%) de NO,. En los tratamiento de efluente sintético y efluente clorado se registrd
una produccion de NO, con respecto al tiempo de cultivo, con aumentos de 89.02%

(efluente sintético) y 257.2% (efluente clorado) (Figura 22).
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Figura 22. Valores promedios de la eficiencia de remocién de nitritos (NO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.3.4. Remocion de nitratos (NO3)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.2139) en las remocion de NO3 entre
los tratamientos. El anadlisis de covarianza detectdé cambios (P = 0.2425) en la
concentracion de NOs (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos,
registrando tendencias similares entre los tratamientos. La concentracion en el dia
inicial fue de 69.6 + 1.2 (mg/l) en el tratamiento de efluente sintético, 66.2 + 5.5 (mg/l)
en el efluente clorado y 68 = 2.6 (mg/l) para el efluente no clorado. La concentracion
mas baja se registré en el dia 2 para el efluente no clorado (57.2 £ 1.6 mg/l). La
tendencia en las concentraciones no es explicada en el modelo de regresion lineal (P=
0.2964 R? = 0.0015) (Figura 23).
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Figura 23. Valores promedios de la concentracion (mg/l) de nitratos (NO3) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

La remocién de NO3 Unicamente se registrd en los tratamientos de efluente sintético y
clorado, con eficiencias de 11.08% y 5.15%, respectivamente. En el efluente clorado se
presentd un aumento de 1.27%, donde se observO wuna dinamica de

consumo/produccion durante el bioensayo (Figura 24).



36

100 +

(o)
o
1

D
o
1

IS
o
1

N
o o
l 1
H
=
-
.I
.|

Eficiencia de remocion (%) de NO,

R
o
1
=
H

i
o
L

Tiempo (Dias)

Figura 24. Valores promedio de la eficiencia de remocién de nitratos (NO3) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.

4.3.5. Remocion de fosfatos (POy)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en las remocién de PO4 entre los
tratamientos. El andlisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de PO, (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos, con
tendencias similares entre los tratamientos. El consumo total se registr6 en el
tratamiento de efluente sintético, el cual presenté una concentracion inicial de 1.621 +
0.047 (mg/l). Los tratamientos de efluente clorado y efluente no clorado registraron una
concentracion inicial de 1.633 + 0.037 (mg/l) y 1.727 £ 0.204 (mg/l), respectivamente,
sin presentar un consumo total. La tendencia en la concentraciéon de PO, es explicada
parcialmente en el modelo de regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.5790) (Figura 25).
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Figura 25. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de fosfatos (PO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

Las eficiencias de remocion incrementaron con respecto al tiempo, detectando la mas
alta en el tratamiento de efluente sintético con 98.8%. En los tratamientos de efluente
clorado y no clorado las eficiencias registradas fueron de 45.3% y 49.3%,

respectivamente (Figura 26).
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Figura 26. Valores promedio de la eficiencia de remocién de fosfatos (PO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.



38

4.3.6. Alcalinidad (CaCOy3)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en las concentraciones de CaCOs3
entre los tratamientos. El andlisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de CaCO3z (mg/l) en los dias de cultivo entre los tratamientos. Las
tendencias en las concentraciones de CaCOg fueron similares en los tratamientos de
efluente clorado y no clorado durante los 7 dias de cultivo, con concentraciones iniciales
de 80 y 76.6 £ 5.7 (mg/l), respectivamente y diferentes al efluente sintético. Las
concentraciones de CaCOj registradas durante todo el cultivo en el tratamiento de
efluente sintético, fueron las mas altas con respecto a las concentraciones registradas
en los tratamientos de efluente clorado y no clorado durante con una concentracion
inicial de 123 =+ 5 (mg/l) y una final de 166 = 11 (mg/l). La tendencia en las
concentraciones de CaCO3; no se explica en el modelo de regresion lineal (P = 0.0018
R? = 0.1187) (Figura 27).
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Figura 27. Valores promedio de la concentracién (mg/l) de alcalinidad (CaCO3) en los tratamientos
de efluente sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.
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4.3.7.pH

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en el pH entre los tratamientos de
efluente sintético y no clorado El analisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001)
en los valores de pH con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. A lo largo de
los dias del bioensayo, se registr0 un aumento constante en el pH en todos los
tratamientos. Las concentraciones iniciales registras fueron de 8.4 + 0.045 en el
efluente sintético, 8.2 + 0.028 en el efluente clorado y 8.21 + 0.01 para el efluente no
clorado. Al dia 7 de cultivo, el pH mas alto se registré en el efluente sintético (9.4 +
0.222). La tendencia de los valores de pH no se explica en el modelo de regresion lineal
(P <0.0001 R? = 0.3685) (Figura 28).
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Figura 28. Valores promedio pH en los tratamientos de efluente sintético, efluente clorado y
efluente no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro, efluente no
clorado.

4.4. Bioensayo lll Chlorella vulgaris

4.4.1. Crecimiento microalgal (cél/ml)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la densidad celular, el efluente
no clorado fue diferente al sintético y clorado. El andlisis de covarianza detect6 cambios

(P < 0.0001) en la densidad celular (cél/ml) con respecto a los dias de cultivo. En el dia
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7 de cultivo se registr6 la densidad celular méas alta en el efluente sintético (6.4 X 10° +
1,032,937 cél/ml). La densidad mas baja se presenté en el efluente no clorado (7 X 10°
+ 358,910 cél/ml) el cual presenté una disminucion en la concentracion celular a partir
del dia 5. La tendencia de la densidad celular no es explicada en el modelo de
regresion lineal (P < 0.0001 R?=0.4036) (Figura 29).
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Figura 29. Valores promedio del crecimiento microalgal (cél/ml) en los tratamientos de efluente
sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro,
efluente no clorado.

Se encontraron diferencias significativas (P = 0.0030) en las tasas de crecimiento entre
los tratamientos de efluente sintético y clorado, con el efluente no clorado. El anélisis de
covarianza detectd cambios (P < 0.0001) en la tasa de crecimiento en los dias de
cultivo entre los tratamientos. Las tasas de crecimiento mas altas se encontraron en el
dia 2 en el efluente sintético (1.01 £ 0.192) y en el efluente clorado (0.77 + 0.004). A
partir del dia 3, se registr6 una disminucion en las tasas de crecimiento en los 3
tratamientos. La tendencia de la tasa de crecimiento en los tratamientos no es explicada
en el modelo de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.2460).
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4.4.2. Remocién nitrogeno amoniacal total (NAT)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.6154) en la concentracion de NAT
entre los tratamientos. El andlisis de covarianza detecté cambios (P = 0.0002) en la
concentracion de NAT (mg/l) con los dias de cultivo en los tratamientos. En este
bioensayo las concentraciones iniciales de NAT fueron bajas, 0.034 = 0.006 mg/I
(efluente sintético), 0.016 + 0.001 mg/I (efluente clorado) y 0.036 + 0.0152 mg/l (efluente
no clorado). El consumo total de NAT se registro en las primeras 24 h de cultivo. A partir
del dia 1, las concentraciones de NAT registradas fueron de 0 mg/l hasta el dia 7. La
tendencias en las concentraciones de NAT no son explicadas en el modelo de regresion
lineal (P = 0.0002 R? = 0.2262) (Figura 30).
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Figura 30. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitrdgeno amoniacal total (NAT) en los
tratamientos de efluente sintético, clorado y no clorado. Tridangulo, efluente sintético; circulo
efluente clorado y cuadro, efluente no clorado.

Las eficiencias de remocidon mas altas se registraron en los tratamientos de efluente
sintético y clorado, con 100% en ambos casos. En el tratamiento de efluente no clorado

la eficiencia registrada fue de 85.17% (Figura 31).
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Figura 31. Valores promedio de la eficiencia de remocién de nitrdgeno amoniacal total (NAT) en
los 3 tratamientos. Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde,
efluente no clorado.

4.4.3. Nitritos (NO,)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) entre los tratamientos. El analisis
de covarianza detectd6 cambios (P < 0.0001) en la concentraciéon de NO, (mg/l) con
respecto a los dias de cultivo en los tratamientos, presentandose tendencias similares
entre los tratamientos de efluente sintético y clorado y diferentes al efluente no clorado.
Las concentraciones iniciales fueron bajas con 0.032 + 0.011 mg/l en el efluente
sintético, 0.015 + 0.001 mg/l en el efluente clorado y 0.024 + 0.0008 mg/l en el efluente
no clorado. Se observo un aumento constante en la concentracion de NO; hasta el dia 7
en los tratamientos de efluente sintético (0.495 £ 0.043 mg/l) y efluente clorado (0.397 £
0.002 mg/l). La tendencia en la concentracibn de NO, en los tratamientos no es
explicada en el modelo de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.2960) (Figura 32).
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Figura 32. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitritos (NO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y

cuadro, efluente no clorado.

En los 3 tratamientos no se registr6 consumo de NO,. Las producciones fueron de
1,555.8% (efluente sintético), 2,425.9% + 221.4 (efluente clorado) y 21.5% (efluente no

clorado) (Figura 33).
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Figura 33. Valores promedio de la eficiencia de remoci6én de nitritos (NO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.4.4. Remocion de nitratos (NO3)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.4128) entre los tres tratamientos. El
andlisis de covarianza detect6 cambios (P < 0.0001) en la concentracion de NO3 (mg/l)
con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. En el dia inicial se registraron
concentraciones de 102.4 + 1.8 (mg/l) en el efluente sintético, 102.1 + 0.5 (mg/l) para el
efluente clorado y de 100.3 + 1 (mg/l) en el efluente no clorado. Se observd una
disminucion constante en la concentracion de NO3 en los 3 tratamientos durante los 7
dias, obteniendo las concentraciones finales de 57.1 + 7.6 (mg/l) para el efluente
sintético, 55.4 + 6.1 (mg/l) en el efluente clorado y 56.3 £ 1.3 (mg/l) para el efluente no
clorado. La tendencia en las concentraciones de NOj; es explicada en el modelo de
regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.8314) (Figura 34).
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Figura 34. Valores promedio de la concentraciéon (mg/l) de nitratos (NOs) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

La remocion de NOg se registré en los 3 tratamientos durante los 7 dias de bioensayo.
Las eficiencias fueron similares en los 3 tratamientos, alcanzando 44.23% (efluente

sintético), 45.73% (efluente clorado) y 43.86% (efluente no clorado) (Figura 35).
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Figura 35. Valores promedio de la eficiencia de remocién de nitratos (NO3z) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.

4.4.5. Remocion de fosfatos (POy)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la concentracion de PO, en los
tratamientos. El andlisis de covarianza detect6é cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de PO, (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. El
consumo total de POy, se registré en el efluente sintético durante las primeras 24 h, este
tratamiento presentd una concentracion inicial de 1.018 + 0.016 (mg/l). El tratamiento de
efluente clorado registr6 un consumo total de PO, observado hasta el dia 5, este
tratamiento inicio con una concentracion de 1.059 + 0.026 (mg/l), mientras que en el
efluente no clorado no se registr6 un consumo total. En el efluente no clorado hubo una
baja remocién de PO,. La tendencia en las concentraciones de PO4 no se explican en el
modelo de regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.2875) (Figura 36).
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Figura 36. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de fosfatos (PO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

Las eficiencias de remocién fueron del 100% en los tratamientos de efluente sintético y

clorado. En el efluente no clorado se registro la eficiencia de 20.8% (Figura 37).
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Figura 37. Valores promedio de la eficiencia de remocién de fosfatos (PO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.4.6. Alcalinidad (CaCOy3)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en las concentracion de CaCO3
entre los tres tratamientos. El analisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de CaCO3; (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos.
La concentracion inicial mas alta se registr6 en el efluente sintético con una
concentracion de 136.6 + 5.7 (mg/l). Las concentraciones iniciales de los tratamientos
de efluente clorado y efluente no clorado fueron de 76.6 £+ 5.7 (mg/l) y 50 (mg/l),
respectivamente. La tendencia en la concentracion de CaCOg3; en los tratamientos no es
explicada en el modelo de regresion lineal (P = 0.6040 R? = -0.0104) (Figura 38).
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Figura 38. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de alcalinidad (CaCOs) en los tratamientos
de efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

4.4.7. pH

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en el pH entre los tratamientos,
siendo el tratamiento de efluente no clorado diferentes al sintético y clorado. El analisis
de covarianza detectd6 cambios (P < 0.0001) en los valores de pH registrados con
respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. En los 3 tratamientos se registré un
aumento en el pH durante los 7 dias de cultivo. Los pH iniciales registrados fueron de
8.7 + 0.131 en el efluente sintético, 8.5 £ 0.049 en el efluente clorado y 8.3 £ 0.037en el
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efluente no clorado. El pH mas alto se registré en el dia 7 en el efluente clorado (9.4 +
0.057). La tendencia en los valores de pH no se explica en el modelo de regresion lineal
(P < 0.0001 R? = 0.3800) (Figura 39).
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Figura 39. Valores promedio de pH en los tratamientos de efluente sintético, clorado y no clorado.
Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro, efluente no clorado.

4.5. Bioensayo | Scendesmus obliquus

4.5.1. Crecimiento microalgal (cél/ml)

No se encontraron diferencias significativas en densidad celular (P = 0.2040) entre los
tres tratamientos. El andlisis de covarianza detectdé cambios (P < 0.0001) en la densidad
celular (cél/ml) con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. Es importante
mencionar que al dia 7 la densidad mas alta se registré en el tratamiento de efluente
clorado (4.4 X 10° + 1400,083 cél/ml) y la densidad mas baja se presenté en el
tratamiento de efluente no clorado (3.9 X 10° + 512,477 cél/ml). La densidad celular es

explicada en el modelo de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.8261) (Figura 40).
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Figura 40. Valores promedio del crecimiento microalgal (cél/ml) en los tratamientos de efluente
sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro,
efluente no clorado.

No se encontraron diferencias en las tasas de crecimiento entre los tres tratamientos
(P = 0.9835). El andlisis de covarianza no detectdé cambios (P = 0.7418) en la tasa de
crecimiento con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. Las tasas de
crecimiento mas altas se registraron al dia 3, en los tratamientos de efluente sintético
(0.91 + 0.08) y en el efluente clorado (0.88 = 0.287). A partir del dia 4 se registraron
decrementos en las tasas de crecimiento en los 3 tratamientos. El comportamiento de la
tasa de crecimiento no es explicada en el modelo de regresién lineal (P = 0.2667 R? =
0.0041).

4.5.2. Remocion de nitrégeno amoniacal total (NAT)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.2093) en las concentraciones de
NAT entre los tres tratamientos. El analisis de covarianza no detectd cambios (P =
0.0943) en la concentraciéon de NAT (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los
tratamientos. Las concentraciones iniciales fueron bajas, 0.038 + 0.011 (mg/l) en el
efluente sintético, 0.047 = 0.017 (mg/l) en el efluente clorado y 0.036 + 0.011 (mg/l) en
el efluente no clorado. A lo largo de los dias de bioensayo, se observo una dindmica de
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consumo Yy produccion de NAT en los 3 tratamientos. La tendencia en las
concentraciones de NAT no es explicada en el modelo de regresion lineal (P = 0.0701
R? = 0.0325) (Figura 41).
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Figura 41. Valores promedio de la concentracidon (mg/l) de nitrégeno amoniacal total (NAT) en los
tratamientos de efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo
efluente clorado y cuadro, efluente no clorado.

Durante el bioensayo se registr6 la produccién y el consumo de NAT en los 3
tratamientos. Las eficiencias alcanzaron el 100% en los 3 tratamientos durante el cultivo
(Figura 42).
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Figura 42. Valores promedio de la eficiencia de remocidn de nitrogeno amoniacal total (NAT) en
los 3 tratamientos. Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde,
efluente no clorado.

4.5.3. Nitritos (NO>)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.2017) en las concentraciones de NO»
entre los tres tratamientos. El andlisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de NO, (mg/l) con los dias de cultivo en los tratamientos. Se observo un
aumento en la concentracion de NO; en los 3 tratamientos durante el cultivo. Las
concentraciones iniciales registradas fueron de 0.140 + 0.014 (mg/l) en el tratamiento de
efluente sintético, 0.006 £ 0.001 (mg/l) en el efluente clorado y 0.180 + 0.028 (mg/l) en
el efluente no clorado. Las concentraciones mas altas se registraron para el dia 7 de
cultivo en los tratamientos de efluente clorado (0.820 + 0.129 mg/l) y no clorado (0.735
+ 0.064mg/l). La tendencia en las concentraciones de NO; es explicada parcialmente en
el modelo de regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.5987) (Figura 43).
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Figura 43. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitritos (NO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

No se llevé a cabo remocion de NO, durante el bioensayo en los 3 tratamientos, las
concentraciones iniciales registraron un aumento con respecto al tiempo. Los aumentos
en la produccion fueron de 134.2% en el efluente sintético, 11623% en el efluente

clorado y 311.1 % en el efluente no clorado (Figura 44).
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Figura 44. Valores promedio de la eficiencia de remocion de nitritos (NO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.

4.5.4. Remocion nitratos (NO3)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la remocién de NOj3 entre los
tratamientos, siendo el tratamiento de efluente sintético diferente a los tratamiento de
efluente clorado y no clorado. El analisis de covarianza detect6 cambios (P < 0.0001) en
la concentracion de NOz; (mg/l) con los dias de cultivo en los tratamientos. En los 3
tratamientos disminuyo la concentracion de NO3; que se prolongd hasta el dia 7. Las
concentraciones iniciales registradas para cada uno de los tratamientos fueron de 54.4
+ 1 (mg/l) en el efluente sintético, 50.9 = 1.6 (mg/l) en el fluente clorado y 51.3 + 1.1
(mg/l) para el efluente no clorado. En el dia 7 la concentracion mas baja se registré en
el efluente no clorado (37 £ 1.3 mg/l). La tendencia en las concentraciones de NOj es
explicada en el modelo de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.6210) (Figura 45).
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Figura 45. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitratos (NO3) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

En los 3 tratamientos se registr6 remocion de NOjz; con respecto al tiempo. Las
eficiencias de remocion fueron de 23.7% en el efluente sintético, 27.3% en el efluente

clorado y 24.5% en el efluente no clorado (Figura 46).
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Figura 46. Valores promedio de la eficiencia de remocién de nitratos (NO3) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.5.5. Remocion fosfatos (POy)

No se encontraron diferencias significativas en la remocion de PO, entre los tres
tratamientos (P = 0.1039). El andlisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de PO, (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los tratamientos. A lo
largo del bioensayo, se observd una disminucién en la concentracion de PO4 en los 3
tratamientos. Las concentraciones iniciales fueron de 1.344 + 0.023 (mg/l) en el efluente
sintético, 1.357 + 0.039 (mg/l) en el efluente clorado y 1.441 + 0.050 para el efluente no
clorado. La concentracibn mas baja fue registrada en el tratamiento de efluente no
clorado (0.252 = 0.223 mg/l) en el dia 7. La tendencias en las concentraciones de POy,

es explicada en el modelo de regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.6830) (Figura 47).
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Figura 47. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de fosfatos (PO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

La eficiencia mas alta fue registrada en el tratamiento de efluente no clorado (82.3%).
En los tratamientos de efluente sintético y clorado la remocion fue de 64.4% y 67.4%,

respectivamente (Figura 48).
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Figura 48. Valores promedio de la eficiencia de remocién de fosfatos (PO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.

4.5.6. Alcalinidad (CaCOs3)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la las concentraciones de
CaCOg; entre los tres tratamientos. El analisis de covarianza detectdé cambios (P <
0.0001) en la concentracion de CaCO3; (mg/l) con respecto a los dias de cultivo en los
tratamientos. La tendencia en las concentraciones fue similar en los tratamientos de
efluente clorado y no clorado y diferentes del efluente sintético. Las concentraciones
mas altas se registraron en el tratamiento de efluente sintético con una concentracion
inicial de 140 (mg/l) y una final de 186 + 32.1 (mg/l). La tendencia en las
concentraciones de CaCOg3 no se explica en el modelo de regresion lineal (P = 0.0205
R? = 0.0611) (Figura 49).
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Figura 49. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de alcalinidad (CaCO3) en los tratamientos
de efluente sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

45.7.pH

No se encontraron diferencias significativas (P > 0.5852) en los valores de pH entre los
tres tratamientos. En analisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en los valores
de pH registrados en los tratamientos con respecto al tiempo. En los 3 tratamientos se
observé una tendencia similar con un incremento constante en los valores de pH en los
primeros 4 dias. Los valores iniciales fueron de 8.3 + 0.05 en el efluente sintético, 8.0 £
0.03 en el efluente clorado y 7.4 + 0.11 para el efluente no clorado. Al dia ultimo de
cultivo el valor mas alto de pH fue registrado en el efluente no clorado (9.0 £ 0.16). Las
tendencias de pH en los tratamientos no se explica en el modelos de regresion lineal (P
< 0.0001 R? = 0.3341) (Figura 50).
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Figura 50. Valores promedio de pH en los tratamientos de efluente sintético, efluente clorado y
efluente no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro, efluente no
clorado.

4.6. Bioensayo Il Scenedesmus obliquus

4.6.1. Crecimiento microalgal (cél/ml)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.7180) en la densidad celular entre
los tres tratamientos. El analisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
densidad celular en los tratamientos (cél/ml) con respecto a los dias de cultivo. Se
registré un aumento constante en la densidad celular desde el dia 2, la densidad mas
alta se detect6 en el efluente no clorado (6.3 X 10° + 1,400,083 cél/ml), mientras que la
densidad mas baja se presenté en el tratamiento de efluente clorado (5 X 10° + 435,086
cél/ml). La tendencia en la densidad celular es explica en el modelo de regresion lineal
(P < 0.0001 R? = 0.8894) (Figura 51).
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Figura 51. Valores promedio del crecimiento microalgal (cél/ml) en los tratamientos de efluente
sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro,
efluente no clorado.

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.8182) en las tasas de crecimiento
entre los tres tratamientos. El analisis de covarianza no detectdé cambios (P = 0 5217)
con respecto al tiempo en las tasas de crecimiento en los tratamientos. Las tasas mas
altas de crecimiento se registraron en el dia 2 para los tratamientos de efluente sintético
(0.69 £ 0.08) y efluente clorado (0.76 = 0.019). El comportamiento de la tasa de

crecimiento no es explicada en el modelo de regresién lineal (P = 0.1704 R? = 0.0147).

4.6.2. Remocion de nitrogeno amoniacal total (NAT)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.0706) en la remocién de NAT entre
los tres tratamientos. El analisis de covarianza no detectdé cambios (P = 0.0567) en la
concentracion de NAT (mg/l) en los tratamientos con respecto a los dias de cultivo. En
las primeras 24 h se registré un consumo total de NAT en los 3 tratamientos, los cuales
presentaron concentraciones iniciales de 0.134 + 0.013 (mg/l) en el efluente sintético,
0.141 £ 0.035 (mg/l) para el efluente clorado y 0.121 + 0.006 (mg/l) para el efluente no

clorado. A partir del dia 3 se observé la producciéon de NAT en los tratamientos de
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efluente clorado y no clorado. La tendencia en las concentraciones de NAT no es

explicada en el modelo de regresién lineal (P = 0.1357 R* = 0.0177) (Figura 52).
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Figura 52. Valores promedio de la concentracidon (mg/l) de nitrégeno amoniacal total (NAT) en los
tratamientos de efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo
efluente clorado y cuadro, efluente no clorado.

En los 3 tratamientos se registré una dinamica de consumo/produccion. Las eficiencias

de remocion mas altas fueron registradas en el efluente no clorado (71.4%) y en el

efluente sintético (53.5%). La eficiencia més baja se presentd en el efluente no clorado

(20.2%) (Figura 53).
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Figura 53. Valores promedio de la eficiencia de remocidn de nitrogeno amoniacal total (NAT) en
los 3 tratamientos. Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde,
efluente no clorado.

4.6.3. Nitritos (NO>)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.3834) en las concentraciones de NO»
entre los tres tratamientos. El andlisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de NO, (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. En los 3
tratamientos se registr6 un aumento en la concentracién de NO,. En el dia inicial las
concentraciones fueron de 0.232 + 0.001 (mg/l) para el efluente sintético, 0.025 + 0.005
(mg/l) en el efluente clorado y 0.260 + 0.004 (mg/l) en el efluente clorado. Al dia 7, las
concentraciones mas altas se encontraron en los tratamientos de efluente clorado (1+
0.048 (mg/l) y efluente no clorado (0.962 = 0.088 mg/l. La tendencia en las
concentraciones de NO, no es explicada en el modelo de regresion lineal (P < 0.0001
R? = 0.4644) (Figura 54).
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Figura 54. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitritos (NO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

La remocibn de NO, no se registrd6 durante el bioensayo. El aumento en la

concentracion de NO; se present6 en los 3 tratamientos, con incrementos de 114.4%

(efluente sintético), 3,923% (efluente clorado) y 269.7% en el efluente no clorado

(Figura 55).
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Figura 55. Valores promedio de la eficiencia de remocion de nitritos (NO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.6.4. Remocion de nitratos (NO3)

Se encontraron diferencias significativas (P = 0.0035) en la remocién de NOj3 entre los
tratamientos, siendo el efluente sintético diferente a los tratamientos de efluente clorado
y no clorado. El analisis de covarianza detecté cambios (P = 0.0096) en la
concentracion de NOz (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. Se observo una
dinamica de consumo y produccibn de NOjz; en todos los tratamientos. Las
concentraciones iniciales fueron de 92.5 + 2.8 (mg/l) en el efluente sintético, 98.1 = 0.5
(mg/l) en el efluente clorado y 92.4 + 1 (mg/l) para el efluente no clorado. La
concentracion mas baja se registré en el dia 6 en el tratamiento de efluente no clorado
(66.6 = 2.6 mg/l). La dinAmica de los NO3 no es explicada en el modelo de regresién
lineal (P = 0.9044 R? = -0.0141) (Figura 56).
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Figura 56. Valores promedio de la concentraciéon (mg/l) de nitratos (NOs) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

La remocion de NOz no se llevd a cabo en los 3 tratamientos. En el dia final del
bioensayo se presentaron aumentos en la concentracion de NO3 de 26.5% (efluente

sintético), 2.9% (efluente clorado) y 9.1% (efluente no clorado) (Figura 57).
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Figura 57. Valores promedio de la eficiencia de remocién de nitratos (NO3) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.

4.6.5. Remocion de fosfatos (POy)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la remocion de PO, entre los
tratamientos, siendo los tratamientos de efluente clorado y no clorado diferentes al
efluente sintético. El andlisis de covarianza detect6 cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de PO, (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. Las
concentraciones iniciales registradas fueron de 3.037 + 0.131 (mg/l) en el efluente
sintético, 2.917 + 0.074 (mg/l) en el efluente clorado y 2.959 + 0.171 (mg/l) para el
efluente no clorado. A lo largo del bioensayo se observé una disminucién constante en
la concentracion de PO4 en los 3 tratamientos. El consumo total se registré unicamente
en el efluente sintético durante las primeras 24 h. La tendencia en las concentraciones
no se explica en el modelo de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.3945) (Figura 58).
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Figura 58. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de fosfatos (PO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

La eficiencia de remocion mas alta se registrd en el tratamiento de efluente sintético con
81.2%. En los tratamientos de efluente clorado y no clorado, las eficiencias fueron de
68.2% y 64.9%, respectivamente (Figura 59).
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Figura 59. Valores promedio de la eficiencia de remocién de fosfatos (PO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.6.6. Alcalinidad (CaCOy3)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en las concentraciones de CaCOs3
entre los tres tratamientos. El analisis de covarianza detect6 cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de CaCO3 (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. Se registro
una tendencia similar en las concentraciones de PO, en los tratamientos de efluente
clorado y no clorado y fue diferente del efluente sintético. Las mayores concentraciones
de CaCOj; se registraron Unicamente en el tratamiento de efluente sintético con una
concentracion inicial de 167 + 5.7 (mg/l) y una final de 230 = 5.7 (mg/l). La tendencia en
las concentraciones de CaCO3; no es explicada en el modelo de regresion lineal (P =
0.0024 R? = 0.1118) (Figura 60).
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Figura 60. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de alcalinidad (CaCOs) en los tratamientos
de efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

4.6.7. pH

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.5163) en el pH entre los tres
tratamientos. El analisis de covarianza detectd cambios (P = 0.0113) en los valores de
pH en los tratamientos con los dias de cultivo. El pH inicial fue de 8.6 £ 0.01 en el
efluente sintético, 8.5 £ 0.01 en el efluente clorado y 8.5 = 0.2 para el efluente no

clorado. La tendencia en los valores de pH fue similar en los 3 tratamientos, con un
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incremento constante hasta el dia 5 y un decremento para el dia 6 y 7. La tendencia en
los valores de pH no se explican en el modelo de regresion lineal (P = 0.0017 R? =
0.1203) (Figura 61).
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Figura 61. Valores promedio de pH en los tratamientos de efluente sintético, efluente clorado y
efluente no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro, efluente no
clorado.

4.7. Bioensayo lll Scendesmus obliquus

4.7.1. Crecimiento microalgal (cél/ml)

No se encontraron diferencias significativas (P < 0.4629) en las densidades celulares
entre los tres tratamientos. El andlisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
densidad celular (cél/ml) con los dias de cultivo en los tratamientos. El valor mas alto de
densidad celular se registr6 en el tratamiento de efluente no clorado (7.6 X 10° +
387,986 cél/ml). La densidad celular mas baja se registrd en el tratamiento del efluente
sintético (5.8 X 10° + 790,021 cél/ml). La densidad celular en los tratamientos se explica
en el modelo de regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.9176) (Figura 62).
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Figura 62. Valores promedio del crecimiento microalgal (cél/ml) en los tratamientos de efluente
sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro,
efluente no clorado.

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.7589) en las tasas de crecimiento
entre los tres tratamientos. El andlisis de covarianza detecté un cambio (P = 0.0090) en
la tasa de crecimiento en los tratamientos con los dias en el bioensayo. Las tasas de
crecimiento mas altas se registraron en el dia 2 para los 3 tratamientos de con 0.92 +
0.07 (efluente sintético), 0.87 + 0.06 (efluente clorado) y 0.69 + 0.30 (efluente no
clorado). El comportamiento de la tasa de crecimiento no se explica en el modelo de
regresion lineal (P = 0.0008 R? = 0.1556).

4.7.2. Remocion de nitrogeno amoniacal total (NAT)

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.8171) en la remocién de NAT entre
los tres tratamientos. El analisis de covarianza detect6 cambios (P > 0.0001) en la
concentracion (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. EI consumo total de
NAT se llevo a cabo en las primeras 24 h. Los 3 tratamientos registraron
concentraciones iniciales 0.266 + 0.062 (mg/l) en el efluente sintético, 0.262 = 0.013

(mg/l) para el efluente clorado y 0.235 + 0.037, para el efluente no clorado. La tendencia
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en las concentraciones de NAT no se explica en el modelo de regresion lineal (P <
0.0001 R? = 0.2889) (Figura 63).
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Figura 63. Valores promedio de la concentracidon (mg/l) de nitrégeno amoniacal total (NAT) en los
tratamientos de efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo
efluente clorado y cuadro, efluente no clorado.

Las eficiencias de remocion en los 3 tratamientos fueron del 100% (Figura 64).
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Figura 64. Valores promedio de la eficiencia de remocién de nitrégeno amoniacal total (NAT) en
los 3 tratamientos. Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde,
efluente no clorado.
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4.7.3. Nitritos (NOy)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en las concentraciones de NO,
entre los tratamientos, siendo el tratamiento de efluente no clorado diferente a los
tratamientos de efluente sintético y clorado. El analisis de covarianza detecté cambios
(P < 0.0001) en la concentracion de NO, (mg/l) en los tratamientos con los dias de
cultivo. En los 3 tratamientos se observo un aumento en la concentracion de NO, que
se prolong6 hasta el dia 7. Las concentraciones iniciales fueron en los tratamientos de
efluente sintético (0.003 mg/l) y clorado (0.003 mg/l), mientras que para el efluente no
clorado se registré en 0.211 + 0.023 (mg/l). La tendencia en las concentraciones de NO

no se explica en el modelo de regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.2652) (Figura 65).
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Figura 65. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitritos (NO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

En los 3 tratamientos no se presentd remocién de NO,. Los aumentos de las
concentraciones fueron de 6,274% en el efluente sintético, 4,689% en el efluente

clorado y 152.7% para el efluente no clorado (Figura 66).
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Figura 66. Valores promedio de la eficiencia de remocidn de nitritos (NO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.

4.7.4. Remocion de nitratos (NOg)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la remocién de NOj3 entre los
tratamientos, siendo el tratamiento de efluente sintético diferente al efluente no clorado.
El analisis de covarianza detect6 cambios (P < 0.0001) en la concentraciéon de NO;3
(mg/l) en los tratamientos los dias de cultivo. En los 3 tratamientos se observé una
disminucién constante de NO3 hasta el dia 7. Las concentraciones iniciales fueron de
64.6 £ 0.9 (mg/l) en el efluente sintético, 66 + 2.2 (mg/l) en el efluente clorado y 63.3
1.1 (mg/l) para el efluente no clorado. La concentracion mas baja se registro en el dia 7
en el efluente no clorado (36.2 + 3.1 mg/l). La tendencia en las concentraciones de NO3
es explicada en el modelo de regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.7507) (Figura 67).
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Figura 67. Valores promedio de la concentracién (mg/l) de nitratos (NO3) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

La remocion de NOj3 se llevo a cabo en los 3 tratamientos durante todo el bioensayo.
Las eficiencias de remocion registradas fueron de 26.9% en el efluente sintético, 39.2%

en el efluente clorado y 42.7% en el efluente no clorado (Figura 68).
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Figura 68. Valores promedios de la eficiencia de remocion de nitratos (NOs) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.
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4.7.5. Remocion de fosfatos (POy)

No se encontraron diferencias significativas (P < 0.1592) en la remocion de PO, entre
los tres tratamientos. El andlisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la
concentracion de PO4 (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. La disminucién
en la concentracion de PO, se registr6 en los tres tratamientos durante todo el
bioensayo. Las concentraciones iniciales registras fueron de 1.254 + 0.089 (mg/l) en el
efluente sintético, 1.281 + 0.018 (mg/l) en el efluente clorado y 1.35 + 0.036 (mg/l) para
el efluente no clorado. La remocion total se llevé a cabo en los 3 tratamientos, siendo el
efluente sintético donde se llevé a cabo mas rapido, en el dia 4. La tendencia en las
concentraciones de PO, se explica en el modelo de regresion lineal (P < 0.0001 R? =

0.8470) (Figura 69).
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Figura 69. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de fosfatos (PO,) en los tratamientos de
efluente sintético, clorado y no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

La remocion de PO, se llevd a cabo en los 3 tratamientos, con una disminuciéon
constante durante el cultivo, alcanzando eficiencias de remocion de 100% para los 3

tratamientos (Figura 70).
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Figura 70. Valores promedio de la eficiencia de remocién de fosfatos (PO,) en los 3 tratamientos.
Barra azul, efluente sintético; barra guinda, efluente clorado y barra verde, efluente no clorado.

4.7.6. Alcalinidad (CaCOs3)

Se encontraron diferencias significativas (P = 0.0107) en las concentraciones de CaCOs3
entre los tratamientos, siendo el tratamiento de efluente clorado diferente al efluente
sintético. El analisis de covarianza detecté cambios (P = 0.0028) en la concentracion de
CaCO3; (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. Las concentraciones iniciales
fueron de 133 + 5.7 (mg/l) en el efluente sintético, 103 + 5.7 (mg/l) en el efluente clorado
y 90 £ 10 (mg/l) en el efluente no clorado. Al dia 7 de cultivo se registré una disminucion
en la concentracion de CaCOs; en el efluente sintético. La tendencia en las
concentraciones de CaCOg3 no se explica en el modelo de regresion lineal (P = 0.0251
R? = 0.0563) (Figura 71).
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Figura 71. Valores promedio de la concentracién (mg/l) de alcalinidad (CaCO3) en los tratamientos
de efluente sintético, clorado y no clorado. Tridngulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y
cuadro, efluente no clorado.

4.7.7.pH

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.4824) en el pH entre los tres
tratamientos. El analisis de covarianza detect6 cambios (P = 0.0009) en los valores de
pH en los tratamientos con respecto al tiempo de cultivo. La tendencia en los valores de
pH fue similar en los 3 tratamientos durante los 7 dias, con un incremento constante
hasta el dia 3 y una disminucién a partir del dia 5 hasta el dia 7. Los valores iniciales
registrados en cada tratamiento fueron de 8.6 + 0.02 en el efluente sintético, 8.7 £ 0.08
en el efluente clorado y 8.7 £ 0.02 para el efluente no clorado. La tendencia en los
valores de pH no se explican en el modelo de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.1851)
(Figura 72).
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Figura 72. Valores promedio de pH en los tratamientos de efluente sintético, efluente clorado y
efluente no clorado. Triangulo, efluente sintético; circulo efluente clorado y cuadro, efluente no
clorado.

4.8. Composicion proximal
4.8.1. Carbohidratos

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.1204) en el contenido de
carbohidratos entre C. vulgaris (10-13%) y S. obliquus (9.2-14.2%). Se encontraron
diferencias significativas (P = 0.0037) en el porcentaje de carbohidratos entre los
diferentes tratamientos, detectdndose los mayores porcentajes en los tratamientos de
efluente sintético (10.1-14.4%) y efluente clorado (9.9-12.5%). Se encontraron
diferencias significativas (P = 0.0385) en el contenido de carbohidratos entre los
diferentes bioensayos, detectandose los valores mas altos en los bioensayos | y I
(Tabla 2).

4.8.2. Proteinas

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en el porcentaje de proteinas
entre las 2 especies, S. obliquus presentd una mayor concentracion (31-45%) que C.
vulgaris (23-34%). Entre los tratamientos se encontraron diferencias significativas (P <
0.0001) El efluente sintético (30-45%) y el efluente clorado (25-38%) registraron la
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biomasa con mayor contenido de proteinas. En el efluente no clorado el contenido de
proteinas fue de 23-44 %. Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0020) en el
porcentaje de proteinas obtenido entre los bioensayos. Los mayores porcentajes de
proteinas en la biomasa producida en las 2 especies se registraron en el bioensayo | y
Il. (Tabla 3).

4.8.3. Lipidos

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en el porcentaje de lipidos entre
C. vulgaris (34.5-55%) y S. obliquus (10-26%). No se encontraron diferencias
significativas (P = 0.3279) en la concentracion de lipidos entre los 3 tratamientos. Se
encontraron diferencias significativas (P = 0.0001) en el contenido de lipidos en los

diferentes bioensayos (Tabla 4).



Tabla 2. Valores promedio de la composicién proximal de carbohidratos de C. vulgaris y S. obliquus cultivadas en 3 tratamientos: efluente

sintético, efluente clorado y efluente no clorado, con 3 bioensayos cada especie: Bio 1, Bio 2 y Bio 3.

Carbohidratos *C. vulgaris® S. obliquus®

**Bjoensayo Bio 1 Bio 2¢ Bio 3 Bio 1¥ Bio 2¢ Bio 3'
**Tratamiento
Efluente sintético” 11.3£35% 10.1x49% 13+£2.5% 13.7£54% 14.4+£6.6% 14.2+6%
Efluente clorado* 121 +£1.1% 125£24% 125x29% 11.2+1.6% 9.7+0.9% 9.9 £0.8%
Efluente no clorado’ 122+49% 12.4+4.2% 0 123+£44% 9.2 £+29% 10.4+3.6%

Tabla 3. Valores promedio y desviacién estdndar de la composicién proximal de proteinas de C. vulgaris y S. obliquus cultivadas en 3

tratamientos.
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Proteinas *C. vulgaris® S. obliquus®
**Bjoensayo Bio 1¥ Bio 2¢" Bio 3 Bio 1 Bio 2¢ Bio 3'

**Tratamiento

Efluente sintético® 31.4+3.3% 30.2 + 3.8% 346 +3% 456+ 3% 37+3.7% 39.4 +5.5%

Efluente clorado” 259+33% 30.2+x56% 33+x54% 388+7% 32.3+8% 31.1+5.8%

Efluente no clorado” 27.8+4.6% 23.5+4.8% 0 42+2.9% 37+ 2% 44,7 + 12%

Tabla 4. Valores promedio y desviacién estandar de la composicién proximal de lipidos de C. vulgaris y S. obliquus cultivadas en 3

tratamientos.

Lipidos C. vulgaris® S. obliquus”®
***Bjoensayo Bio 1¥ Bio 2 Bio 3 Bio 1 Bio 2 Bio 3

**Tratamiento

Efluente sintético® 345+94% 34.7+11% 39.7+x76% 21+1.7% 156+ 7% 22.8+11%

Efluente clorado® 40.9 £+ 10% 39+ 10.7% 44.7 + 12% 14 +4.7% 10 £ 0.37% 14.3+2.6%

Efluente no clorado® 455 + 14% 439+ 11% 0 204+ 2% 26.2 + 8.5% 20+ 4.4%

Nota: En el bioensayo 3 de C. vulgaris no se obtuvieron muestras del tratamiento de efluente no clorado.
*Los suscritos (a>b>) indican diferencias significativas en la concentracién de carbohidratos, proteinas y lipidos entre ambas especies.
**|_os suscritos (x>Yy) indican diferencias significativas en la concentracion de carbohidratos, proteinas o lipidos entre los tratamientos de efluente sintético, clorado y no clorado.
***|_os suscritos (k>I) indican diferencias significativas en la concentracion de carbohidratos, proteinas y lipidos entre los bioensayos I, 11y I11.
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4.9. Experimento Il

4.9.1. Crecimiento microalgal (Cél/ml)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en el crecimiento entre C. vulgaris
y S. obliquus. El analisis de varianza mostré diferencias significativas (P < 0.0001) en el
crecimiento entre las 2 especies con respecto a los dias de cultivo. El crecimiento fue
similar durante los primeros 6 dias, alcanzando una densidad de 3.9 X 10° + 325,781
cél/ml para S. obliquus y 3.1 X 10° + 430,403 cél/ml en C. vulgaris. A partir del dia 11, el
cultivo de C. vulgaris se descarté del experimento por la baja concentracion celular que
registrd, mientras que S. obliquus permanecié hasta el dia 17. El crecimiento no se
explica en el modelo de regresion lineal (P = 0.0766 R? = 0.0100) (Figura 73).
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Figura 73. Valores promedio del crecimiento microalgal (cél/ml) de S. obliquus y C. vulgaris en
sistema semicontinuo de cultivo. Rombo, S. obliquus y Cuadro, C. vulgaris.

No se encontraron diferencias significativas (P = 0.3842) en la tasa de crecimiento entre
los tratamientos. El analisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en la tasa de
crecimiento con respecto al tiempo. Las tasas més altas se registraron al dia 2 con 0.48

+ 0.27divisiones por dia en S. obliquus y 0.61 + 0.10 divisiones por dia para C. vulgaris.
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4.9.2. Remocién de nitrégeno amoniacal total (NAT)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la remocién de NAT entre los
tratamientos. El andlisis de covarianza detect6 cambios (P < 0.0001) en la
concentracion NAT (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. Las 2 especies
registraron un consumo total de NAT (0.15 £ 0.01 mg/l) en las primeras 24 h. A partir del
dia 6 y hasta el dia 17, las concentraciones de NAT no fueron detectables en ambos
tratamientos registrandose concentraciones de 0 mg/l de NAT en la mayoria de los dias.
La tendencia de la concentracibn de NAT en los tratamientos no se explica en el
modelo de regresién lineal (P < 0.0001 R? = 0.2045) (Figura 74).
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Figura 74. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitrdgeno amoniacal total (NAT).
Rombo, control; cuadro, S. obliquus y tridngulo, C. vulgaris.

Las eficiencias de remocion de NAT registradas en los cultivos de C. vulgaris y S.
obliquus fue de 100%. En el control se presentd una dinAmica de produccién y consumo
a los largo del bioensayo disminuyendo la concentracion a partir del dia 6 hasta el 17

con una eficiencia de remocion de 100% (Figura 75).
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Figura 75. Valores promedio de la eficiencia de remocién de nitrégeno amoniacal total (NAT).
Barra azul, control; barra guinda, S. obliquus y barra verde, C. vulgaris.

4.9.3. Nitritos (NO>)

Se presentaron diferencias significativas (P < 0.0001) en la remocién de NO; entre los
tratamientos, siendo el tratamiento con S. obliquus diferente al control. El analisis de
covarianza detectdé cambios (P < 0.0001) en la concentracion de NO, (mg/l) en los
tratamientos con los dias de cultivo. La disminucion mas alta se registr6 en el
tratamiento con S. obliquus, con concentraciones por debajo de 0.5 mg/l a partir del dia
9. Por otro lado, se registr6 un aumento en la concentracion de NO; para C. vulgaris en
el control (0.4735 + 0.0825 mg/l) y el tratamiento (0.5977 = 0.1048 mg/l) en los primeros
6 dias. La dinamica en las concentraciones de NO;, no se explica en el modelo de
regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.1854) (Figura 76).
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Figura 76. Valores promedio de la concentracién (mg/l) de nitritos (NO,). Rombo, control; cuadro,
S. obliquus y triangulo, C. vulgaris.

La mayor disminucion de NO; se registrd en el cultivo de S. obliquus con el 97 %. En el
control se presenté una disminucion del 63.4% en los 17 dias de cultivo. El cultivo de C.
vulgaris registr6 el menor consumo (18.7 %) durante los 11 dias que permanecio
(Figura 77).
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Figura 77. Valores promedio de la eficiencia de remocion de nitritos (NO,). Barra azul, control;
barra guinda, S. obliquus y barra verde, C. vulgaris.
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4.9.4. Remocion de nitratos (NO3)

Se presentaron diferencias significativas (P < 0.0001) en la remocién de NOg3 entre los
tratamientos. El andlisis de covarianza detect6 cambios (P < 0.0001) en las
concentraciones de NO3; (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. Durante los
17 dias del bioensayo las concentraciones de NOj3; en el control fueron mas altas y
diferentes que las registradas en los tratamientos con S. obliquus y C. vulgaris, con la
mayor concentracion (103.4 £ 2.53) el dia 8. El tratamiento con S. obliquus registré una
concentracion inicial 77.08 £ 3.29 mg/l y una final de 49.36 + 1.759 mientras que C.
vulgaris en su ultimo dia de cultivo registré una concentracion de 67.11 + 1.60. La
dinamica de la concentracién de NO; en los tratamientos no se explica en el modelo de
regresion lineal (P < 0.0001 R? = 0.2518) (Figura 78).
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Figura 78. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de nitratos (NOs). Rombo, control; cuadro,
S. obliquus y tridngulo, C. vulgaris.

En el tratamiento de S. obliquus se registré una eficiencia de remocion de 35.8 % y de
25 % en el control. El tratamiento de C. vulgaris no registro remocion de NO3 durante

los 11 dias del bioensayo (Figura 79).
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Figura 79. Valores promedio de la eficiencia de remocion de nitratos (NO3z). Barra azul, control;
barra guinda, S. obliquus y barra verde, C. vulgaris.

4.9.5. Remocién de fosfatos (PO,)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en la concentracion de PO, entre
los tratamientos, siendo diferente el control de los tratamientos con S. boliquus y C.
vulgaris. El analisis de covarianza detecté cambios (P < 0.0001) en las concentraciones
de PO, (mg/l) en los tratamientos con el tiempo de cultivo. Las concentraciones iniciales
para los 3 tratamientos fueron de 1.31 + 0.089 mg/l. En los primeros 6 dias se registrd
consumo de PO, en los tratamientos con S. obliquus y C. vulgaris, la concentracion mas
baja se detectdo dia 6, con S. obliquus (0.11 + 0.18 mg/l). C. vulgaris registro la
concentracion mas baja en el dia 5 (0.41 = 0.061 mg/l). Las concentraciones de PO, en
el control fueron superiores, presentado una dinamica de disminucién y aumento. El
consumo de PO, se llevé a cabo constantemente por S. obliquus hasta el dia 12, a
partir del dia 13 hasta el 17 el consumo disminuyd. La dinamica de la concentracion de
PO, en los tratamientos con respecto al tiempo no se explica en el modelo de regresién
lineal (P = 0.2154 R? = 0.0014) (Figura 80).
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Figura 80. Valores promedio de la concentracion (mg/l) de fosfatos (PO,4). Rombo, control; cuadro,
S. obliquus y tridngulo, C. vulgaris.

Se present6 una remocion constante de PO, durante los primero 6 dias de cultivo en C.
vulgaris y S. obliquus. En el control se present6é una produccion de PO, del 13 %. En el
tratamiento con S. obliquus la eficiencia de remocién fue de 20.4 % en los 17 dias. En
los 11 dias que se mantuvo C. vulgaris se registré una remocion de 48.6 %. En la figura

81 se muestran las eficiencias de remociéon en los 3 tratamientos.
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Figura 81. Valores promedio de la eficiencia de remocion de fosfatos (PO,). Barra azul, control;
barra guinda, S. obliquus y barra verde, C. vulgaris.
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4.9.6. Alcalinidad (CaCOy3)

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en las concentraciones de CaCOs3
entre los tratamientos El andlisis de covarianza detectdé cambios (P < 0.0001) en las
concentraciones de CaCOs; (mg/l) en los tratamientos con los dias de cultivo. La
alcalinidad fue mayor en S. obliquus y C. vulgaris y diferente que en el control. En S.
obliquus y C. vulgaris se registré6 un aumento en la concentracion de CaCOg3 en cada
uno de los dias del bioensayo. Las concentraciones iniciales de CaCO; fueron de 30
(mg/l) para los 3 tratamientos, las finales fueron de 40 mg/I (control), 76.6 + 5.7 mg/l (S.
obliquus) y 60 mg/l (C. vulgaris). La dinamica en la concentracion de CaCO3; de los
tratamientos no se explica en el modelo de regresién lineal (P = 0.8001 R? = -0.0058)
(Figura 82).
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Figura 82. Valores promedio de la concentracién (mg/l) de alcalinidad (CaCO3). Rombo, control;
cuadro, S. obliquus y triangulo, C. vulgaris.

4.9.7. pH

Se encontraron diferencias significativas (P < 0.0001) en los valores de pH entre los
tratamientos. El analisis de covarianza detectdé cambios (P < 0.0001) en los valores de
pH, entre los tratamientos con los dias de cultivo. El pH en el cultivo de S. obliquus y C.
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vulgaris fueron mayores y diferentes al control durante el bioensayo. Durante los
primeros 4 dias se registro un incremento constante en los tratamientos de S obliquus y
C vulgaris. A partir del inicio de las diluciones (dia 6) se observaron decrementos en el
pH hasta el final de bioensayo. El valor inicial de pH se registr6 en 6.66 en los 3
tratamientos, y valores finales de 7.91 + 0.0173205 en el control, 8.89 + 0.01 en el
tratamiento con S. obliquus y 8.58 + 0.0984886 en el cultivo con C. vulgaris. El
comportamiento de pH en los tratamientos no se explica en el modelo de regresion
lineal (P < 0.001 R? = 0.1311) (Figura 83).
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Figura 83. Valores promedio de pH en los 3 tratamientos. Rombo, control; cuadro, S. obliquus y
tridngulo, C. vulgaris.
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Capitulo 5. Discusién, conclusiones y recomendaciones

5.1. Experimento |, Chlorella vulgaris
5.1.1. Crecimiento microalgal

En los 3 bioensayos el crecimiento microalgal fue mayor en los tratamientos de efluente
sintético y efluente clorado que en el tratamiento de efluente no clorado. A pesar de que
Chlorella es uno de los géneros de microalgas que se encuentran con mas frecuencia
en los estanques de estabilizacion de efluentes (Palmer, 1969) y se puede ver afectada
por las caracteristicas quimicas del efluente acuicola tal como se registré en el efluente
no clorado. En el tratamiento de efluentes crudos con microalgas, se recomienda la
filtracion y esterilizacion del efluente, con el objetivo de retirar la materia suspendida
para permitir la transmision de luz, eliminar el carbono organico disuelto, protozoarios y
bacterias que pueden afectar el crecimiento de las microalgas (Gonzalez et al., 1997;
Dumas et al., 1998).

Lo anterior, también pudo tener un efecto en las fases “lag” prolongadas en los 3
bioensayos de C. vulgaris, las cuales coinciden con curvas de crecimiento de C.
vulgaris registradas en el tratamiento de efluentes de tipo urbano (Ruiz-Marin et al.,
2010). Los periodos prolongados “lag” también han sido reportados con S. obliquus en
el tratamiento de efluentes como los generados en la industria cervecera (Mata et al.,
2012). Estas variaciones en las fases de crecimiento de las microalgas utilizadas para el
tratamiento de efluentes se atribuyen a las variaciones diarias de temperatura,
intensidad luminosa, pH y baja concentracion de nutrientes, que pueden ocasionar
condiciones de estrés a la microalga (Olguin et al., 2003; Rodolfi et al., 2009). En los
bioensayos, las condiciones de temperatura, intensidad luminosa (irradiancia), pH y la
presencia de nutrientes (compuestos nitrogenados) no fueron controladas. Las
temperaturas registradas fueron mayores a 35 °C, mientras que las temperaturas
optimas de crecimiento para C. vulgaris se reportan entre 20-30 °C (Singh y Thomas,
2012). La intensidad luminosa en la cual se mantuvieron los bioensayos fue la de ciclo
natural luz: osbcuridad, lo que pudo llevar a las microalgas a una fotoinhibicion. En

condiciones naturales, los cultivos microalgales enfrentan cambios drasticos en la
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intensidad luminosa, para esto la microalga ha desarrollado mecanismos de
aclimataciéon, como el aumento o reducciéon de la pigmentacion. En el caso de
intensidades bajas de luz (region limitante de luz) la tasa fotosintética de la microalga se
incrementa llegando a un punto méaximo de utilizacion, mientras que en condiciones
naturales con intensidades luminosas por arriba de 10000 lux la eficiencia fotosintética
se reduce hasta llegar a un punto de fotoinhibicion (Hall y Rao, 1999). En nuestros
bioensayos se registraron intensidades luminosas >25,000 lux, esto pudo ocasionar un
efecto de fotoinhibicion y dafio en el sistema fotosintético como consecuencia de los
largos periodos de estrés causado por la intensidad luminosa durante los 7 dias de
cada bioensayo. Las variaciones del pH en los bioensayos estuvieron entre 8.5 — 9, sin
embargo, el pH para el cultivo de microalgas de agua dulce es aproximadamente 8, por
arriba de este valor la productividad microalgal se ve afectada (Kong et al., 2010). Por
otro lado, la baja concentracion de nutrientes provocd condiciones de estrés en las
microalgas, ya que la forma de nitrogeno predominante en el efluente eran los NO3 y no
el NAT. En los cultivos de C. vulgaris se han reportado preferencias por el consumo de
NAT, en vez de NO3 (Lee y Lee, 2001), debido a que el primero es la forma de
nitrégeno mas reducido, mientras que el segundo es la forma mas oxidada. En nuestros
bioensayos las concentraciones de NAT siempre fueron bajas (< 0.5 mg/l) con altas
concentracion de NOs (> 70 ml/l). Al ser los NOj3 la fuente principal de nitrégeno, C.
vulgaris necesita invertir mas energia en metabolizar este compuesto, con el
consecuente efecto negativo en el crecimiento por su dificultad en su asimilacién
(Becker, 1994; Lee y Lee, 2001).

Los resultados de densidad celular de C. vulgaris nos mostraron que es una especie
con dificultades para crecer en efluentes acuicolas crudos y no presenta gran
resistencia a condiciones de estrés como las diatomeas Skeletonema costatum y
Chaetoceros spp., especies cultivadas exitosamente en efluente crudos provenientes
de granjas acuicolas (Lefebvre, 1996). En trabajos anteriores se han reportado
densidades celulares similares en efluentes sintéticos y efluentes crudos filtrados
usando C. vulgaris con efluentes de origen urbanos (Ruiz-Marin et al., 2010). Sin
embargo, en nuestros 3 bioensayos, las densidades celulares obtenidas en el efluente
sintético fueron mas altas a las obtenidas en un efluente no clorado de origen acuicola.

Esto pudo ser debido a que el efluente crudo de SRA no fue filtrado.
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5.1.2. Remocién de nitrogeno amoniacal total (NAT)

El consumo de NAT se llevé a cabo en los 3 bioensayos en todos los tratamientos
alcanzando eficiencias de remocion del 100 % en las primeras 24 h. La principal razén
del consumo preferente de NAT por la microalga radica en que este nutriente no
necesita ser reducido en el proceso de asimilacion, lo que significa un menor gasto de
energia para ser convertido a nitrdgeno organico al no requerir de una enzima
(Maestrini et al., 1986; Oh-Hama y Miyachi, 1992). Por esta razon, el NAT es la forma
de nitrégeno preferido por las microalgas y a esto se atribuye la remocion de este
nutriente en las primeras 24 h en estos bioensayos. Se ha reportado la eficiencia de
remocién de nutrientes de Chlorella sp. de hasta un 86% para el NH4 (Lau et al., 1996).
En trabajos anteriores realizados con C. vulgaris y Phormidium bonheri se reportaron
eficiencias de hasta un 95% de remocidén de NH4 (De la Nole y Proulx 1988; Gonzalez
et al., 1997). Las altas eficiencias de remocion son similares a las reportado para
Platymonas subcordiformis (87% - 95%) en efluentes provenientes de un cultivo de
lenguado (Guo et al., 2013). Sin embargo, en ese experimento el efluente fue filtrado y
esterilizado para eliminar cualquier tipo de materia particulada y evitar el proceso de
degradacion y amonificacion de la materia organica con la consecuente producciéon de
NAT.

5.1.3. Nitritos (NO»)

En los 3 bioensayos, en todos los tratamientos se registré un aumento constante en la
concentracion de NO,, lo anterior también fue reportado con la especie de Arthospira
maxima (Cruz-Fraga, 2003). El efluente con el que se llevaron a cabo los 3 bioensayos
con C. vulgaris proviene del retrolavado de los filtros biolégicos, el efluente producto del
retrolavado se compone de exceso de biopelicula (bacterias autétrofas y heterotrofas),
sélidos particulados y disueltos, bacterias y protozoarios (Metcalf y Eddy, 1991; Malone,
1993; Crab, 2007). Las bacterias nitrificantes que se encuentran en el efluente siguen
utiizando el NAT como fuente de electrones, lo que explica el aumento en la

concentracion de NO,. El proceso de conversion de NO, a NOj3; se ve inhabilitado
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debido a que las bacterias del grupo filogenético que llevan a cabo la segunda parte de
la nitrificacion (nitricidbn) se inhiben por efecto de la luz (fotohinhibicion) y por en
ausencia de un sustrato para fijarse (Timmons y Losordo, 1994; Hagopian y Riley,
1998). Al inhibirse el proceso de nitriciobn, hay como consecuencia un aumento en la
concentracion de NO,. En los bioensayos se trabajo en condiciones no estériles (no
axénicas), asi mismo el area donde se colocaron los garrafones de los diferentes

tratamientos estuvieron expuestos a condiciones ambientales.

5.1.4. Remocion de nitratos (NOg)

Las eficiencias mas altas de remocién se obtuvieron en los bioensayos | (25.5%) vy lli
(45.7%) en el tratamiento de efluente clorado. Las concentraciones iniciales de NOj
fueron diferentes en los 3 bioensayos por la naturaleza de los efluentes de SRA. La
variabilidad en la concentracion de NO; se ha reportado también en experimentos
donde se utilizd6 S. dimorphus para la remocién de nutrientes en efluentes de origen
industrial (Gonzalez et al., 1997). En nuestros bioensayos | y Il los resultados
mostraron la capacidad de C. vulgaris para consumir el NO3z después del agotamiento
del NAT, aun cuando es una especie que prefiere el NAT como fuente de nitrdgeno
(Lee y Lee, 2001). Estos resultados coinciden con lo reportado por Kaplan et al., (1986),
quienes establecen que al agotarse el NAT la microalga comienza a absorber NO3 por
medio de la activacion de la enzima nitrato reductasa, la cual cumple con una doble
funcién: transporte y reduccion de NOs3. La preferencia del consumo de NAT en vez del
NOj; radica en que el NAT se encuentra en su forma mas reducida, mientras que el NO3
es la forma mas oxidada, lo que implica mas electrones (8) en el proceso de asimilaciéon
(Oh-Hama y Miyachi, 1992; Syrett, 1981). Las eficiencias de remocion obtenidas en
este trabajo fueron mas bajas que las reportadas por Attasat et al., (2012), quienes
evaluaron la remocién de NO3 con C. vulgaris (> 80 %) utilizando efluentes de un cultivo
de tilapia bajo condiciones controladas de luz y temperatura usando un efluente diluido
y esterilizado. Los autores explican que estas altas eficiencias de remocién se atribuyen
a que los efluentes fueron formulados sintéticamente con NO3 como Unica fuente de N.

En estos bioensayos la dinamica de consumo/produccion de NAT a lo largo de los 7
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dias del bioensayo tuvo en efecto en la inhibicién de la nitrato reductasa y por lo tanto

en el consumo de NOs.
5.1.5. Remocion de fosfatos (PO,)

El PO, se consumio rapidamente en el efluente sintético en los 3 bioensayos con
eficiencias entre 98.8 - 100%. El consumo de PO, en los tratamientos de efluente
clorado y no clorado fue constante durante los dias de cultivo pero menor al registrado
en el efluente sintético el cual presento eficiencias maximas de absorcion de hasta
100% para el bioensayo Ill y 60.1 % para el bioensayo | al dia 7 de bioensayo. Estas
eficiencias de remocion han sido reportadas con diferentes cepas de C. vulgaris
(Rasoul-Amini et al., 2014). El consumo de PO, se atribuye a las microalgas, por ser un
nutriente inorganico del cual las microalgas adquieren fosforo, el cual requieren para su

crecimiento y formacion de &cido nucleicos (Becker, 1994).

Las eficiencias de remocion obtenidas en estos bioensayos en los tratamientos de
efluente clorado y no clorado se encuentran por debajo a las reportadas en remocion de
nutrientes con S. obliquus de 97 % (Aslan y Kapdan, 2006), S. obliquus (71 %) y
Phormidium (90 %) (De la Noile y Proulx, 1988), pero similares a S. dimorphus y C.
vulgaris (55 %) (Ruiz-Marin et al., 2010). En trabajos donde se obtuvieron eficiencias de
remocion superiores al 90%, generalmente esto sucedid cuando el tiempo de cultivo fue

superior a los 7 dias. En nuestro caso los bioensayos tuvieron una duracion de 7 dias.
5.1.6. Alcalinidad (CaCOs3)

La alcalinidad registrada en el tratamiento sintético en los 3 bioensayos se mantuvo por
encima de los 130 mg/l, mientras que en los tratamientos de efluente clorado y no
clorado fueron de 80 mg/l aproximadamente. En los 3 bioensayos, en los 3 tratamientos
se observaron pequefias variaciones (incrementos y disminuciones) de la alcalinidad
con respecto al tiempo. El aumento de la alcalinidad se debe a que existe una relacién
directa entre la alcalinidad consumida y el NAT que se consume, 3.13 g de alcalinidad
son consumidos por cada g de NAT utilizado por bacterias quimioautrétrofas en el
proceso de nitrificacion (Stumm y Morgan, 1996). Por lo que, el aumento en la
alcalinidad en cada uno de los tratamientos se atribuye a que la Unica fuente de

nitrégeno disponible en mayor concentracion en cada uno de los cultivo fue el NOj
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Stumm y Morgan (1996), establecieron que se producen 4.02 g de alcalinidad por cada

g de NO3 consumido.
5.1.7. pH

Los valores de pH aumentaron en los 3 bioensayos, en los 3 tratamientos con el tiempo
de cultivo con valores mayores de 8. Este aumento en el pH se debe a que las
microalgas, para llevar a cabo la fotosintesis consumen CO, como fuente de carbono
inorganico (Feachem et al., 1983; Olguin et al., 2003). EI CO, en el agua, es parte
integral del sistema de alcalinidad y este al ser consumido por las microlgas hace que el
sistema busque el equilibrio entre los iones hidronio HCO3, CO3*, [CO.*, (H") e
hidroxilo (OH"). El consumo de CO, por las microalgas implica una disminucion del ion
H* y [CO.)* lo que implica que incrementen las concentraciones de OH™ y COs*
provocando un aumento en el pH. Estos aumentos en pH son similares a los
registrados en estanques de cultivo de microalgas que son asociados a la productividad
microalgal (Stumm y Morgan, 1996). Asi se tiene, que cuando el CO, se consume
durante el dia para llevar a cabo la fotosintesis, se presenta la disminucion de H* y
HCOg3; generando un incremento en el pH (Becker, 1994). Ademas, los cambios de pH
son debido a que las microalgas no pueden utilizar igualmente todas las fuentes de
carbono inorganico disuelto. En nuestros 3 bioensayos, en los 3 tratamientos el
aumento del pH se explica porque el CO, fue facilmente consumido, mientras que el
HCOs y el COs? no fueron consumidos ya que estos solo se asocian o disocian con los

iones H™ en funcion de la alcalinidad presente (Prins y Elzenga, 1989; Becker, 1994).

5.2. Experimento |, Scenedesmus obliquus
5.2.1. Crecimiento microalgal

En S. obliquus las densidades celulares fueron mayores a 4 x 10° en los 3 bioensayos,
en cada uno de los 3 tratamientos. El crecimiento de S. obliquus se caracterizd por una
fase “lag” de 24-48 h, con un crecimiento constante hasta el dia 7, sin registrar una fase
de muerte en los 3 tratamientos en todos los bioensayos. La fase “lag” corta de S.

obliguus se atribuyé a que el género Scenedesmus se encuentra ampliamente
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distribuido con mayor abundancia y frecuencia en estanques de tratamiento de
efluentes (Mohamed, 1994). La ubicuidad atribuida a esta especie nos indica que posee
una mayor capacidad de adaptacion a condiciones de estrés ocasionadas por la
variabilidad de la temperatura, intensidad luminosa (irradiancia) y pH, ademas de que
posee la capacidad de asimilar nitrogeno en forma de NAT y NOj; (Palmer, 1969;
Mohamed, 1994). La capacidad de esta especie para adaptarte a estas condiciones
significd una ventaja para S. obliquus ya que el efluente que se utilizé en los bioensayos
tenia una concentracion de NOz mayor (> 60 mg/l) que NAT (< 0.3 mg/l). Esto lo
atribuimos a que S. obliquus utilizada en nuestros bioensayos es especie aislada de un
ambiente hipertrofico (agua residual), por lo que el tipo de cepa seleccionada que se
utilice en el tratamiento de efluentes se convierte en un factor determinante para la
eficiente remocion de nutrientes y el consecuente crecimiento microalgal (Larsdotter,
2006).

La capacidad de crecimiento de S. obliquus en los 3 bioensayos fue similar a la
presentada por las diatomeas Skeletonema costatum y Chaetoceros spp en efluentes
acuicolas sintéticos (Lefevbre et al., 1996). En nuestros bioensayos, el comportamiento
de las curvas de crecimiento obtenidas con S. obliquus fueron similares en efluentes
sintéticos y efluente crudo, resultados similares a los reportados con S. obliquus

utilizada en el tratamiento de efluentes urbanos (Ruiz-Marin et al., 2010).

5.2.2. Remocion de nitrogeno amoniacal total (NAT)

Las concentraciones de NAT (0.1 mg/l minima - 0.25 mg/l maximas) fueron bajas en los
3 bioensayos, en los 3 tratamientos y se atribuyen al origen del efluente proveniente del
retrolavado de los filtros biolégicos (Crab, 2007). Las eficiencias de remocién de 100%
en las primeras 24 h, se atribuye a que el NAT es la forma de nitrdgeno mas reducida
que no implica gasto de energia metabdlica para su asimilacion directa por parte de la
microalga (Armbrust et al., 2004; Ganuza et al., 2008). Esta asimilacién rapida de NAT
como fuente de nitrégeno significa para la microalga la formaciébn de moléculas
organicas sin el gasto de energia que se requiere con otras fuentes de nitrdgeno como

los NOg3, esto por la reduccion del NO3 hasta NAT mediante la enzima nitrato reductasa
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(Syrett, 1981; Becker, 1994). En trabajos anteriores, las eficiencias de remocion de NAT
por la microalga S. obliquus se reportaron de hasta un 97%, similar a las reportadas con
S. dimorphus (95%) en efluentes agroindustriales (Gonzalez et al., 1997; Aslan y
Kapdan, 2006; Rasaoul-Amini et al., 2014). Las altas eficiencias obtenidas en nuestros
bioensayos refuerzan lo reportado por Oswald (1998), al mencionar la gran capacidad
de las microalgas y en especial por S. obliquus para remover el nitrdgeno inorganico en
forma de NAT presente en el efluente, en respuesta a la asimilacion directa de este

nutriente por la microalga.

5.2.3. Nitritos (NO,)

En los 3 bioensayos en los 3 tratamientos se observdé un incremento en las
concentraciones de NO; en todos los tratamientos. Este aumento también se report6 en
cultivos de Arthospira maxima como resultado de accién de las bacterias nitrificantes
(Hagopian y Riley, 1998; Cruz-Fraga, 2003). En nuestros bioensayos, el uso de
efluentes crudos con el que se llevaron a cabo los tres bioensayos se obtuvieron del
retrolavado de los filtros biolégicos, este efluente contiene un exceso de biopelicula
(bacterias autotrofas y heterétrofas), sélidos particulados y disueltos (Malone, 1993;
Crab, 2007). Las bacterias nitrificantes que se mantuvieron en el efluente siguen
utilizando el NAT, con un aumento en la concentracion de NO,. Mientras que en el
proceso de conversion de NO, a NOj3; se inhabilita debido a que las bacterias son
inhibidas por la luz y por en ausencia de un sustrato para fijarse (Timmons y Losordo,
1994; Hagopian y Riley, 1998). Esta inhibicion en el proceso de nitricion, tiene como
consecuencia un aumento en la concentracion de NO,. En los bioensayos se trabaj6é en

condiciones no estériles, en condiciones ambientales.

5.2.4. Remocidn de nitratos (NOg)

El consumo de NO3 en los 3 bioensayos, en los 3 tratamientos durante los 7 dias de
cultivo fue consecuencia de las bajas concentraciones de NAT (< 0.3 mg/l), que al ser

asimilados en las primeras 24 horas pasaron a ser la Unica fuente nitrégeno en el
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efluente. Aungque en nuestros bioensayos se registré la remocion de los NOg, esta no se
llevo a cabo en un periodo corto como en el caso del NAT. Este retraso en el consumo
de NO; por parte de la microalga se debié a que en el proceso de asimilacion los NO3
deben ser reducidos hasta NAT en 2 fases. La primera es mediante la intervencion de
la enzima nitrato reductasa que lleva a cabo transformacién del NO3 a NO,, mientras
que en la segunda los NO; son reducidos a NAT con la enzima nitrito reductasa
(Becker, 1994). Este proceso de reduccion implica un gasto de energia metabdlica por
parte de la microalga. Por lo que, cuando el NAT y NO3 estan presentes en el efluente,
la microalga consuma primero el NAT por ser la fuente de nitrdgeno mas reducida y ser

asimilado directamente (Lee y Lee, 2001).

El consumo de NO3; en nuestros bioensayos fue afectado por la presencia de NAT,
debido a que las microalgas prefieren el consumo de NAT por ser asimilado
directamente sin gasto de energia metabolica (Maestrini et al., 1986; Bhaya et al.,
2002). Lo anterior puede explicar porque las eficiencias en nuestros bioensayos son
menores a las reportadas en otros trabajos con la microalga Platymonas subcordiformis
(98%) en efluentes generados en el cultivo de lenguado durante un tratamientos de 14
dias. (Guo et al.,, 2013) y C. vulgaris (> 80%) en efluentes de tilapia (Attasat et al.,
2012). En ambos casos la Unica fuente de nitrégeno fue en forma de NOg3, evitando que
la presencia de NAT afectara el consumo de NOs.

5.2.5. Remocion de fosfatos (PO,)

Las disminucion constante en la concentracion de PO4 en los 3 bioensayos en todos los
tratamientos, se debidé a la absorcion directa por parte de la célula en condiciones
aerdbicas, siendo el consumo PO, por la microalga necesario, ya que este nutriente
esta implicado en procesos celulares como la biosintesis de acidos nucleicos (Chevalier
y De la Note, 1985; Becker, 1994) El consumo de PO4 en la célula también reflejo la
resistencia de S. obliquus a condiciones de estrés como la ocasionada por la intensidad
luminosa. Las eficiencias de remocién obtenidas en nuestros bioensayos nos indican
que S. obliquus fue una especie con la capacidad de remover mas del 65% de PO4 en

un periodo de 7 dias aun cuando las condiciones de luz, temperatura y pH no fueron las
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Optimas. Las eficiencias de remocidén registradas en este estudio coinciden a lo
reportado por Voltolina et al., (1999), quien reporta que mas del 50% de los fosfatos fue
removido por Scenedesmus en efluentes artificiales en condiciones controladas. Otros
trabajos reportaron eficiencias de remocion del 71% - 90% para Phormidium y 75% para
Scenedesmus obliquus en efluentes urbanos (De la Nole y Proulx, 1988), 76% para
Scenedesmus sp. cultivada en efluentes artificiales (Xin et al., 2010) y > 70% para
Spirulina en efluentes porcicolas diluidos (Olguin et al., 2003).

5.2.6. Alcalinidad (CaCO3)

La alcalinidad registrada en los 3 bioensayos, en el efluente sintético fue mayor de 140
mg/l. En los tratamientos de efluente clorado y no clorado, las concentraciones
registradas fueron menores a 100 mg/l en los 3 bioensayos. Los CO3? presentaron una
dinamica diaria de aumento y disminucién con respecto a los dias de cultivo. Esta
dindmica es explicada por Stumm y Morgan (1996), que atribuyen los aumentos de
CaCOg3; al consumo de NO;3 presentes en el medio y las disminuciones a causa del
consumo de NAT disponible por las microalgas, como fuentes de nitrégeno. En este
sentido Stumm y Morgan (1996) establecieron que existe un consumo de 3.13 g de
alcalinidad por cada g de NAT consumido y 4.02 g de alcalinidad es producida por cada
g de NO3 consumido. Por lo que, los aumentos registrados en este trabajo se deben a
gue el NOg, en la mayoria de los bioensayos fue la Unica fuente de nitrégeno presente y

disponible en el medio.

5.2.7. pH

Los aumentos constantes en los valores de pH en los 3 bioensayos, en los 3
tratamientos son consecuencia del consumo de CO; por las microalgas como principal
fuente de carbono inorganico para llevar a cabo la fotosintesis (Garcia et al., 2000; Park
y Craggs, 2010; Riano et al., 2011). El CO; es parte del sistema de alcalinidad y cuando
este se consume por las microlgas el sistema busca un equilibrio entre los iones

hidronio (H") e hidroxilo (OH"). En los bioensayos, cuando las microalgas consumieron
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el CO, hubo el ion H* disminuyo, lo que implico que las concentraciones de OH’
incrementaran provocando un aumento en el pH. Estos aumentos en pH se registraron
en estanques de cultivo de microalgas asociados a la actividad fotosintética de las
microalgas microalgal (Stumm y Morgan, 1996). Los cambios de pH son debido a que
las microalgas no pueden utilizar igualmente todas las fuentes de carbono inorganico
disuelto. En nuestros 3 bioensayos, en los 3 tratamientos el aumento del pH se explica
porque el CO, fue fAciimente consumido, mientras que el HCO3 y el COs* no fueron

consumido (Prins y Elzenga, 1989).

5.3. Composicién proximal
5.3.1. Carbohidratos

En los 3 bioensayos, el porcentaje de carbohidratos para C. vulgaris fue de 10 + 4.1% y
de 11.7 + 2% para S. obliquus. El bajo contenido de carbohidratos se ha mencionado
que es consecuencia de un aumento en la concentracion de nitritos en los cultivos
afectando la actividad fotosintética de las microalgas, lo que contribuye a una
disminucion de las reservas de los carbohidratos en la célula (Reyes et al., 1993). En
los 3 bioensayos con cada especie se registré un incremento constante de los NO.,
confirmando que el posible efecto de los nitritos en el contenido de carbohidratos
(Reyes et al., 1993). Los porcentajes obtenidos en este estudio son menores a los
obtenidos para Scenedesmus sp (27.4%) cultivada en sistemas semicontinuos, donde
se controlaron todas las variables fisicoquimicas (Voltolina et al., 1999) y nuestros
resultados fueron similares a los obtenidos en otros trabajos con Scenedesmus sp.
(12% y 13%) utilizadas para la depuracion de efluentes en medios sintéticos (Flores-
Paez, 2012). Andrade et al., (2009), también reportaron concentraciones bajas de
carbohidratos (10%) en Scenedesmus sp. cultivada con efluentes sintéticos.

5.3.2. Proteinas

En este trabajo los porcentajes de proteinas encontrados fueron mas altos en S.

obliquus (38.7 + 5%) que en C. vulgaris (26.3 + 7%). Las diferencias entre porcentajes
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pudieron ser debidas a las respuestas especificas de las especies a las condiciones a
las que fueron mantenidos los cultivos y al diferente tipo de crecimiento de cada
especie, con una mayor concentracion de proteinas cuando la microalga se mantiene
en su curva de crecimiento en una fase de exponencial o en un crecimiento constante
(Becker, 1994, Granum et al., 2002). En nuestro trabajo este mayor contenido de
proteinas en S. obliquus se puede atribuir al crecimiento constante que registré en su
curva, en donde durante los 7 dias de bioensayo siempre presentd un crecimiento, caso
contrario registrado en la curva de crecimiento de C. vulgaris, debido a que nuestros
bioensayos se realizaron en condiciones no controladas de luz y temperatura bajo
condiciones naturales, con variabilidad en la concentracion de nutrientes. En otros
trabajos, los cambios en el contenido de proteinas se atribuyeron a factores como la luz
y los nutrientes (nitrogeno en forma de NAT o NO3) (Ruiz-Marin et al., 2010), mientras
que Flores-Paez (2012) atribuyé las altas concentraciones de proteinas a un posible
mayor contenido de clorofila a en la fase estacionaria. Los porcentajes obtenido en este
trabajo son similares a los reportados para Scenedesmus sp. (33.5%) cultivada en
sistemas semicontinuos para la remocion de nutrientes (Voltolina et al., 1999) y para
Scenedesmus sp (47% y 58%) utilizada en la remocion de nutrientes en efluentes

sintéticos (Flores-Paez, 2012).

5.3.3. Lipidos

Los porcentajes de lipidos en los 3 bioensayos fueron mayores en C. vulgaris (35.9 +
14%) que S. obliquus (18.4 + 5.1%). Los porcentajes considerablemente altos de
lipidos en C. vulgaris y en algunos casos para S. obliquus, se atribuyen a las bajas
concentraciones de nutrientes como POy, lo que puede inducir a un incremento en los
niveles de triacilgliceroles (Khozin y Cohen, 2006) o a una disminucion en la
concentracion de nitrogeno (NAT y NO3) en el efluente (Cooksey et al., 1987; Tillet,
1988; Di Martino et al., 1998).

En los 3 bioensayos con las 2 especies el consumo de nitrogeno en forma de NAT se
llevé a cabo en las primeras 24 h, quedando el NO3 como Unica fuente de nitrégeno, el

cual no es de facil asimilacion para la microalgas, principalmente para C. vulgaris lo que
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constituye un factor de estrés (Lee y Lee, 2001). Voltolina et al., (1999) obtuvieron 12.8
% de lipidos en Scenedesmus sp cultivada en sistemas semicontinuos en un efluente
formulado sintéticamente. Otros trabajos con similitud en el contenido de lipidos fue con
Scenedesmus sp. en medios de cultivos artificiales estériles (22% - 35%) (Xin et al.,
2010). lllman et al., (2000), reportaron aumentos en las concentraciones de lipidos en
tres especies de Chlorella (C. emersonii, C. minutissima y C. vulgaris) alcanzando un
contenido de lipidos de hasta 63% utilizando como factor de estrés bajos niveles de

nitrégeno (NO3) en cultivos bajo condiciones controladas.

5.4. Experimento Il, Cultivo semicontinuo
5.4.1. Crecimiento microalgal

En el bioensayo semicontinuo, se observdé que ambas especies (S. obliquus y C.
vulgaris) mostraron una fase “lag” corta (24 h). Las curvas de crecimiento de ambas
especies tuvieron un comportamiento similar hasta antes de iniciar las diluciones al dia
6 (30% del volumen total), con densidades celulares de 3.1 x 10° (C. vulgaris) y 3.9 x
10° (S. obliquus). Los resultados en este bioensayo mostraron un cambio en la curva de
crecimiento de C. vulgaris diferente al registrado en los bioensayos del experimento |,
en el cual las condiciones de luz y temperatura no fueron controlados. Estos cambios
indican que durante los bioensayos del experimento |, C. vulgaris fue afectada por la
variabilidad diaria de la intensidad luminosa (irradiancia) y de la temperatura registradas
en las condiciones no controladas en las que se realizaron los bioensayos. El principal
factor en el cambio en la curva de crecimiento de C. vulgaris se atribuyé a la intensidad
luminosa que provoca dafios en el aparato fotosintético de la microalga en intensidades
mayores de 10000 lux. En estas condiciones la actividad fotosintética disminuye hasta
llegar a un punto de fotoinhibicién, mientras que en intensidades menores de 10000 lux
la actividad fotosintética puede alcanzar su punto maximo, con una mejora en el
crecimiento microalgal (Richmond, 1986; Hall y Rao, 1999). En los bioensayos del
experimento I, la intensidad de luz fue > 25000 lux, mientras que en el experimento Il la
intensidad luminosa fue de 7500 lux. En el experimento 1l la irradiancia y la temperatura

no tuvieron un efecto en el crecimiento
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En el bioensayo Il cuando los cultivos se diluyeron al 30%, se registré una disminucion
constante en la densidad celular de C. vulargaris con respecto al tiempo iniciando una
disminucién desde el dia 8. En contraste, S. obliquus presentdé una mayor capacidad de
crecimiento, aunque para el dia 12 inici6 la disminucion de la densidad celular, la cual
fue constante hasta el dia 17. La capacidad de crecimiento de S. obliquus en efluentes
crudos registrada en sistema semicontinuo, también se comprobo en los bioensayos del
experimento | en sistemas estaticos, donde se obtuvieron densidades celulares

similares en los 3 tratamientos (efluente sintético, clorado y no clorado).

Los resultados obtenidos en este bioensayo mostraron que S. obliquus tiene mayor
capacidad que C. vulgaris para crecer en efluentes crudos bajo condiciones de luz y
temperatura controladas, tal como lo reportado para esta especie cultivada en efluentes
urbanos para la remocion de nutrientes (Ruiz-Marin et al., 2010). Las condiciones
estables de luz y temperatura no tuvieron un efecto en el crecimiento de las microalgas,
sin embargo, el efecto de las diluciones caus6 una disminucion mayor en la densidad
celular de C. vulgaris que S. obliquus Las diluciones del 30% del volumen total
reemplazado con efluente nuevo se convirtieron en un factor de estrés debido a los
cambios generados en los cultivos resultado de la variabilidad de las condiciones como
pH, temperatura, nutrientes y solidos suspendidos (Metcalf y Eddy, 1991; Malone, 1993;
Crab, 2007).

5.4.2. Remocion de nitrogeno amoniacal total (NAT)

En el bioensayo, el nitrogeno en forma de NAT se encontrd en bajas concentraciones y
los NO3 eran la principal fuente de nitrégeno, esto debido a la naturaleza del efluente
(Crab, 2007). Los resultados del bioensayo nos mostraron que las bajas
concentraciones de NAT en el efluente fueron consumidos por las 2 especies en las
primeras 24 h. El consumo rapido de NAT se debe a que en su asimilacion la microalga
no requiere un gasto de energia metabdlica para la formacion de nitrégeno organico. En
trabajos anteriores esto se comprob6 con las mismas especies C. vulgaris y S. obliquus
en el tratamiento de efluente primarios (Lau et al., 1996). Las altas eficiencias obtenidas

en este bioensayo son similares a las obtenidas con especies como Phormidium
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bohneri (82 %) en efluentes acuicolas de truchas arcoiris (Dumas, 1998), S. obliquus
(97%), eficiencia similar a la obtenida con S. dimorphus (95%) en remocion de efluentes
agroindustriales artificiales (Gonzalez et al., 1997; Rasaoul-Amini et al., 2014).

Los resultados de nuestro bioensayo el NAT este fue consumido por las microalgas, en
contraste en el tratamiento control concentraciones fluctuaron durante los primeros 6
dias (consumo/produccion), pero en ningin momento las concentraciones de NAT

fueron tan bajas o inexistentes como en los tratamientos con C. vulgaris y S. obliquus.

5.4.3. Nitritos (NOy)

La disminucién de la concentracion de NO, en los efluentes a partir del dia 6 fue
consecuencia de las diluciones. Sin embargo, antes de las diluciones (primeros 5 dias),
en el control y en el cultivo de C. vulgaris hubo un aumento constate de los NO; que se
atribuyd a la naturaleza del efluente. El efluente obtenido de los biofiltros contiene un
exceso de biopelicula compuesta de bacterias autotrofas y heterétrofas, ademas de
sélidos particulados y disueltos (Metcalf y Eddy, 1991; Malone, 1993). En el efluente,
las bacterias nitrificantes siguen transformando el NAT a NO,; aumentando su
concentracion Esta concentracion también puede aumentar cuando en el proceso de
transformacion de los NO, se inhibe por efecto de la luz y temperatura provocando
también un aumento en la concentracion de NO,. En otros trabajos utilizando especies
como C. vulgaris y S. dimorphus para la remocion de nutrientes en efluente
agroindustriales diluidos, se registraron incrementos en las concentraciones de NO; en
los efluentes, por efecto del proceso de nitrificacion (Gonzéles et al., 1997). Esto
también se registré en cultivo de la microalga Arthospira maxima usada en la remocion

de nutrientes acuicolas (Cruz-Fraga 2003).

5.4.4. Remocion de nitratos (NOg)

En este bioensayo, en el tratamiento de S. obliquus y C. vulgaris se presentd un
consumo constante de NOs en los primeros 6 dias de cultivo. En estos seis dias, las

concentraciones registradas en el control permanecieron similares a la concentracion



103

inicial. La dindmica de la concentracion de los NO3 registrada en el control nos indica
que la disminucion en las concentraciones de NOg3 en los tratamientos de S. obliquus y
C. vulgaris en los primeros 6 dias de cultivo se debieron al consumo celular (Gonzéalez
et al., 1997). El consumo de NO; fue debido a que este nutriente se presenté como la
Unica fuente de nitrogeno (Cannons y Pendleton 1994; Dumas, 1998). Sin embargo, el
lento consumo de NO3z se debe a que en su asimilacion debe transformarse a NAT
mediante la enzima nitrato reductasa y nitrito reductasa, con un gasto energético

metabolico para la microalga.

El consumo de NOg3 por parte de S. obliquus y C. vulgaris a lo largo del bioensayo
mostré la capacidad para adaptarse al consumo de NOsz; como fuente nitrégeno. En
otros trabajos esta capacidad no es reportada para C. vulgaris, debido a su preferencia
por el NAT (Morris, 1974; Bhaya et al., 2002). Las eficiencias de remocion reportadas
en este trabajo son menores a las reportadas para Scenedesmus sp. (50% - 66%) en
sistemas semicontinuos bajo condiciones controladas (Voltolina et al.,, 1999). Sin
embargo estas diferencias en eficiencias se debieron a la utilizacion de un medio
formulado sintéticamente, en el cual la Unica fuente nitrégeno fue en forma de NO3z y a

gue los cultivos se mantuvieron en condiciones controladas.

5.4.5. Remocién de fosfatos (PO,)

El consumo de PO, durante los primeros 6 dias de cultivo fue similar para C. vulgaris y
S. obliquus, mientras que en el control se presentd una dinamica de
consumo/produccion. La disminucion en las concentraciones de PO, en los cultivos de
C. vulgaris y S. obliquus se atribuyeron al consumo celular, esto se comprobd con la
dindmica registrada en el control, donde las concentraciones no fueron bajas como en
los tratamientos de C, vulgaris y S. obliquus. Ademas, el consumo de PO, se atribuye a
las microalgas porque este es un nutriente esencial para la formacion de constituyentes
celulares como fosfolipidos, nucleotidos y acidos nucleétidos (Richmond, 1986; Becker,
1994). En trabajos en estanques de estabilizacion de efluentes, el consumo de PO,y su
acumulacion en la célula en forma de polifosfatos se atribuyeron a una

sobrecompensacion de las microalgas después de que fueron mantenidas en un estado
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de limitacion de PO, (Aitchison y Butt, 1973; Chopin et al., 1997). Mientras Eixler et al.,
(2006), mencionaron que el consumo se de PO4 y la acumulacion de polifosfatos se
puede llevar cabo mediante un “consumo de lujo”, el cual no requiere que las

microalgas hayan estado limitadas de PO,.

Los aumentos en las concentraciones de PO, en los 3 tratamientos fueron atribuidos a
las diluciones, debido a que el efluente utilizado mantuvo concentraciones que no son
eliminadas en el proceso de biofiltracion. Las eficiencia de remocion obtenidas en
nuestro bioensayo con C. vulgaris (68.4%) y S. obliquus (91.2) fueron similares a las
reportadas para P. bohneri (82 %) en efluentes provenientes de cultivo de trucha
arcoiris (Dumas, 1998). Los trabajos de Andrade et al., (2009) y Xin et al., (2010)
reportaron eficiencias de remocion con S. obliquus y Scenedesmus sp. entre 77y 76 %

en efluentes sintéticos.

5.4.6. Alcalinidad (CaCO3)

La alcalinidad registré un incremento de 30 a 90 mg/l de CaCOg3 en el bioensayo en los
cultivos de C. vulgaris y S. obliquus. En el control, la alcalinidad se mantuvo por debajo
de los 30 mg/l durante los 14 dias. En la mayoria de los estudios pocas veces se habla
de la dinamica del CaCOg3 (y por ende del sistema CO,-carbonatos) en los tratamientos
de efluentes con microalgas. El aumento en la alcalinidad se debi6 al consumo de NO3
que era la mayor fuente de nitrégeno disponible en el efluente. EI aumento en la
alcalinidad fue reportado por Stumm y Morgan (1996), quienes explicaron la
estequiometria del consumo de los efluentes de nitrdgeno en sistemas fotoautotroéficos.
En los sistemas fotoautotréficos el consumo de 1 g de NAT requiere 3.13 g de
alcalinidad, mientras que el consumo de 1 g de NO3 produce 4.02 g de alcalinidad. Esto
explica el aumento en los cultivos con C. vulgaris y S. obliquus, mientras que en el

control al no haber consumo de NOg la produccion de alcalinidad permanecio estable.
5.4.7. pH

El aumento de en los valores de pH en los tratamientos con C. vulgaris y S. obliquus

durante el bioensayo se debieron al consumo de CO, por las microalgas al usarlo como
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una fuente de carbono inorganicos. El consumo de CO, implica la disminucion de los
iones HCOs™ y ion H*, lo que genera un aumento en la concentracién de los iones CO3™
y OH aumentando el pH. En contraste, los valores registrados en el control se
mantuvieron por debajo de 8, esto se debe al nulo consumo de CO, para actividad
fotosintética, al ser un tratamiento sin indculo de microalgas. El pH en los tratamientos
con C. vulgaris y S. obliquus presentaron un comportamiento similar al registrado en
estanques de estabilizacién en el tratamientos de efluentes con microalgas (Chlorella
sp., Scenedesmus sp. y Spirulina maxima) los cuales se asocian se asocian a la
productividad algal (Syrett, 1981). Los aumentos en el dia son resultado de la
disminucién H* y a que las microalgas no consumen todas las fuentes de carbono
inorganico disuelto (Feachem et al., 1983; Garcia et al.,, 2000; Olguin et al., 20083;
Craggs, 2005; Heubeck et al., 2007).

5.5. Conclusiones

e La especie C. vulgaris present6 una baja capacidad de crecimiento en efluentes
no clorados en sistemas estéaticos (experimento |). Esta capacidad fue mayor en
S. obliquus resistiendo las condiciones de estrés ocasionadas por la naturaleza
del efluente de SRA.

e En los cultivos semicontinuos con C. vulgaris, el crecimiento fue afectado por las
condiciones de estrés ocasionadas por la naturaleza del efluente y las diluciones,
causando la caida del cultivo al dia 12.

e En los efluentes provenientes de un SRA el principal compuesto nitrogenado se
registro en forma de NO3 y no como NAT.

e Durante los dias de bioensayo del experimento | y Il, se determind que la
dindmica de los compuestos nitrogenados (NAT, NO, y NO3) en los efluentes no
clorados se debi6 al proceso de nitrificacion.

e En la dindmica de nutrientes se observé que la ausencia de NAT provoco que las

microalgas llevaran a cabo un consumo obligado de NOs.
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e El consumo de PO4 (> 60 %) se pudo llevar a cabo con C. vulgaris y S. obliquus
en sistemas estaticos (experimento ). En los sistemas semicontinuos
(experimento Il) el consumo fue menor debido a la disminucién constante de la
densidad celular en los cultivos por efecto de la dilucién.

e La composicion proximal se caracterizd por una mayor produccion de lipidos en
C. vulgaris (35.9 £14) que en S. obliquus (18 % +5.1). En carbohidratos fue de
10.7 % 4.1 (C. vulgaris) y 11.7 % %2 (S. obliquus). El contenido de proteinas fue
menor en C. vulgaris (26.3 % £7) que en S. obliquus (38.7 % +5).

5.6. Recomendaciones

e Utilizar en los sistemas de cultivos estaticos (experimento 1) un control (efluente
crudo) sin in6culo, para evaluar la dinamica de nutrientes sin la adicién de
microalgas.

e Determinar la concentracion de carbono organico disuelto en los efluentes
crudos utilizados para evaluar el efecto en el crecimiento microalgal.

e Medir la turbidez de los efluentes crudos y el sintético, para llevar a cabo la
evaluacion del efecto en el crecimiento celular.

e Registrar la temperatura a través de un datalogger, en el tratamiento de efluentes
en condiciones no controladas.

e Determinar el tiempo y el porcentaje de diluciébn 6ptimo para cada especie en los
cultivos semicontinuos.

e Considerar el uso de nuevo indculo en los cultivos semicontinuos (experimento I1)
para evitar la disminucion celular con respecto al tiempo por efecto de las
diluciones.

e Realizar bioensayos de cultivos mixtos en sistemas estéticos y semicontinuos
para evaluar el crecimiento microalgal y la eficiencia de remocion de C. vulgaris y

S obliquus cuando son cultivadas juntas.
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