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RESUMEN

Con el fin de disminuir la eutrofizacion causada por el desarrollo de la acuicultura se han estado
desarrollando diversas tecnologias, dentro de estas destaca el uso de microalgas y bacterias
desnitrificantes para el tratamiento de agua residuales, ya que poseen la capacidad de remover

contaminantes y ademas transformarlos en un producto de mayor valor.

En este trabajo el objetivo fue estudiar el efecto en la depuracion de los contaminantes, en
especial del nitrato, fosfato, nitrito y amonio a diferentes concentraciones de inoculo inicial de la
microalga Tetradesmus obliquus la cual se encontraba en esferas de alginato en consorcio con
bacterias desnitrificantes. También se busco cuantificar el tiempo necesario para que las esferas
perdieran sus capacidades mecanicas lo que se tradujo en la exudacién de las microalgas al medio.
Se utilizaron tres concentraciones de microalga, T1 (1,5 * 105 cel/mL), T2 (5,5 * 105 cel/mL) y
T3 (2,2 * 106 cel/mL). En los matraces se midio diariamente la concentracion celular de las
microalgas en las esferas, la absorbancia del medio de cultivoy la concentracidn de contaminantes
en el medio. Al finalizar se observo que la concentracion T3 fue el tamafio de inoculo inicial en
donde se obtuvieron mejores resultados, obteniendo tasas de depuracion maximas de 96% de
amonio, 56% fosfato, 80% nitrito y 46% nitrato. Se concluye que la microalga Tetradesmus
obliquus en consorcio con bacterias, es capaz de depurar de manera eficiente los contaminantes del
agua y que la concentracion inicial del inoculo es un factor importante que afecta las tasas de

depuracion.



ABSTRACT

In order to reduce the eutrophication caused by the development of aquaculture, several
technologies have been developed, among them the use of microalgae and denitrifying bacteria for
wastewater treatment, since they have the capacity to remove pollutants and transform them into a
product of higher value.

The objective of this work was to study the effect on the purification of pollutants,
especially nitrate, phosphate, nitrite and ammonium at different concentrations of initial inoculum
of the microalgae Tetradesmus obliquus which was in alginate spheres in consortium with
denitrifying bacteria. We also sought to quantify the time necessary for the spheres to lose their
mechanical capacities, which resulted in the exudation of the microalgae into the medium. Three
concentrations of microalgae were used, T1 (1,5 * 105 cel/mL), T2 (5,5 * 105 cel/mL) and T3
(2,2 = 106 cel/mL).In the flasks, the cell concentration of the microalgae in the spheres, the
absorbance of the culture medium and the concentration of contaminants in the medium were
measured daily. At the end, it was observed that the T3 concentration was the initial inoculum size
where the best results were obtained, obtaining maximum purification rates of 96% ammonium,
56% phosphate, 80% nitrite and 46% nitrate. It is concluded that the microalgae Tetradesmus
obliquus in consortium with bacteria is capable of efficiently purifying water pollutants and that

the initial inoculum concentration is an important factor affecting the purification rates.
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NOMENCLATURA

A: Es la poblacion méaxima o logaritmos de los recuentos asint6ticos cuando el tiempo se incrementa
Indefinidamente.

AGV: acidos grasos volatiles.

Amp: Ampicilina

APA: Agar de alga proteico.

APB: Caldo de alga proteico.

DBO: Demanda bioquimica de oxigeno.
FAME: Metil esteres de acidos grasos.

Fs: Fungisona.

Lamda: tiempo de fase lag

OAF: Organismos acumuladores de fosfato.
OD: Oxigeno disuelto.

SRA: Sistema de recirculacion acuicola.
TAN: Nitrogeno total disponible.

TRH: Tiempo de retencion hidraulica.
TRS: Tiempo de retencion de sélidos.

TSA: Agar de tripticasa de soya.

um: velocidad méaxima de crecimiento.
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1. INTRODUCCION

El rapido crecimiento de la poblaciény la creciente industrializacion ha provocado un aumento
de la contaminacion ambiental en todo el mundo (Miranda & Rosales, 2018). Segun el departamento
de pesca de la organizacion de la naciones unidas para la alimentacion y la agricultura (FAO) , en Chile
una de las fuente de ingresos mas importante proviene de la industria de la salmonicultura, la cual
genera diversos impactos ambientales, es decir , la huella ecoldgica que se genera por la operacion de

una salmonera es del orden de 10.000 m_ZZ(Oporto, Ibafiez, Brieva, Espinoza, & Arqueros, 2000), es
m

decir que por cada metro cuadrado usado en la produccion de salmones se genera un impacto, en
términos del consumo de recursos y de desechos al ambiente, equivalente a 10.000 metros cuadrados.
Entre los impactos ambientales a corto plazo se encuentran los desechos organicos de los peces, es
decir, la orinay excrementos y los residuos de su alimentacion cuyo efecto principal es la eutrofizacién
de lasaguas (Buschmann, 2001), la muerte de peces y problemas de olores, por otro lado, a largo plazo
tenemos la muerte de la vida silvestre y laacumulacion de desechos toxicos (Miranda & Rosales, 2018).
Para revertir dicha contaminacién existen diversas tecnologias que disminuyen la cantidad de
contaminantes que se liberan al medio ambiente, en los que destacan los filtros mecanicos, y biofiltros
compuestos por bacterias, que se encargan de degradar los compuestos en el agua. Dichas tecnologias
poseen inconvenientes que han hecho a los investigadores enfocarse en el estudio de microalgas
inmovilizadas en alginato, con el fin de remover dichos contaminantes del medio. La empresa FDM se
centra en desarrollar esta tecnologia formada por bacterias desnitrificantes y microalgas, y poder escalar
este proceso a un nivel industrial, para esto en el presente trabajo se definié como objetivo estudiar el
comportamiento de la tasa de crecimiento poblacional (p), a diferentes concentraciones celulares del
indculo inicial, y a la vez analizar su efecto en las tasas de depuracion de amonio. nitrato, nitrito y
fosfato. La metodologia utilizada se encuentra en la seccién 5y sus principales conclusiones y

recomendaciones estan en la seccién 7.

11



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El uso de consorcio microalga-bacteria ha resultado adecuado a escala de laboratorio para
la depuracion de aguas contaminadas, sin embargo, si se desea llevar a una mayor escala deben
estudiarse variables que puedan asegurar un correcto desemperio, entre estas, el tamarfio del inoculo
inicial y la edad del mismo pareciera tener una gran relevancia de acuerdo a lo que sefiala la
literatura, sin embargo, es un pardmetro no estudiado aun en la empresa FDM. En general, se
necesita mantener la microalga encapsulada en alginato para que de esta manera no se introduzca
una nueva especie de microalga a los ecosistemas. Debido a esto se determind que el consorcio
microalga-bacteria debe ir encapsulado en una matriz de alginato, por lo que se necesita saber
cuénto tiempo demora dicho biopolimero en perder sus propiedades mecénicas y comenzar a
liberar (exudar) los microorganismos al medio. A su vez, se desconoce el tamafio de inoculo inicial
en el que el consorcio microalga-bacteria es capaz de depurar de manera eficiente los
contaminantes, por lo que se plantea un experimento capaz de determinar las tasas de depuracion
de este consorcio microalga-bacteria con diferente tamafio de inoculo inicial y ademas determinar

mediante densidad 6ptica el momento en el que las esferas de alginato dejan de ser viables.
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3 REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 AGUAS RESIDUALES DE LA INDUSTRIA DE LA SALMONICULTURA

En la actualidad diversos estudios informan que las pisciculturas de salmén descargan
concentraciones extremadamente altas de aguas residuales no tratadas , superando hasta 20 veces el
limite permitido, que en Chile corresponden a 50 mg/L de nitrogeno y 10 mg/L de fosforo. Segun el
Fondo Mundial para la Naturaleza de Escocia, las pisciculturas de salmon alli producen desechos de
nitrogeno iguales a una poblacion humana de méas de nueve millones de personas (MacGarvin, 2000).

En este mismo contexto se estima que en que una piscicultura de 200.000 peces se libera:

- Nitrogeno igual a 20.000 personas.

- Fésforo igual a 25.000 personas.

- Materia fecal equivalente aproximadamente a una ciudad de 65.000 personas (Philip & lan, 2014).

En Chile en los tltimos afios la conciencia medio ambiental ha ido en aumento y los estandares
y normas de cuidado hacia el medio ambiente han sido cada vez més estrictas, pero aun asi no llegan a
ser los necesarios para evitar el impacto ecoldgico que generan estos residuos. El decreto N°90,
establece que se pueden arrojar al medio ambiente agua residuales con concentraciones de nitrégeno de
hasta 50 mg/L y de fosforo de hasta 10 mg/L (Presidencia, 2001). En la tabla 1 se presentan los
resultados de un estudio de la calidad del agua de ocho lagos de la Décima Region en los que se practica
la salmonicultura. Estos lagos son: Ranco (Provincia de Valdivia), Rupanco (Provincia de Osorno),
Llanquihue (Provincia de Llanquihue) y Tepuhuico, Tarahuin, Cucao, Natri y Huillinco (todos en la
Provincia de Chiloé). Al comparar la norma ambiental con los niveles de contaminacion presentes en
estos lagos, se pudo apreciar que los cinco lagos de la Provincia de Chiloé tienen exceso de
contaminantes, particularmente los lagos Cucao y Huillinco, cuyos niveles de nitrogeno superan en 15

y 22 veces, respectivamente (Marcel Claude, 2000).

13



Tabla 1: Concentraciones maximas admisibles de nitrégeno y fosforo para descargar en Lagos de

Chile, con respecto al DS90

Ranco | Rupanco | Llanguihue | Tepuwhuico | Tarahuin | Cuocao Natri | Huillinco
Fosforo 3.8 9.2 3 158 221 2171 2372 3229
Nitrdgeno 1& 12 15 s/l 188.7 31009 299.1 4.493.1
Clorofila 51 5/ s/ 39 s/ 5/ 5/1 s/

Por otro lado, a pesar de que las normas sefialan que el maximo permitido es de 50 mg/L de
nitrato, las empresas acuicultoras realizan malas précticas en la descarga de las aguas residuales, que
consiste en diluir la corriente de salida con el fin de disminuir la concentracion de contaminantes en
ella, entonces por ejemplo si una corriente de salida posee 100 mg/L de nitrato, lo que se hace es diluir
la corriente por un factor de dos, entonces, la nueva concentracion serd de 50 mg/L que esta dentro de
la norma, y luego descargan todo el volumen de agua residual, lo que es igual de dafiino. En los ultimos
afios, grandes han sido los esfuerzos para encontrar nuevas técnicas para disminuir las concentraciones
de contaminantes en las aguas, sobre todo en las pisciculturas ya que una alta concentracion de nitrato
y amonio provoca la muerte de los peces. En la figura 1 podemos apreciar una branquia extirpada de
un pez muerto de una pisciculturaenPangue, en el que se intentaba encontrar la causa de muerte. En la
Figura 2, se puede apreciar formaciones cristalinas, en las que se infiere que son debido a las grandes

concentraciones de sales en el agua.

Figura 1y 2. Fotografia de branquia tomada de pez muerto en piscicultura e incrustaciones salinas
presentes en branquias de pez muertos.
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3.2 SRA-SISTEMA DE RECIRCULACION ACUICOLA.

Un sistema de recirculacion acuicola es en esencia una tecnologia para cultivar peces u otros
organismos acuaticos reutilizando el agua en su produccion. Este proceso utiliza filtros mecénicos y
biologicos, y el proceso puede ser abordado en diferentes intensidades de produccion dependiendo del
tamano de la planta, variando de toneladas de produccion a sistemas enfocados en el abastecimiento
local (Ivan & Daury, 2017). Cabe mencionar que estos son tanques y similares, y es para la cria de
alevines hasta unos 10 cm ya que luego se trasladan al mar. El salmon se engorda en redes de
20x20x20 m. Por eso, en estos estanques se pueden controlar los residuos fecales y exceso de

alimento, en el mar es imposible, ya que el oleaje lo arrastra y luego decanta al fondo marino.

En un SRA es necesario tratar el agua constantemente con el fin de remover los desechos
excretados por los peces y afiadir oxigeno para mantener a los peces con vida. En general, diversas
instalaciones pueden afadirse, tales como, oxigenador, luz ultravioleta, regulador de pH automatico,
intercambiador de calor, entre otros. dependiendo de los requerimientos del proceso. En la figura 3
podemos apreciar un sistema de tratamiento tipico en un SRA en el que se hace pasar la corriente de
agua por un filtro mecanico con el fin de remover la mayor cantidad de sélidos en suspension y desechos

organicos, usualmente se usa una tela filtrante desde los 40 a los 100 micrones.

Tratamiento Primario Procesos fisicos Fish tanks Mechanical ﬁlter Biohller

(remocidn solidos suspendidos) Filtracién/sedimentacion/Flotacion

" . Proceso bioldgico
Tratamiento secundario 8

- - . Oxidacion bioldgica de materia orgdnica en tanques aireados
(remocion de materia organica

disuelta) Tanques de lodos activados ‘

Degasser
(Trickling fiter)

. o Proceso bioldgico o fisicoquimico | "“
Tratamiento terciario

(remocidn de nutrientes) Digestion anaerdbica seguido de nitrificacion y desnitrificacion

UV disinfection Oxygen enrichment

Floculacién con aluminio o sales metalicas

a) b)
Figura 3. a) pasos principales a seguir para el tratamiento de aguas residuales) sistema tipico de

recirculacion acuicola, el cual puede variar segun los requerimientos del proceso,
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No toda la materia orgénica es capaz de ser removida por el filtro mecanico, las particulas méas
pequefias de los nutrientes se transforman en compuesto disueltos que pasan a través de la tela filtrante,
dichos compuestos son los nitratos en formas de amoniaco libre (NHz), el cual es toxico, por lo que el
objetivo del biofiltro es convertir dicho amoniaco a nitrito y luego a nitrato, el cual es inofensivo. En el
biofiltro el desglose de las moléculas de amoniaco a nitrato es un proceso bioldgico que es realizado
por un consorcio bacteriano, en el que bacterias heterétrofas utilizan oxigeno y oxidan la materia
orgénica transforméandose en didxido de carbono, amoniaco y lodo (Loaiza, Martinez, Carlin, &
Esquivel, 2011).

En la figura 4 podemos apreciar los diferentes niveles de concentracion de amoniaco (nitrato de
amonio total-NAT) a diferentes pH que soportan los peces, entonces, a un pH de aproximadamente 6.8
el NAT maximo en el que pueden sobrevivir es de 10 mg/L (Feest & Bricefio, 2018), cabe mencionar,
que el pH se ve alterado por la orina y el excremento de los peces pero es regulado mediante la adicion

de una sustancia basificadora en lo posible econémica, como por ejemplo el hidroxido de sodioy el cal.
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Figura4. La relacion entre el pH medido y la cantidad de NAT disponible para su descomposicion.
Para que el proceso de desnitrificacion en el biofiltro sea mas eficiente se le afiaden soportes de

plasticos los cuales pueden ser moéviles o fijos, variando en forma y tamafio para aumentar su area

superficial, en la figura 5 se pueden apreciar soportes moévilesy fijos en un biofiltro.
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Figura 5. Soporte de plasticos méviles en la imagen de la izquierday soportes fijos en la derecha.

Una de las principales desventajas que poseen los biofiltros, son los tiempos de espera de
maduracion (Loaiza, Martinez, Carlin, & Esquivel, 2011), es decir, cuando se quiere empezar a hacer
funcionar un biofiltro para que el consorcio micro bacteriano sea funcional y 6ptimo, este se debe hacer
madurar mediante la adicion paulatina de amonio, este proceso puede ser de manera natural, es decir,
afiadiendo peces y luego sacarlos cuando se logra el nivel de amonio requerido o bien de manera
guimica afiadiendo cloruro de amonio al agua. Sea cual sea el tipo de proceso que se elija, ambos
requieren de alrededor de 1 a 3 meses, dependiendo de las condiciones y requerimientos del proceso.
Por otro lado, otra desventaja de los biofiltros es que las bacterias heteroétrofas, las que se encargan del
proceso de oxidacion (remover la materia organica), tienen una tasa de crecimiento poblacional de 5
veces mayor que la de las bacterias nitrificantes, por lo que las bacterias heterdtrofas tienen méas
capacidades a la hora de competir por el espacio y el oxigeno disuelto en la biopelicula, por ende,

pueden llegar a inhibir la nitrificacion (Su, Mennerich, & Urban, 2011)

Finalmente, el Gltimo inconveniente es el area superficial de los biomédios el cual varia

2
dependiendo de la forma y el tamafio, que en promedio es de 600 ffn—3de area filtrante, por lo que al

disefiar un biofiltro debemos considerar la concentracion de NAT diaria y la tasa de remocion de NAT
diaria. Que en conjunto con el area filtrante podemos calcular los m3 de biomédios que necesita el

biofiltro, en consecuencia, podemos inferir que a menor area filtrante mayor es el tamafio del equipo.
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3.3 CONSORCIO MICRO ALGAL-BACTERIANO PARA LA REMOCION DE NUTRIENTES EN AGUA
RESIDUALES.

En la actualidad, diversos son las investigaciones en el que se utilizan microalgas en laremocién
de nutrientes toxicos en las aguas residuales (Tejido, Enrique, Luis, & Dominic, 2019) en los que se ha
comprobado su eficiencia a la hora de ser utilizadas en SRA. Estudios realizados por Tejido-Nufiez y
otros (2019), comprueban la capacidad depuradora de dos diferentes cepas de microalgas en un efluente
de acuicultura en donde sefialan que una de las cepas depura mejor en condiciones no asépticas
alcanzando tasas de remocion de hasta un 81% de nitrégeno y de un 99% de fosfato. Las microalgas
ademas han sido objetivos de estudios por su capacidad al producir oxigeno y de remover metales
pesados disueltos en el agua. Distintos autores estudiaron la capacidad de remocidn de metales disueltos
en el agua de una amplia gama de especies de microalgas, las cuales soportan y se adaptan a estas
condiciones de estrés (Villanueva, Bocanegra, & Borja, 1999), en donde el género de Scenedesmus es
el mas ampliamente estudiado con capacidades comprobadas en la remocion de
Cu?+, Cd?+,Zn2+, Co?ty Crot (Castro, Jeronimo, & Garcia, 2004)

Por otro lado, segun literatura los biofiltros bacterianos son las principales biotecnologias
empleadas en la reduccion de estos contaminantes, pero el uso de estas tecnologias presenta diversas
desventajas e inconvenientes, tales como tiempo de madurez del biofiltro e ineficiencia en la depuracién
de compuestos como el fosforo, entre otros y es en este contexto que nuevas alternativas en los procesos
han llamada la atencion de investigadores (Roalkvam & Dronen, 2020).

Durante las Gltimas décadas, numerosos trabajos han ido demostrando las ventajas que conlleva
la presencia del consorcio microalgas/bacterias en determinadas areas relacionadas con la biotecnologia
como es el tratamiento de agua residuales. Esto se debe a la interacciones mutualistas y simbidticas que
se pueden dar entre ambos microorganismos (Subashchandrabose & Megharaj, 2011).

En esta interaccion de microorganismos las microalgas proporcionan el oxigeno gue necesitan
las bacterias para la oxidacion de materia organica, de esta manera se reducen los gastos asociados a la
aireacion en los sistemas de aguas residuales, generando una ventaja competitiva frente a tecnologias
similares. En la figura 6 podemos observar las interacciones de microalgas y bacterias en el que las
microalgas utilizan el amonio, fosfato, luz y CO:2 para funciones metabdlicas y en el proceso como
producto se obtiene Oz, el cual es utilizada por las bacterias para oxidar la materia organica, como
producto de este proceso, se obtiene COz el cual es utilizado por las microalgas repitiendo el ciclo
(Subashchandrabose & Megharaj, 2011).
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Figura 6. Esquema de las interacciones entre las microalgas y las bacterias en los sistemas de

tratamientos de agua residual.

Cabe destacar que las interacciones microalga bacteria no se limitan Unicamente a intercambios
gaseosos de CO2/Oz, ya que determinadas especies de bacterias tienen la capacidad de liberar al medio
factores de crecimiento y fitohormonas como las auxinas (&cido-3-indolacético) (Kazamia, Czesnick,
& Nguyen, 2012) o vitaminas (biotina, tiamina o la cobalamina, B12) (Lawrence & Warren, 2014) , En
este contexto aquellas sustancias promueven y favorecen el crecimiento de las microalgas, ademas de
manera inversa, las microalgas también son capaces de favorecer el crecimiento bacteriano

protegiéndolos de ambientes hostiles y liberando compuestos organicos .

El mayor desafio de los consorcios microalgas-bacterias, son los largos tiempo de residencia
hidraulica (TRH) necesarios para la remocién del nitrégeno, ya que pesar de la gran capacidad de
depuracion de nitrato de las microalgas son necesario los procesos de nitrificacion-desnitrificacion para
su completa remocion (Arcilla, 2016). Como se describié anteriormente estos procesos de remocion,
requieren de la presencia de bacterias nitrificantes para optimos resultados, en donde el tiempo de
residencia de solidos (TRS) necesario son de 10 dias el cual es varias veces superior a los TRH que

aproximadamente son de 1-3 dias (Arbib, Ruiz, & Alvarez-Diaz, 2013).
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3.4 ELIMINACION DE CONTAMINANTES: NITROGENO Y FOSFORO.

Nitrégeno

La eliminacion de N es un proceso, complejo y costoso energéticamente, y por ende también
econdmicamente, ya que requiere aplicar diversos procesos y equipos como tanques aerobios o
anoxicos, sistemas de bombeo, agitacion, controladores de temperatura, agitadores y controladores de
pH, dependiendo de las condiciones requeridas. Para conseguir concentraciones de N que estén dentro
de las normativas de legislacion vigente, es necesaria una etapa de nitrificacion en la que el NH4 + es
oxidado a NOs-. Este proceso ocurre en 2 etapas principalmente, en la primera las bacterias del género
Nitrosomonas convierte el NHs+ a NO2-(Reaccion 1), mientras que en la segunda las bacterias del

género Nitrobacter o Nitrococcus, convierten el NO2- en NOs-(Reaccidon 2) (Metcalf & Eddy, 2003).

NHs4+ + 302 — 2NO2— +4H + + 2H20

Reaccion 1. Reaccion de la primera fase de nitrificacion.

2NO2—+ 02 — 2NO3—+4H + + 2H20

Reaccion 2. Reaccion de la segunda fase de nitrificacion.

En la reaccion general de nitrificacion (Reaccién 3) se puede apreciar que para oxidar un mol de NH4
+ se necesitan dos moles de oxigeno. Por tanto, esto significa que la falta de oxigeno disuelto podria
producir una inhibicién en la nitrificacion (Metcalf & Eddy, 2003).

NHa+ +2 O2 — NOs—+2H + + H20

Reaccion 3. Reaccion general de nitrificacion

Por otro lado, la desnitrificacion ocurre en condiciones de anoxia, es decir, condiciones en las
que el oxigeno disuelto esta casi agotado. en el que el NOs+ se convierte en N2. Las bacterias encargadas
de dicho proceso son heterotrofas, del género Achromobacter, Acinetobacter, Agrobacterium,
Alcaligenes, Artrhobacter, Bacillus, Chromobacterium, Flavobacterium,
Hypomicrobium, Moraxella, Neisseria, Paracoccus, y Propionibacterium, entre otros (Metcalf &
Eddy, 2003).
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Fésforo

Los métodos més empleados para la eliminacion de fésforo son mediante la precipitacion
quimica, siendo necesarios cationes Ca2t, Al3ty Fe3+, pero presentan diversos inconvenientes
especialmente en el aumento de costos asociados a productos quimicos. Para evitar dichos problemas
en la actualidad existen técnicas de eliminacién bioldgicas. Los organismos encargados de la
asimilacion del fosfato se denominan organismos acumuladores de fosfato (OAF), los cuales consumen
acidos grasos volatiles (AGV) y en este mismo proceso acumulan P eliminandolo del medio. Cabe
mencionar que la eliminacion de P depende de la relacién DBO:P, en donde, estudios demuestran que
razones superiores a 20 permiten alcanzar concentracion de efluentes de 1 mg/L de P (Metcalf & Eddy,
2003). En la tabla 2, podemos observar las diferentes reacciones quimicas presentes en el consorcio

microbiano-algal usados en el tratamiento de agua residuales.

Tabla 2. Reacciones de simbiosis entre microalgas y bacterias.

Reacciones basadas en el consorcio microalga-bacteria Proceso biolégico
CO2 + H20 + NHa + + PO4 -3 —Biomasa microalgal + Oz Fotosintesis
NOs - + 4H20 — NHs ++ 70H- Reduccion de nitrato

DBO + O2+ Nutrientes — Biomasa bacterial + CO2

NHs+ +2 O2 — NOz - + 2H++ H20 Nitrificacion

8NO3 - + 5CH3:COOH — 8HCOs3 - + 6H20 + 2C0O2 + 4N:2 Desnitrificacion
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3.5 USO DE CONSORCIOS INMOVILIZADOS EN ALGINATO PARA EL TRATAMIENTO DE AGUA
RESIDUALES.

La biomasa del alga no puede ser usada directamente en un proceso de tratamiento de agua
residuales. Esto debido a que la biomasa del proceso es muy dificil de separar del efluente de agua . Sin
embargo, la biomasa inmovilizada dentro de una matriz inerte, posee la ventaja de que puede lograr
altas tasas de flujos con minimas obstrucciones en las columnas y se pueden obtener altas cargas de
biomasa separadas de la fase liquida (Nussinovitch, 2010). La inmovilizacion celular se define como la
confinacion o localizacion fisica de células intactas a una regidn espacial definidaen el biorreactor con
la preservacion de la deseada actividad catalitica (Cruz & Bashan, 2013).

Las principales ventajas de la inmovilizacion de las células fueron estudiadas por Karel y otros

(1985), las cuales son:

e Incrementar la concentracion celular y la productividad volumétrica.
e Aumentar la estabilidad bioldgica

¢ Incrementar la concentracion del producto en el medio de cultivo

e Reducir la concentracion de sustrato en el medio de cultivo.

e Ventajas por la proximidad entre células.

e Separacion de celular del medio y facil recuperacion del producto.

Para la inmovilizacion de la biomasa, la matriz puede ser natural, ya sea agar, alginato o
carragenina o sintética, como el gel de silice, poliuretanos o poliacrilamida. Los polimeros naturales
son ampliamente mas utilizados que los sintéticos debido a su baja toxicidad, en el que destaca el uso
del alginato de calcio para la inmovilizacion de microalgas y otros tipos de microorganismos (karel,
Libicki, & Robertson, 1985). El alginato es extraido de un alga en forma de sal de sodio soluble en
agua. Cuando se une con el calcio, este reemplaza al sodio, produciendo un enlace ionico entre los

grupos de &cido carboxilico dando como resultado una sustancia gelatinosa.

Cabe sefialar que las esferas de alginatos son vulnerables a pH tanto bajos como altos, y se
mantienen estables cuando el pH del medio en que se encuentran es de alrededor de 5 a 9, por lo que

tratamientos de efluentes altamente &cidos pueden resultar en una pérdida de la biomasa. Es importante
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mencionar que diversos estudios realizados con diferentes cepas de microalgas, han demostrado las
capacidades de depurar metales pesados como el cobre, cobalto, cadmio, entre otros (Castro, Jeronimo,
& Garcia, 2004), teniendo aun mejores resultados cuando son inmovilizadas en alginato, demostrando

capacidades de biosorcidn de metales (Gao, Guo, & Hao, 2020).

3.6 EFECTOS DEL INOCULO INICIAL EN LAS MICROALGAS

La fase de adaptacion o lag, es la primera etapa que los microorganismos presentan, y es donde
la tasa de crecimiento poblacional es significativamente menor que la fase exponencial, esto se debe a
diferentes factores, tales como, la edad del indculo, es decir, si este proviene de una fase estacionaria,
la fase lag serd mas larga. En fase lag los contenidos de coenzimas y enzimas biosintéticas son bajos,
por lo que las células deben reponerlas en este nuevo medio (Bohutskyi, Kligerman, Byers, & Nasr,
2016). Otro factor importante es el tamafio del indculo inicial, ya que una baja concentracion celular
implica un ajuste fisiolégico mayor, en el que ademas se debe considerar que el indcul o puede poseer
células no viables provenientes usualmente de la fase lag o de la senescencia, debido a que la edad
fisioldgica de la célula afecta su capacidad de multiplicacién (Cheng, Wang, Osei-Wusu, & Liu, 2018).
En la Figura 7 podemos apreciar las fases tipicas de cinéticas de crecimiento y la concentracion de

nutrientes en funcion al tiempo, en un sistemade cultivo de microalgas batch.

Growth rate
Nutrient concentration

Time
Figura 7. Fases de crecimiento de cultivo micro algal, en el que los nimeros 1,2,3,4, y 5 corresponden a
las etapas de lag, exponencial, lineal, estacionaria y senescencia, y la linea punteada corresponde a la

concentracion de nutrientesa lo largo del tiempo.
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Estudios realizados por Bohutskyi y otros (2016), demuestran que diferentes concentraciones de
indculos obtenidos en su fase exponencial influyen en la densidad de la biomasa y en la obtencion de
productos, en el que 2,5 * 105 cel/mL fue la concentracion més favorable para la produccién de Metil
Esteres de 4cidos grasos (FAME) (Bohutskyi, Kligerman, Byers, & Nasr, 2016). Por otro lado, Cheng
y otros (2018), realizaron estudios relacionados a la edad del in6culo y su influencia en la produccion
de biomasay en la acumulacion de hidrocarburos, en el que los mejores resultados se obtuvieron cuando
la edad del in6culo fue de 14 dias, obtenidos también en fase exponencial (Cheng, Wang, Osei-Wusu,
& Liu, 2018).
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4, OBJETIVOS
4.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar el desempefio de diferentes concentraciones de inoculo de Tetradesmus obliquus, en la tasa de
crecimiento poblacional y depuracion de los consorcios microbiano-algal inmovilizado en alginato para

el tratamiento de aguas residuales en la piscicultura.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Analizar el efecto del inoculo inicial en la tasa de crecimiento poblacional (p).
2. Evaluar el efecto de las diferentes concentraciones celular del inoculo en las tasas de depuracion

de amonio. nitrato, nitrito y fosfato.

3. Establecer el tiempo de vida util maximo que podrian estar las esferas en el fotobiorreactor.
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5. METODOLOGIA

51 AREADE INVESTIGACION

La investigacion se llevo a cabo en la plataforma de innovacién abierta DeNOVO, ubicada en
Aurelio Manzano 594, Concepcion. Las muestras de agua utilizadas provinieron de la piscicultura de
Pangue, Region del Bio-Bio. La puesta en marcha del experimento y los analisis de la tasa de
crecimiento poblacional y depuracion de nutrientes fueron realizados en el laboratorio e instalaciones
de DeNOVO.

5.2 FORMULACION DE LA PROPUESTA DE TRABAJO

5.2.1 MICROALGA: TETRADESMUS OBLIQUUS

La microalga que se empled en los ensayos batch con recambio de agua , fueron obtenidos de
biomasa procedente de un biorreactor ubicado en la piscicultura en Pangue, region del Bio-Bio. Dicho
indculo fue previamente caracterizado y aislado en los laboratorios de DeNOVO identificando a la cepa
como Tetradesmus obliquus. Debido al uso de agua provenientes de piscinas de peces, no se garantizan
las condiciones axénicas, pudiendo desarrollarse microalgas endémicas de los efluentes de la
piscicultura. Los cultivos se operaron de manera abierta, pero utilizando papel parafilm para evitar la
contaminacion de sélidos grandes. La idea de la presente investigacion es poder obtener datos cinéticos
(v, TSR) simulando las condiciones de piscicultura de Pangue, por lo que las condiciones de esterilidad
estan inmediatamente descartadas, ya que al ser un sistema abierto las microalgas estan expuestas
constantemente a estimulos ambientales y a la interaccion con otros microorganismos.
IEEE—— r——

Figura 8. Fotografia microscopica de microalga Tetradesmus obliquus.
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5.2.2 BACTERIAS

Las bacterias empleadas en los ensayos batch, fueron obtenidas de un volumen agua rico en
nitrito proveniente de un biofiltro bacteriano de una piscicultura en funcionamiento en Pangue. Para
conseguir dichas bacterias se obtuvieron 2 litros de agua del biofiltro bacteriano y se centrifugaron en
tubos falcon de 50 mL, durante 5 min a 2500 RPM, de esta manera se logro obtener 1 L de pellet
bacteriano. A dicho pellet se le midi6 la cantidad de nitrito en el agua y se encontré que poseia 5 mg/
mL, por lo que se monitorizo durante 24 horas para observar si es que las bacterias lograban depurarlas
en dicho rango de tiempo. Pasada las 24 horas se volvié a medir la concentracion de nitrito en el agua
observandose que la concentracion disminuyo a 2,7 mg/mL, por lo que se volvio a repetir el
procedimiento y esta vez se obtuvieron 500 mL de un nuevo concentrado, a dicho concentrado se aforo
hasta los 1000 mL con el agua del biofiltro, y finalmente se le volvié a medir la concentracién inicial
de nitrito, el cual fue de 4,89 mg/mL y se monitorizo durante 24 horas. Finalmente, en la medicion final
se obtuvo una concentracién de 1,7 mg/mL de nitrito por lo que se puede inferir que en dicho cultivo
hay presencia de bacterias desnitrificantes, aunque dicho nimero de bacterias no fue centralizado.

5.2.3 INMOVILIZACION Y CONTEO CELULAR DE LOS MICROORGANISMOS

La microalga Tetradesmus obliquus y el consorcio de bacterias presentes en este trabajo se
obtuvieron de la piscicultura. Los microorganismos fueron cultivados en el biorreactor ubicado en la
piscicultura de Pangue. Para conocer la concentracion celular de la muestra se extrajeron 10 uL y se le
realizo un recuento celular utilizando la técnica de conteo celular descrita por Arredondo-Vega &
Voltolina (2014)y luego mediante el modelo de Gompertz modificado se determinaron los parametros
cinéticos, en donde A: es la poblacion méaxima o logaritmos de los recuentos asintéticos cuando el
tiempo se incrementa indefinidamente, A; tiempo lag y um constante de crecimiento, en la ecuacion 1
podemos apreciar la ecuacion de Gompertz modificado (Zwietering, Van, & Jogenburger, 1990).

Para la inmovilizacion de los microorganismos se siguié la metodologia de Bashan y otros
(2005), la cual consistio en preparar una solucion de alginato de calcio al 2%, agitando vigorosamente
por aproximadamente 30 min y a una temperatura de 100°C, luego se dejé reposar por 2 horas, evitando
asi la presencia de burbujas. Posteriormente se le afiaden los volimenes de indculos de consorcio
microalga-bacteria de 1,5 * 105cel/mL, 5,5 * 10> cel/mL y 2,2 * 106cel/mL correspondientes a T1,

T2 y T3 respectivamente.
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El volumen de in6culo debe ser del 7% respecto al de alginato, para evitar que la solucion pierda
consistencia, por lo tanto, como se desea realizar ensayos de 400 mL de volumen, son necesarios
inocular una cantidad de esferas equivalente al 10% del volumen del medio, es decir, se requieren 40
mL de una solucion de alginato+ inoculo de microalgas. Como se sabe de manera empirica que la
relacion de alginato y microalga debe ser del 7%, para obtener 40 ml de solucion de
(alginato+consorcio) microalga-bacteria se requieren 2,8 mL de inoculo para cada concentracion. La
solidificacion de gel se realizé goteando la solucidn de alginato+consorcio microbiano-algal mediante
pipetas de plastico de 3 mL en una solucion de CaCl al 2%. Cabe mencionar que se hizo una seleccion
de aquellas esferas que estuviesen en mejor estado ya que no contabamos con un rotador para agitar la
solucion mientras las esferas decantaban en la solucion. Finalmente se dejo reposar durante 2 horas

para lograr que las esferas de alginato solidificaran.

y = A * exp {—exp * {M* A=t +1}}
A

Ecuacion 1. Ecuacion de Gompertz modificada.

5.2.4 CONDICIONES DE OPERACION Y DISENO EXPERIMENTAL

Las condiciones de operacién en los ensayos fueron una simulacién de las condiciones de
la piscicultura de Pangue, en el que la temperatura presente en la piscicultura es de alrededor 10°C
por lo que previo a este trabajo se debid adaptar a la cepa de la microalga a una temperatura que
rodean los 10°C £ 3 °C.

El medio en el que se dispondran las esferas de alginato proviene del agua de los peces
alimentados en la piscicultura. La principal justificacion de esto es que la composicion quimica del
agua no es estable en la industria acuicola, esto se debe a que los peces son organismos vivos y sus
heces y orines no son siempre las mismas, y al tratarse de sistemas abiertos, la presencia de otros
microorganismos genera competencias entre ellos por la presencia de oxigeno disuelto (OD) y
nutrientes en el medio. Por todo lo anteriormente mencionado, los ensayos se realizaron con
recambios de agua diaria, con el fin de simular las interacciones de microorganismosy cambios en

la composicion quimica del agua.
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La fuente de luz a utilizar fue un foco led dispuesto sobre los matraces con el fin de que la

iluminancia sea similar para todos los ensayos. En el caso del fotobiorreactor de Pangue la

iluminacién es por los costados, mediante 4 tubos led. En nuestro caso se utilizara un foco sobre

los matraces disponiendo los matraces de manera tal que la distribucion de luz sea lo mas

homogénea posible.

A continuacién, se presenta una matriz, en la que se dispuso de doce matraces los cuales

estan expuesto a un foco led sobre ellos. Se midid el Lux en cada ubicacion, procurando que a cada

matraz le llegue la misma intensidad luminica.

Tabla 3. Diferentes intensidades de luz a lo que estan sometidos los ensayos. T1: Concentracion

baja, T2: Concentracion media, T3: Concentracion Alta, B: Blanco.

3500 3930 4000 3550
Concentracion celular | Concentracion celular | Concentracion celular | Concentracién celular
T1 B T3 B
3650 4200 4300 3700
Concentracion celular | Concentracion celular | Concentracion celular | Concentracién celular
T1 T1 T2 T3
3500 3850 3900 3450
Concentracion celular | Concentracion celular | Concentracion celular | Concentracién celular
T3 T2 B T2
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5.2.5 DISENO EXPERIMENTAL

En total doce fueron los matraces Erlenmeyer de 500 mL utilizados, con tres
concentraciones distintas, tres matraces por concentracion, y tres matraces adicionales para el
experimento control, compuesto Unicamente de esferas de alginato. Se utilizé un volumen de
trabajo de 400 mL en total, abiertos al ambiente e iluminado constantemente por luz artificial, a
través de un foco led localizado sobre los matraces con una intensidad luminica en la superficie de
ellos de aproximadamente 4000 Lux (tabla 3). Cada matraz fue inoculado con 40 mL de alginato
+ consorcio microbiano algal, a diferentes concentraciones T1, T2 y T3 equivalentes a 1,5 *
105cel/mL, 5,5 * 105 cel/mL y 2,2 * 106cel/mL. Para la medicion del volumen se colocaron 40
ml de esferas de alginato + consorcio en una probeta, y se aford con agua de pangue hasta los 400
mL. Principalmente tres fueron los resultados obtenidos en este ensayo. La tasa de crecimiento
poblacional (), la cual se obtuvo mediante conteo celular midiendo diariamente hasta que
empiecen a exudar las microalgas al medio, utilizando la técnica de conteo celular de Voltolina y
otros (2007). Se utilizaron cuatro esferas de alginato de cada matraz, la que posteriormente se
disolvieron en una soluciéon de bicarbonato al 10% por 10 min atemperatura ambiente. Finalmente,
de dicha solucion se obtienen muestra de 10 uL para ser contadas en el microscopio. En la figura

9, podemos observar un esquema del sitio experimental.

Foco de Luz

Figura 9. Esquema del sitio experimental
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5.2.6 ANALISIS

Para la tasa de depuracion de los nutrientes, el uso curvas de calibracion fueron necesarias
para la correcta monitorizacion de los compuestos de nitrato, nitrito, amonio y fosfato. Se utilizo
el equipo espectrofotometro multi volimenes epoch para poder medir de manera simultanea la

depuracion en los nutrientes en los matraces.

El principio utilizado para hacer las curvas de calibracion fue de extrapolar el uso de los
reactivos HANNA usados en el fotometro al espectrofotometro multivolumenes, mediante una

conversion de los volumenes de reactivos utilizados.

Las ecuaciones obtenidas se presentan a continuacién, y para mas informacién de como se

obtuvieron revisar anexo 9.3.
C PO+": 63,7*Abs -3,83 (mg/L).
Ecuacion 2. Ecuacion de concentracion de fosfato.
C NO2—: 3,69*Abs-0,223 (mg/L).
Ecuacion 3. Ecuacion de concentracion de nitrito
C NH.*": 15,7*Abs -2,2 (mg/L).
Ecuacion 4. Ecuacion de concentracion de amonio.
C NOs-: 121*Abs -1,62 (mg/L).
Ecuacion 5. Ecuacion de concentracion de nitrato. .

Para determinar el tiempo de residencia de solidos (TRS), diariamente se midié la absorbancia
a 681 nm en el medio de todos los matraces, en donde a cualquier cambio de absorbancia del agua
establecio el inicio del tiempo en que los biomédios comienzan a exudar, lo que significa que las esferas

de alginato liberan al medio las microalgas encapsuladas.

31



6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 RESULTADOS

6.1.1 CRECIMIENTO CELULAR

El crecimiento celular se observo en la concentracion T1 (baja), T2 (media), y T3 (alta),
fueron en orden ascendente respecto al control (esfera de alginato sin consorcio). La concentracion
T1 que inicio con una concentracién celular de 1,5 = 105 cel/mL fue la que presento un menor
crecimiento celular con un tiempo de adaptacion o lag de 4 dias, alcanzando al quinto dia una
concentracion celular de 9,31 = 105cel/mL. La concentracién T2 que inicio con una concentracion
celular de 5,5 = 105cel/mL fue la que presento un crecimiento mas consistente respecto a las
muestras T1 y T3, con un tiempo de adaptacién o lag de 3 dias, alcanzando al quinto una
concentracion celular de 7,23 x 106cel/mL. La concentracion T3 que inicio con una concentracion
celular de 2,21 = 10¢ cel/mL fue la que alcanzo un mayor crecimiento al quinto dia con 6,9 *
107cel/mL. Cabe mencionar que en la muestra T3 el crecimiento fue exponencial desde el dia 0
hasta el dia 3 en el que se produjo un breve periodo lag, esto se puede deber a la necesidad de
neutralizar sustancia toxicas presentes en el medio, las cuales se generaron en la concentracion T3
y no estaban presentes en las concentraciones T1 y T2 debido a que la concentracion de bacterias

desnitrificantes era muy inferior en estos ultimos casos.
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Figura 10. Curva de crecimiento micro algal con una concentracion T1 (baja) inicial experimental
de 1,5 * 105 cel/mL en un periodo de tiempo y curva de crecimiento micro algal con una
concentracion T1 (baja) inicial de 1,5 = 105 cel/mL predicho por el modelo de Gompertz

modificado.
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Figura 11. Curva de crecimiento micro algal con una concentracién T2 (media) inicial experimental
de 5,5 * 105cel/mL en un periodo de tiempo y curva de crecimiento micro algal con una
concentraciéon T2 (media) inicial de 5,5 * 105cel/mL predicho por el modelo de Gompertz

modificado.
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Figura 12. a) Curva de crecimiento micro algal con una concentracion T3 (alta) inicial de 2,2 *
106 cel/mL, b) curva de crecimiento micro algal con una concentracion T3 (alta) inicial de 2,2 *

106cel/mL predicho por el modelo de Gompertz modificado.

En la tabla 4, podemos ver los parametros cinéticos obtenidos mediante el modelo de
Gompertz, en el que podemos observar que, a una concentracidon celular menor, la tasa de
crecimiento se ve directamente afectada. Lo mismo pasa con la poblacién méaxima, es decir, se
estima que en un futuro la maxima poblacién alcanzada por las concentraciones depende
directamente del tamafio del inoculo inicial. Cabe sefialar que, a una mayor concentracién celular,
mayor es la tasa de depuracion de los compuestos tal y como se muestra en la figura 17. Para las
condiciones evaluadas en el presente estudio, el mejor caso para obtener los mejores parametros
cinéticos y por consecuencia aumentar las tasas de depuracién estan dados por la concentracion

T3, con una poblacion maximade 6,2 * 102 cel/mLy una velocidad de crecimiento maximade 0,9

dias.
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Tabla 4. Pardmetros cinéticos del modelo de Gompertz a diferente concentracién celular.

Parametros
cinéticos T1 T2 T3
1,1 % 10° 1,4 =107 1=x108
A (cel/mL)
A (dias) 3,79 2,93 16
U (dias) 0,35 0,76 0,9

6.1.2 DEPURACION DE NITRATO

Todas las concentraciones presentan una disminucion en la concentracion de nitrato
presente en la muestra respecto al blanco. En el caso de T1 que inicio con una concentracion de
26,21 + 1,68 mg/mL la depuracidon fue lenta y regular hasta el dia 3 que se logré disminuir hasta
un 23,42 + 1,50 mg/mL, y no fue hasta el cuarto dia que se observd un aumento en la tasa de
depuracion logrando una disminucion de hasta 21,24 + 1,36 mg/ml, obteniéndose al quinto dia
19,79 + 1,27 mg/mL. Respecto al caso de T2 las tasas de depuracion se mantuvieron practicamente
iguales que T1 y no es hasta el quinto dia en que se pudo apreciar una leve disminucion en la
concentracion de nitrato hasta los 18,34 + 1,18 mg/mL, en la figura 17 podemos apreciar el
porcentaje de remocion de los nutrientes a lo largo del tiempo. Por otro lado, T3 durante los dias
0y 3, ladepuracion se mantuvo constante y sin grandes cambios, con una concentracién alrededor
de 21,73+ 1,39 mg/mL y no es hasta el cuarto que dia que logra un aumento importante en la
disminucion de nitrato con una concentracion de 15,32 + 0,98 mg/mL. Finalmente, respecto al
blanco podemosapreciar que, en las mediciones, las concentraciones se mantuvieron constantes
con variaciones de 2,01 + 0,12 mg/mL que se pueden deber al error en las mediciones o por la
presencia de compuestos organicos presentes en el medio (escamas de pescados). Ademas,
mencionar que como no hubo grandes diferencias en las concentraciones podemos inferir que el

nitrato no es capaz de ser adsorbido por las esferas de alginato en este rango de tiempo.
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Figura 13. Depuracién de nitrato en biomédios microalgas- bacterias a lo largo del tiempo.

6.1.3 DEPURACION DE NITRITO

No todas las concentraciones demuestran una disminucion en la concentracién de nitrito
respecto al blanco. En el caso de T1, se observa que la concentracion inicial de nitrito presente en el
mediono varia al pasar los dias y se mantiene constante en alrededor de 5,59 + 0,11 mg/mL. Esto
se debea que la concentracién de bacterias desnitrificantes en los biomédios no fue la requerida
para gque se lograse crear un consorcio entre microalgas y bacterias. En el caso de T2 ocurri6 algo
similar que en T1, y la concentracién de nitrito se mantuvo constante en 5,6 + 0,11mg/mL. Por
otro lado, la concentracién T3 no demostr6 una variacién significativa en los dias 0 hasta el dia 3,
y no fue hasta el cuarto dia que se logré una disminucion significativa en la depuracion de nitrito
alcanzandouna concentracion de 2,99 + 0,059 mg/mL, y al quinto dia de 1,14 + 0,022 mg/mL.
Cabe sefalar que la gran diferenciaentre T3 y T1, T2, es que la cantidad de inoculo de bacterias
desnitrificanteses varias veces menor en T1 y T2, provocando que no tuviesen una concentracion
celular inicial adecuada para la conformacion del consorcio microalga bacterias. Finalmente,
respecto al blanco podemos observar que no hubo mayores cambios en las tasas de

depuracién permaneciendo
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constantesen 5,6 £ 0,11 mg/mL e infiriendo que las esferas de alginato no son capaces de adsorber

nitrito en este rango de tiempo.
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Figura 14. Depuracion de nitrito en biomédios microalgas- bacterias a lo largo del tiempo.
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6.1.4 DEPURACION DE FOSFATO

No todas las concentraciones muestran un cambio significativo en la depuracién de fosfato
respecto al blanco. En el caso de T1, se observa que la depuracion de fosfato no muestra grandes
variaciones en el tiempo y permanece constante alrededor de 8,2 + 0,622 mg/mL, esto se puede
deber a la baja concentracidon celular inicial de T1 la cual genera un mayor tiempo de fase lag o de
adaptacion. Respecto al caso de T2 podemos apreciar que hasta el dia 3 no hubo cambios
significativos en la depuracién de fosfato, permaneciendo relativamente constantes en 7,91 + 0,589
mg/mL y no fue hasta el cuarto dia que se observa una disminucidn significativa en la depuracion
de fosfato alcanzando una concentracion de 6,7 £ 0,499 mg/mL. Por otra parte, la concentracion
T3 muestra un comportamiento regular en las tasas de depuracion hasta el dia 3, permaneciendo
relativamente constante en 7,5 + 0,558 mg/mL. Luego en el cuarto y quinto dia se aprecia un
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notable aumento en la depuracion de fosfato con una concentracion de 5,12 + 0,381 y 3,68 + 0,27
respectivamente. Cabe mencionar que el blanco se mantuvo constante a lo largo del tiempo, por lo

que podemos inferir que el fosfato no es capaz de ser adsorbido por las esferas de alginato.
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Figura 15. Depuracion de nitrato en biomédios microalgas- bacterias a lo largo del tiempo

6.1.5 DEPURACION DE AMONIO

Todas las concentraciones muestran cambios en las tasas de depuracién de amonio en
comparacidn al blanco. En el caso de T1, se puede apreciar tasas de depuracion constantes con una
concentracion de 3,3 + 0,291 mg/mL hasta el tercer dia en que se aprecia un leve aumento de
amonio de un 3,85 + 0,339 mg/mL, luego al cuarto y quinto dia vuelve a disminuir las
concentraciones alcanzando 2,96 + 0,26 y 2,93 £ 0,25 mg/mL. En el caso de T2 se puede apreciar
una disminucion constante en los dias 0 al 3, alcanzando una concentracion de 3,12 + 0,275 mg/mL.
Luego al cuarto dia se puede apreciar un leve aumento en la concentracion, para luego volver a
disminuir en el quinto dia hasta los 1,3 + 0,114 mg/mL. Por otro lado, en el caso de T3, se puede

observar que hubo una disminucion de amonio significativa entre el dia 0 y el dia 2, con una
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concentracion de 1,82 + 0,16 mg/mL. Luego en el tercer y cuarto dia se aprecia un leve aumento
en la concentracion, para luego volver a disminuir en el quinto dia hasta los 0,165 + 0,014 mg/mL.
Cabe mencionar que en el blanco hubo una leve disminucion de amonio en el medio, por lo que se
puede inferir que el amonio es capaz de ser adsorbido por las esferas de alginato, aungue en bajas

cantidades.

En la figura 17 podemos observar las tasas de depuracién en porcentaje de todos los
compuestos a las diferentes concentraciones celulares iniciales, en el que destaca desempefio de T3
depurando el 96% de amonio, 56 % de fosfato, 80% de nitrito y 46,2 % de nitrato. Cabe se fialar
que, en el caso del blanco, todos los compuestos se mantuvieron en 0% de depuracion excepto el
amonio el cual fue depurado casi el 30% de amonio presente. Esto se puede deber a que las esferas
de alginato de calcio tienen la capacidad de adsorcién y el amonio fue adsorbido en ellas.
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Figura 16. Depuracién de amonio en biomédios microalgas- bacterias a lo largo del tiempo

En la figura 17, podemos apreciar la depuracion total de los contaminantes en porcentaje de
los diferentes indculos, en los que destaca la concentracion T3 al poseer los porcentajes de
depuracion de nitrato, nitrito, fosfato y amonio mas elevados, con un 46, 80, 57 y 97 %
respectivamente.
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Figura 17. Resumen depuracion en porcentaje, de 1os contaminantes en diferentesconcentraciones
celulares iniciales,
6.1.6 TIEMPO DE EXUDACION DE LOS MEDIOS

Los tratamientos T1 y T2 demostraron que hasta el quinto no alcanzaron a exudar y la
densidad Optica del agua a 680 nm se mantuvo constante en 0,042 + 0,0022. En cambio, el
tratamiento T3 al quinto dia de manera cualitativa se podia observar que el agua estaba levemente
verde y se corroboro con la densidad dptica de esta misma que arrojo un valor de 0,044 + 0,0022.
Cabe mencionar que se dejo operando el tratamiento T3 un dia mas para asegurar que estuviera

exudandoy se midié nuevamente la absorbancia del agua arrojando un valor de 0,056 + 0,0028.
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Figura 18. Variacion de la densidad éptica de microalgas inmovilizadas a diferentes

concentraciones, durante un periodo de 5 dias.
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6.2  DISCUSION

6.2.1 VELOCIDAD ESPECIFICA DE CRECIMIENTO Y TASAS DE DEPURACION

De acuerdo con el banco mundial, en 2030 el 60% del consumo humano del pescado sera
proporcionado por la acuicultura (Bank, 2013). En este proceso, la recirculacion es esencial y
requiere un tratamiento del agua para prevenir la acumulacion de contaminantes y de solidos en
suspension, tales como el amoniaco y nitrato, que en grandes cantidades puede generar diversos
dafos a los peces. Es en este contexto que el desarrollo de diversas tecnologias para remover el
nitrato y otros compuestos dafiinos para los peces y los ecosistemas se han ido explorando.
Convencionalmente estos compuestos son removidos mediante procesos bioldgicos, tales como la
desnitrificacion, pero que lamentablemente usa los recursos presentes en el agua residual de manera
ineficiente (Fernandez, Vescoso, & Godos, 2018). Las tecnologias basadas en las microalgas
prometen una solucién eficiente para el tratamiento de aguas residuales y a su vez generan biomasa
que puede ser valorizada (Barnharst, Rajendran, & Hu, 2018), disminuyendo el impacto ambiental

y mejorando la viabilidad econémicade los SRA vy de la cultivacion de microalgas.

Gracias a literatura, se sabe que el crecimiento celular en las microalgas esta directamente
relacionado a las condiciones de operaciény a la presencia de nutrientes en el medio, en el que una
apta temperatura y la presencia de nitratos y fosfatos son esenciales para un correcto crecimiento
(Tejido, Enrique, Luis, & Dominic, 2019). En este experimento era necesario conocer el
crecimiento celular de las microalgas y observar como afectaba las diferencias de concentracion
celular en los indculos de los diferentes tratamientos, en el tiempo de adaptacién de las microalgas
a la hora de depurar los nutrientes en el medio. Cabe mencionar que las condiciones de operacion
en términos de temperatura fueron bastante hostiles con la microalga , debido a esto , se someti6 a
un proceso de adaptacién en el que se iba disminuyendo la temperatura gradualmente para que
cuando se sometiera a dichas condiciones, su crecimiento no se viera inhibido. Segun literatura,
se espera que la fase de lag o adaptacion se vean afectadas por el tamafio del inoculo, enel que, a
una menor concentracion celular inicial, mayores son los tiempos de adaptacion. Si bien es
importante el tamafio del inoculo para disminuir la fase lag, también lo es la historia fisi olégicade

las células y el entorno fisicoquimico del medio de crecimiento original y del nuevo (Bohutskyi,
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Kligerman, Byers, & Nasr, 2016) En la figura 10 podemos apreciar en el tratamiento T1 que a un
menor tamafio de inoculo inicial, mayor es el tiempo de adaptacion de la microalga y ademas posee
la menor velocidad maxima de crecimiento de 0,35 dias , la cual si se compara con los demas
tratamiento T2 y T3 podemos observar que no solo aumenta el p, sino que también las tasas de
depuracion , por lo que se puede inferir una directa relacion en ambos parametros. En relacion con
T2 y T3, estos poseen una velocidad de crecimiento especificade 0,76 y 0,9, lo que se ve reflejado
cualitativamente en las esferas mediante un claro cambio de tonalidad en las esferas de alginato.
Cabe sefalar que todos los tratamientos cumplieron con el objetivo de depurar nitrato, amonio y
fosfato, pero solo el tratamiento T3 logro depurar de manera eficiente el nitrito. Esto se debid a que
la cantidad de inoculo inicial del tratamiento T3 poseia una mayor concentracion de bacterias
desnitrificantes por lo que estas fueron capaces de adaptarse y crecer en el medio, conformandose

un consorcio entre las microalgas y las bacterias, capaces de depurar | os cuatro nutrientes.

6.2.2 DEGRADACION DE LOS MEDIOS Y CONDICIONES DE OPERACION

El alginato es el biopolimero natural que por excelencia se utiliza en diversos
procesos de tratamientos de agua residuales, asi como en aplicaciones biotecnoldgicas de
agricultura y medio ambiente, en los que se usan microorganismos inmovilizados en esferas de
alginatos, (Nussinovitch, 2010). Las microalgas inmovilizadas es un enfoque comun en diversas
aplicaciones de biorremediacion, en donde el de aguas residuales es uno de los mas antiguos. Es
importante entender la razon de la degradacion de los medios de alginatos y su posterior
consecuencia que es la exudacion de los microorganismos inmovilizados. En la literatura se ha
sugerido que la razén es la disolucién quimica de los medios (De la Noue & Proulx, 1988). Este
proceso de inestabilidad y biodegradacion ocurre cuando el medio esta en contacto con moléculas
quelantes y anti-gelificantes, como fosfatos, citratos, sodio y magnesio entre otros (Moreno-
Garrido, 2008). Ademas, segun literatura, se prevé que se aumente la ruptura de las esferas de
alginato en experimentos in situ, esto se debe mayormente a la sustitucion del cation de las esferas
por otros cationes 0 aniones como P3- y Na+, proceso que tiende a amplificarse en sistemas de
flujo continuo, provocando que el alginato sea menos mecanicamente resistente y mas susceptible

a las fugas de células (Moreira, Moreira-Santos, & Guilhermino, 2006).

42



En nuestro caso, gran parte de los iones estaban presentes en el agua residual utilizada en
el experimento, aunque solo era de interés cuantificar la cantidad de fosfatos presente en el medio.
Por literatura la presencia de fosfatos altera las propiedades mecénicas de las esferas de alginato
en concentraciones por sobre 50 mM (Martinsen, Skjak-Braek, & Smidrod, 1989), aunque en
nuestro experimento no se alcanzaban las cantidades necesarias para disolver los medios y provocar
fugas de las células, aunque la presencia de diversos elementos trazas tales como
Fe2+, Zn2+, Mn2+, Cu?t, A3+, Ca?t , entre otros, en el agua residual y junto la presencia del ion
Na?t+ el cual posee un efecto quelante sobre el cation Ca?+, proveniente del cloruro de sodio
utilizado para el tratamiento de enfermedades en los peces (Dewi & Siallagan, 2018), pueden
generar una disminucion en la resistencia mecanica de los medios y liberar los microorganismos
hacia el agua. En la figura 18 el tratamiento T3, en el que se hizo recambios de agua diarios se
puede apreciar que exuda al quinto dia con una densidad épticade 0,044 + 0,0022. Las razones por
la que T3 exuda antes que el resto de los tratamientos se debe a que posee una mayor cantidad de
concentracion celular dentro de las esferas y a que los microorganismos estan mas cerca de la
superficie. Uno de los objetivos de este experimento era determinar el tiempo de exudacion de los
microorganismos al medio, ya que se desea evitar incorporar a los ecosistemas una nueva especie
de microalga, pero sin dejar de lado el rendimiento en la depuracion de las esferas, es decir, no
serfa atil inocular a las esferas con una muy baja concentracién celular con el fin de evitar que
exuden si es que no capaces de depurar de manera eficiente el agua residual. En el caso de T3,
cumple el objetivo de depurar los compuestos del agua en un tiempo razonable de 5 dias, en
especial el nitrito que como podemos apreciar en la figura 14 de los 3 tratamientos fue el Gnico que
logro depurarlo de manera eficiente. Esto se debe a que la concentracion de bacterias
desnitrificantes inoculadas en T3 fue la suficiente para que se adaptaran a las condiciones en que
se sometieron y lograran un consorcio microalga-bacteria. Este no fue el caso de T1y T2 en que
los periodos de adaptacion fueron mayores y si bien ambos lograron depurar de manera eficiente

el nitrato, amonio y fosfato, no tuvieron el mismo rendimiento con el nitrito,

Cabe mencionar que se intentd seguir con el experimento hasta que T1 y T2 exudaran
también, pero no fue posible debido a que el alginato comenzo a degradarse interfiriendo con las
mediciones. Es importante mencionar que en el quinto dia de manera cualitativa se podia apreciar
que las esferas perdieron consistencia, algunas perdian su forma esférica, eran mas viscosas y

faciles de romper.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Del presente estudio se puede concluir que:

La microalga Tetradesmus obliquus en simbiosis con bacterias desnitrificantes e
inmovilizadas en esferas de alginato, fue capaz de remover de manera eficiente los
nutrientes del agua utilizando como medio de cultivo el agua proveniente del sistema de
piscicultura de Pangue y en condiciones de temperatura que no son las 6ptimas para dicha
especie. Los tratamientos T2 y T3 demostraron ser Gtiles para la depuracion del amonio,

nitrato y fosfato, pero no asi de del nitrito.

Las esferas de alginato demostraron ser un biopolimero apto para la encapsulacion de
microalgas y bacterias en su interior, en donde sus propiedades mecanicas cumplieron con
el objetivo de no biodegradarse en un corto periodo de tiempo, pero debe tenerse en cuenta
que al sexto dia el alginato comienza a degradarse y se liberan las células de microalgas al

medio

El tratamiento T3, con una mayor concentracién de microalgas, demostrd ser el mas
eficiente y recomendado de los tres tratamientos ya que fue el que logro depurar de mejor
manera todos los nutrientes del medio, obteniendo la mejor velocidad de crecimiento

especificay el menor tiempo de fase lag o adaptacion.
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7.1

RECOMENDACIONES

Del presenten estudio se puede recomendar que:

Segun literatura, se es capaz de modificar las esferas de alginato para darle mayor
resistencia mecanica y otorgarle la propiedad de no degradarse en agua con grandes
concentraciones de sal (agua de mar). Esto le permitird ampliar el mercado objetivo del
proceso y aumentar la demanda, ya que actualmente la empresa se centra unicamente en

acuiculturade agua dulce.

Es posible disminuir los consumos eléctricos del proceso, mediante la adicion de un timer
en el foco de luz. De esta manera en vez de que este las 24 hrs funcionando el foco, se
puede configurar a que funcione en un intervalo de 1 segundo o 2 segundos de encendido
y apagado, permitiendo disminuir el consumo eléctrico de la planta a la mitad, sin afectar

el crecimiento del consorcio microalga-bacteria.

Es posible disminuir ain mas los tiempos de fase lag o adaptacion de las microalgas dentro
de las esferas de alginato, mediante la incorporacion del inoculo en la fase exponencial y
no en la fase estacionaria, ya que muchas veces en la empresa se utilizaba in6culos que

fueron obtenidos de cultivos en fase estacionaria.
Tanto las microalgas como las esferas de alginato poseen la capacidad de depuracion y de

adsorcion de metales como el Cu, por lo que un posible mercado es el uso de esta especie

en el area de la industria mineria
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9. ANEXOS

9.1 PURIFICACION DE LA CEPA DE TETRADESMUS OBLIQUUS

Procedimiento de caldo 1.1.2:

En una botella de 500 mL se agregan con la ayuda de una probeta 148.7 ml de agua destilada,
posteriormente se agregan los volumenes de solucion stock de cada compuesto utilizado como
nutriente del medio Bristol formulado. Adicionalmente se afiaden 0,15 g de proteasa de peptona.

Procedimiento de Agar:

En dos botellas de 500 mL se les afiaden con la ayuda de una probeta 147.6 mL de agua
destilada a cada una, posteriormente se agregan los volimenes de solucion stock de cada
compuesto utilizado como nutriente en el medio Bristol formulado. Adicionalmente se afiaden 2,25
g de agar y 0,15 g de proteasa de peptona.

Procedimiento de esterilizado:

Los medios de cultivos se cierrany se recubren con papel sefialando la fecha, que es lo que
contiene y quien lo hizo, posteriormente se le adhiere una cinta de autoclave y se disponen los
materiales dentro del autoclave a 130°C durante 15 min.

Medio Bristol

Tabla 5. Medio Bristol utilizado en el cultivo de la Tetradesmus obliquus

Medio Bristol
Solucién Stock (mL)= 50| Solucion acuosa mL 150
Reactivos masa (g) | Volumen agua (mL) Con. (mM) | vol. (mL) Con.(mM)
NaNo3 10,00 45,58 2353,22 0,187 2,9415
KH2PO4 7,00 47,00 1029,03 0,187 1,286
K2HPO4 3,00 48,77 344,47 0,188 0,4306
MgS04*7H20 3,00 48,18 243,43 0,188 0,3043
CaCl2*2H20 1,32 49,29 179,58 0,188 0,2253
NaCl 1,00 49,54 342,23 0,187 0,4276
FeCI3 0,10 49,97 12,33 0,075 0,0062
H20 (agua destilada mL) 148,8
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Planilla de disefio experimental:

Figura 19. Camara de bioseguridad utilizada para la purificacion de la cepa.

Se ocuparon 7 muestras en diferentes condiciones:
-Muestraly 2 Glicerol (4 °C).

-Muestra 3 congelada en el refrigerador (-20°C).
-Muestra4 de APB+Fs a 4° C desde el 01/09/19.
-Muestra5 de APB+Amp/Fs a 4° C desde 01/09/109.
-Muestra6 de APA+ Amp a 4°C desde 14/03/19.

-Muestra 7 fertilizante comercial a 10 °C desde 24/07/2020.
*APB: Algal protease Broth (caldo de alga proteico).
*APA: Algal protease agar (agar de alga proteico).

En total siete fueron las muestras de la cepa tetradesmus obliquus disponibles para la

purificacién, cada una de ellas provenientes de condiciones diferentes. Las muestras fueron

inoculadas en tubos de ensayos de 5 mL con el medio cultivo previamente descrito y se les afiadid

40 uL de Ampicilina (Amp) y 5 uL de Fungisona (Fs), con una concentracion de 25 mg/mL y 2,5
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mg/mL respectivamente. Por otro lado, también se inocularon en tubos de ensayo de 5 mL con el
medio Bristol previamente descrito pero esta vez no se afiadio Ampicilina ni Fungisona. En
paralelo, las muestras fueron sembradas en placas Petri de 15 mL con el medio de cultivo con agar
previamente descrito y 120 uL de Ampicilina 'y 15 uL de Fungisona, con una concentracion de 25
mg/mL y 2,5 mg/mL respectivamente. Ademas, se sembraron en placas Petri de 15 mL con el
medio de cultivo con agar previamente descrito pero esta vez sin antibi6ticos ni fungicidas. En la
tabla 6, podemos ver la distribucion de las muestras y la cantidad inoculada en cada una
respectivamente. Todos los ensayos fueron incubados a 20°C, con una fuente de luz de

aproximadamente 17000 lux.

Tabla 6. Cantidad afiadida de muestra respectivamente a cada ensayo.

Muestra | Cantidad Tubos de ensayo Placa Petri
uL
1 100 APB/APB+Amp/Fs APAJ/APA+AMp/Fs
2 100 APB/APB+Amp/Fs APA/APA+AMp/Fs
3 25 APB/APB+Amp/Fs APA/APA+AMp/Fs
4 50 APB/APB+Amp/Fs APA/APA+AMp/Fs
5 50 APB/APB+Amp/Fs APA/APA+AMp/Fs
6 - APB/APB+AmMp/Fs APA/APA+AMp/Fs
7 25 APB/APB+Amp/Fs APA/APA+AMp/Fs

Luego de siete dias de incubacion solo la muestra6 y 7 lograron crecer, tanto en el tubo de
ensayo con antibidticos como en el sin antibidticos, comportamiento que se repite en las placas
Petri donde solamente la muestra 6 y 7 lograron proliferar. La muestra 7 mostraba presencia de
otros microorganismos por lo que se decididé usar la muestra 6 para las siguientes etapas de

purificacion.
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9.2 PURIFICACION DE LA CEPA DE TETRADESMUS OBLIQUUS: PARTE 2

Procedimiento para los medios de cultivo:

En una botella de 500 mL se colocan 295,2 mL de agua milli-Q y se procede a agregarle
los stocks del medio Bristol, para obtener un medio de cultivo Bristol de 300 ml, luego se afiaden
0,3 g de peptona de proteasa y 4,5 g de agar. El medio de cultivos se cierra y se recubre con papel
sefialando la fecha, que es lo que contiene y quien lo hizo, posteriormente se le adhiere una cinta

de autoclave y se auto clavan a 120°C durante 15 min.

En dos matraces Erlenmeyer de 500 mL se adhieren a cada uno 248,8 mL de agua milli-Q
y se procede a agregarle los stocks del medio Bristol, para obtener un medio Bristol de 300 mL,
luego se afiade 0,25 g de peptona de proteasa. Luego los matraces son sellados con un tapén de
algodon hidrofobico y gaza, se recubre con papel sefialando la fecha, que es lo que contiene y el
responsable, posteriormente se le adhiere una cinta de autoclave y se auto clavan a 120° C durante

15 min.

Por otro lado, se preparan los tubos eddendorf, las puntas y el agua milli-Q para ser
recubiertas con papel sefialando la fecha, que es lo que contienen y quien lo hizo, posteriormente

se le adhiere una cinta de autoclave y auto clavan a 120°C durante 15 min.

Procedimiento de Medio de cultivo TSB:

En una botella de 500 mL se agregan 286,5 mL de agua milli-Q y se agregan 9 gramos de
TSB (tripticase soy broth) y 4,5 g de agar, obteniendo 300 mL de medio de cultivo. Luego las
botellas se cierran, y recubren con papel sefialando la fecha, que es lo que contiene y quien lo hizo.

Posteriormente se adhiere una cinta de autoclave y se auto clavan a 120°C durante 15 min.
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Planilla disefio experimental

Se determino que la muestra 6, eran las mas viable para su purificacion, por lo que se sembro
en una placa Petri en duplicado. Por otro lado, se inoculo 2,5 mL de la muestra en un matraz
Erlenmeyer de 500 mL con 247,5 mL medio de cultivo Bristol en duplicado. Todos los ensayos

fueron incubados a 20°C con una fuente de luz de aproximadamente 17000 lux.

Luego de 15 dias de crecimiento se puede apreciar en el medio solido, las colonias de
microalgas y a partir de aguellas mas aisladas se hacen repiques a una nueva placa Petri. Por otro
lado, al medio suspendido se le fue monitorizando la absorbancia para cuantificar su crecimiento,
pero se pudo apreciar de manera cualitativa que el medio estaba contaminado, debido a un color
opaco en el matraz y por el olor caracteristico de las bacterias. Por ende, se decidié realizar un
segundo repique a la placa Petri, pero esta vez se inoculo un tubo de ensayo de 5 ml con Amp+Fs,
con una concentracién de 25 y 2,5 mg/mL respectivamente. Ambas muestras, es decir, la nueva
placa Petri sembrada y el tubo de ensayo de 5 mL fueron incubados a 20°C y una fuente de

aproximadamente 17000 lux.

En las figuras 20 y 21 podemos apreciar, el resultado de la placa sembrada con el repique
del frente de crecimiento y el tubo de ensayo inoculado con aquellas microalgas mas aisladas. Se
cree de manera cualitativa por el color y la pureza de las colonias que lo méas probable es que ambas
muestras estén puras, pero para determinarlo con seguridad, se hizo un ultimo ensayo en que se
prepararon placas de TSA (tripticasa de soya), el cual es un medio rico en fuente de carbono e ideal
para el crecimiento de bacterias y se dispuso a sembrar del tubo de ensayo a placas de TSA en

duplicado. Las muestras se incubaron a 30 °C, sin presenciade luz.
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Figura 20 y 21 . Crecimiento en medio solido y liquido de la Tetradesmus obliquus.

El trasfondo de este ultimo ensayo era demostrar la pureza de las muestras mediante la
adicion de nutrientes especificos para bacterias, de esta manera, tras siete dias de crecimiento, si
no se observaba la presencia de ningin microrganismo en las placas, se podia inferir que la muestra
estaba libre de bacterias, en cambio si se observaba presencia de microorganismos en la placa Petri,
se puede asegurar que la muestra no estaba pura. Luego de siete dias de incubacion, las placas de
TSA no mostraron crecimiento de ningan tipo de microorganismos, en la figura 22 podemos
apreciar la placa de TSA, con la que podemos asegurar que la cepa de tetradesmus obliquus esta

pura.

Figura 22. Placa de TSA sembrada con tetradesmus obliquus luego de 7 dias de cultivo.
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9.3 CURVAS DE CALIBRACION AMONIO

Especificaciones:

Rango: 0 a 10 mg/L.

Resolucién: 0,01 mg/L.

Exactitud: = 0.05 mg/L = 5% de la lectura.
Longitud: 420 nm.

Para la curva de calibracion del amonio, en primer lugar, se deben extrapolar los volimenes
de reactivos a utilizar. En el fotometro de HANNA, para una muestrade 10 mL se requieren utilizar
4 gotas del reactivo A y 4 gotas del reactivo B, entonces, con la ayuda de una pipeta de 200 uL se
determind que el volumen ocupado por 4 gotas de los reactivos es de 140 uL. Luego se debe
extrapolar el volumen usado en 10 mL utilizado en las cubetas del fotometro de HANNA a los 300
uL de los pocillos usados en el epoch. En la ecuacién 6, se puede apreciar la cantidad de reactivos

necesariaa utilizar en los pocillos de 300 uL.
10000 uL = 140 ul

300 uL = 4,2 ul

Ecuacidn 6. Regla de tres utilizada para determinar el volumen necesario de reactivo Ay B.

Luego de haber determinado los volimenes de reactivos a utilizar, se necesita utilizar un
estandar de amonio para hacer las curvas de calibracion. En este caso, se disponia de un estandar
de amonio de 100 ppm, por lo que se diluyo 10 veces para obtener un estandar de 10 ppm. Dicho
estandar se midié en el fotometro en triplicado para corroborar la concentracion, obteniéndose
como promedio una concentracion de 11,7 mg/L, posteriormente se hicieron diluciones con agua
destilada. En la tabla 7 podemos observar las diluciones hechas, el volumen de muestra y agua

destilada utilizado respectivamente.
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Tabla 7. Diluciones hechas a partir del estandar de 11,7 mg/L de amonio.

Concentracién mg/mL | std uL |DW uL
100 300.00| 0.00
80 240.00| 60.00
60 180.00|120.00
40 120.00|180.00
20 60.00 |240.00
0 0.00 |300.00

Posteriormente se configuro el equipo epoch para hacer una cinética de reaccién durante 60
minutos y asi determinar cuando la reaccion es estable. Una vez determinado el tiempo de reaccion,
la cual en el que caso del amonio fue de 15 min, se grafica la absorbancia obtenida en dicho tiempo
y la concentracion del compuesto, obteniéndose una curva, la cual linealizamos, obteniendo su
coeficiente de determinacion (R?) y la ecuacion de la recta. Finalmente, con dicha ecuacion
podemos relacionar directamente la absorbancia de la muestra, con la concentracién de los
compuestos. En la figura 23, podemos apreciar la curva de calibracion, en este caso se le quito el
primer punto correspondiente a la concentracion mas alta ya que se alejaba de la tendencia lineal y
del rango méximo de los reactivos, y de esta manera obtener una ecuacion mas precisay con menos
error. Cabe sefialar que se hizo el mismo procedimiento, pero en un rango mas acotado, en el que
la méaxima concentracion fue de 1,7 mg/L de amonio, esto se debe a que, si la muestra contiene una
baja concentracion de este compuesto, la curva de 11,7 mg/L hubiese tenido un error significativo.
Finalmente se calculé la desviacion estandar relativa en las mediciones la cual fue de 8,8%, lo que
se debe a diversos factores como turbiedad de la muestra, homogeneidad, exactitud y resolucion
de los reactivos. Es necesario destacar que todas las mediciones fueron realizadas en triplicado para

una mayor robustez en las mediciones.
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@ Concentracion 15.7*x + -2.2 R? = 0.992

@ Concentracion 125"% +-1.41 R?=0.996

Concentracion

L]
Concentracion

5 0.00
0.200 0.300 0.400 0.500 0.600 0.700 01200 01400 01600 01500 22600

Absorbancia promedio Absorbancia promedio

a) b)

Figura 23. a) curva de calibracién del amonio con un maximo de concentracién de 9,36 mg/L y b)

curva de calibracion de amonio con un maximo de concentracién de 1,17 mg/L.

9.4 CURVA DE CALIBRACION DE NITRATO

Especificaciones:

Longitud: 220 y 275 nm.

Para la curva de calibracién del nitrato no se ultizaron reactivos del HANNA, si no que se
utilizo el principio de determinacidn de nitrato en agua por espectrofotometria UV. Esta técnica de
monitoreo mide la absorbancia del nitrato (NO3-) a 220 nm y es adecuada para aguas con bajo
contenido de materia organica, como aguas naturales sin contaminar y fuentes de agua potable. A
su vez la materia organica disuelta también puede absorber a 220 nm, pero el NO3- no absorbe a

275, se usa una segunda mediciona 275 nm para corregir el valor de NO3- presente en la muestra.

Entonces en nuestro caso se utilizé un estandar de 18,6 mg/L hecho a partir de NaNO3, el
cual se midi6 por triplicado en el fotdmetro para corroborar dicha concentracion y posteriormente
se hicieron las diluciones con agua destilada. En la tabla 8 podemos observar las diluciones hechas,

el volumen de muestra y agua destilada utilizado respectivamente.
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Tabla 8. Diluciones hechas a partir del estandar de 20 mg/L de nitrato.

Concentracion mg/mL |stduL |DW uL
20 300.00 0.00
16 240.00{ 60.00
8 120.00| 180.00
4 60.00{ 180.00
0 0.00{ 300.00

Luego se procede a medir por cuatriplicado cada concentraciona 220 y 275 nm en la placa
para micro volimenes (take3), y se obtiene la diferencia obtenida entre una medicion y la otra.
Dicha diferencia representa la absorbancia real del nitrato presente en la muestra, luego se grafican
las absorbancias reales obtenida y las concentraciones hechas, obteniéndose una curva, la cual
linealizamos, para asi encontrar su coeficiente de determinacion (R2) y la ecuacion de la recta.
Finalmente, con dicha ecuacion podemos relacionar directamente la absorbancia de la muestra, con
la concentracion de los compuestos. En la figura 24, podemos apreciar la curva de calibracion del
nitrato en el que se obtuvo un R de 0,984. Cabe mencionar que se calculd la desviacion estandar
relativa en las mediciones la cual fue de 6,44%, lo que se debe a diversos factores como turbiedad
de la muestra, homogeneidad, exactitud y resolucion de los reactivos. Es necesario destacar g ue

todas las mediciones fueron realizadas en cuatriplicado para una mayor robustez en las mediciones.

@ concentracion 121*x + -1.62 R? = 0.984
20 o

concentracion

0.025 0.050 0.075 0.100 0.125 0.150 0.175

Absorbancia real

Figura 24. Curva de calibracion del nitrato con un maximo de concentracion de 20 mg/mL.
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9.5 CURVA DE CALIBRACION DEL NITRITO

Especificaciones:

Longitud: 505 nm.

Para la curva de calibracion del nitrito, en primer lugar, se deben extrapolar los volumenes
de reactivos a utilizar. En el fotometro de HANNA, para una muestrade 10 mL se requiere utilizar
el sobre entero del reactivo A, entonces en primer lugar se determin6 mediante prueba y error la
solubilidad del compuesto A en agua destilada, en donde se determind que un sobre era capaz de
disolverse en 5 mL. Luego se debe extrapolar el volumen usado en 10 mL utilizado en las cubetas
del fotometro de HANNA a los 300 uL de los pocillos usados en el epoch. En la ecuacién 7, se

puede apreciar la cantidad de reactivos necesaria a utilizar en los pocillos de 300 uL.
10000 uL = 5000 ul
300 uL = 150 uL

Ecuacion 7. Regla de tres utilizada para determinar el volumen necesario de reactivo A y B.

Luego de determinar los volimenes de reactivos a utilizar, se necesita obtener un estandar
de nitrito para hacer las curvas de calibracion. En este caso no se poseia una solucion que
contuviese dicho compuesto por lo que se utilizé agua de pangue rica en nitrito. El agua fue filtrada
para remover cualquier tipo de particulas suspendida o compuesto organico que puede alterar las
mediciones y se hicieron mediciones de los compuestos presentes en el agua para determinar si es
gue existia alguna agente interferente. Entonces se dispuso a medir por triplicado la muestra de
nitrito obtenida y se obtuvo que contenia 1,037 mg/ml, y posteriormente se hicieron diluciones con
agua destilada. En la tabla 9 podemos observar las diluciones hechas, el volumen de muestra y

agua destilada utilizado respectivamente.
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Tabla 9. Diluciones hechas a partir del estandar de 20 mg/L de nitrito.

Concentracion mg/mL | std uL DW uL
1.037 150.00 0.00

0.8296 120.00 30.00
0.6222 90.00 60.00
0.4148 60.00 90.00

0.2074 30.00 120.00

0 0.00 150.00

Posteriormente se configuro el equipo epoch para hacer una cinética de reaccion durante 60
minutos y asi determinar cuando la reaccion es estable. Una vez determinado el tiempo de reaccion,
la cual en el que caso del nitrito fue de 15 min, se grafica la absorbancia obtenida en dicho tiempo
y la concentracién del compuesto, obteniéndose una curva, la cual linealizamos, obteniendo su
coeficiente de determinacion (R?) y la ecuacion de la recta. Finalmente, con dicha ecuacion
podemos relacionar directamente la absorbancia de la muestra, con la concentracién de los
compuestos. En la figura 25, podemos apreciar la curva de calibracion, que en este caso obtuvimos
un Rz de 0,998.

@ Concentracion 3.69"x +-0.223 R? = 0.998
1.25
1.037
1.00 »
0.8296
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g’ 0.75 0.6222
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- ®
g 1148
£ 050 0.4148
8
c ©
[e]
O 0.2074

0.25

€]
0
0.00 =
0.10 0.15 0.20 0.25 0.30

Absorbancia promedio

Figura 25. Curva de calibracion del nitrito con un maximo de concentracién de 20 mg/mL.
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9.6 CURVA DE CALIBRACION DEL FOSFATO

Especificaciones:

Longitud: 525 nm.

Entonces, para el caso del fosfato se utilizaban diez gotas de un reactivo A y un sachet de
reactivo B para 10 mL de volumen de muestra, luego se estudio de manera empirica la solubilidad
del reactivo B en agua destilada, determinandose que un sachet era posible disolverse en 1 mL de
agua destilada.

A continuacion, se calcul6 el volumen ocupado por diez gotas del reactivo A, el cual
correspondi6 a 350 uL. Con dichos datos se logré determinar la cantidad de reactivo que debieron
ser utilizados para un volumen de muestra de 300 uL (volumen de los pocillos de la placa de
metacrilato del epoch). En la ecuacion 8, podemos ver la cantidad de reactivo A, a utilizar en un
volumen de muestra de 300 uL. De manera analoga se determind el volumen de reactivo B que

debio utilizarse, obteniéndose como resultado un volumen de 30 uL.
10000 uL = 350 ul

300 uL = 10,5 ulL
Ecuacion 8. Regla de tres utilizada para determinar la cantidad de reactivo necesaria.

A continuacion, se necesitaba un estdndar de fosfato, en este caso se utiliz6 una solucién
de acido fosforico al 85% v/v. En primer lugar, fue necesario determinar la concentracion de fosfato
presente en la solucion, el cual fue de 1,4 = 106 mg/L. Una vez conocida la concentracion, se
diluyo 100.000 veces para obtener un estandar de 14,09 mg/L, y posteriormente se hicieron
diluciones con agua destilada respecto a esta concentracion del 100, 80 ,60, 40, 20 y 0 %
respectivamente. En la tabla 10 podemos observar las diluciones hechas, el volumen de muestra y

agua destilada utilizado respectivamente.
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Tabla 10. Diluciones hechas a partir del estandar de 14,09 mg/L de fosfato.

Concentracion mg/mL stduL |DW uL
100 259.50 | 0.00

80 207.60 | 51.90

60 155.70 |103.80

40 103.80 |155.70

20 51.90 |207.60

0 0.00 |259.50

Posteriormente se configuro el equipo epoch para hacer una cinética de reaccion durante 60
minutos y asi determinar cuando la reaccion es estable. Una vez determinado el tiempo de reaccion,
la cual en el que caso del fosfato fue de 20 min, se grafico la absorbancia obtenida en dicho tiempo
y la concentracion del compuesto, obteniéndose una curva, la cual se linealizo, obteniéndose su
coeficiente de determinacion (R2) y la ecuacion de la recta. Finalmente, con dicha ecuacion
podemos relacionar directamente la absorbancia de la muestra, con la concentracion de los
compuestos. En la figura 26, podemos apreciar la curva de calibracion, que en este caso obtuvimos
un R2de 0,993. e

@ concentracion 63.7'x + -3.83 R?*=0.993
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Figura 26. Curva de calibracion del fosfato con un maximo de concentracién de 14 mg/mL.
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