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INTRODUCCION

Las actividades pecuarias tienen un impacto significativo en practicamente todas las esferas del medio
ambiente, incluidos el cambio climatico y el aire, la tierra y el suelo, el agua y la biodiversidad (Steinfeld
et al., 2006).

Entre 1990 y 2005, la produccion porcina en México increment6 en 50% y para el afio 2009 se criaban
y sacrificaban mas de 15 millones de cerdos anualmente para el consumo humano, siendo Jalisco,
Sonora, Yucatan y Guanajuato, los principales estados productores de cerdo en el pais (SAGARPA,
2006).

La produccidn porcina como cualquier otra, genera productos de valor econdémico que se reparten en la
poblacién como alimento o divisas. Para ello requiere de la naturaleza, la cual aporta insumos y recibe
una serie de residuos que si no son asimilados por ella, se comparten con la sociedad aunque ésta no
lo desee (Pérez, 2006)

Las granjas porcinas se caracterizan por un método de produccion intensivo, lo que implica la
acumulacion del 100% de las excretas generadas. En la mayoria de los casos, estas excretas son
lavadas, utilizando agua como el “vehiculo” para movilizarlas fuera de las instalaciones (Cheng y Liu
2001), ésta mezcla de residuos sélidos y liquidos que son acarreados por el agua de lavado se conoce
como agua residual ("residuales", en varios paises); sus principales ingredientes son las excretas
(heces y orina), agua, alimento no consumido, suelo y otras particulas.

Las tasas de excrecion de heces y orina dependen de multiples factores: la edad del animal, sexo,
madurez fisiologica, cantidad y calidad del alimento ingerido, volumen del agua consumida, clima y
otros factores menos importantes (Pérez, 2006). De estudios estadisticamente significativos realizados
sobre este tema en Estados Unidos, Malasia, Singapur y Chile, se sabe que la orina representa 45% y
las heces 55% de la excreta; el contenido de humedad de la misma es del 88%; cerca de 90% de los
solidos se excretan en las heces y 10% en la orina en la forma de minerales, como potasio, fésforo y
amoniaco-nitrégeno (Taiganides et al., 1996).

Los lechones, destetes y hembras lactantes excretan cerca de 8% de su peso vivo por dia; los cerdos
en crecimiento y finalizacion excretan cerca del 7%; sementales y hembras gestantes y secas, que son
animales que tienen un acceso limitado al alimento, excretan diariamente cerca de 3% de su peso vivo.
La informacién sobre la tasa de excrecion de los cerdos solo es confiable cuando se han obtenido
numerosas muestras. En México, este tipo de muestreo exhaustivo nunca se ha realizado; por lo tanto,
para los calculos de ingenieria utilizados en el disefio de sistemas de tratamiento, se emplea un
promedio de varias fuentes que es de 6.17 Kg de heces y orina por dia por unidad de produccidn
animal (6.1711 00 Kg de peso vivo) (Pérez, 2006).

En aguas residuales de granjas porcinas las cantidades de amonio varian entre 4.49 a 790 mg/L y las
de ortofosfato entre 49 y 895 mg/L (Viquez, 2013).
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La determinacion del efecto ambiental de los desechos porcinos incluye, ademas de las repercusiones
directas de los desechos sobre los recursos como agua, suelo y aire, factores de perturbacion como
olores y plagas de insectos, ademas de efectos indirectos sociales, politicos e incluso estéticos que son
imposibles de cuantificar(Pérez, 2006)..

En 2006 la FAO publico “La larga sombra del ganado: Problemas ambientales y opciones’, en el que se
evaluaban los impactos del sector pecuario al ecosistema humano. La FAO concluyé que “la ganaderia
es uno de los dos o tres sectores con repercusiones mas graves en los principales problemas
medioambientales a todos los niveles, desde el &mbito local hasta el mundial”.La cria de animales para
el consumo genera escasez de agua de diferentes maneras. A nivel mundial, el sector pecuario utiliza
una cantidad significativa del agua disponible, mayormente destinandola para la produccion del pienso
(Ponette-Gonzalez y Fry 2010).

Los animales de produccion requieren de agua para su hidratacion, y se necesita cada vez mas agua,
especialmente en las instalaciones industriales, para limpiar los recintos (por ejemplo, jaulas, establos,
corrales), para desechar los residuos y para enfriar a los animales (Steinfeld et al., 2006).

El procesamiento de productos animales también requiere de grandes volumenes de agua y puede
generar grandes cantidades de aguas de desecho (Steinfeld et al., 2006).

Se ha informado que el nivel de agua del acuifero que se encuentra debajo del Valle de Perote en
México, por ejemplo, se ha precipitado desde que la cria intensiva de cerdos se apoderd de la region a
mediados de la década de los 90 (Ponette-Gonzalez y Fry 2010).

El sector pecuario no sélo estd disminuyendo las reservas de agua sino que también esta
contaminando cada vez mas el agua que se encuentra disponible. De acuerdo con la FAO, “La
ganaderia es probablemente la mayor fuente de contaminacion del agua y contribuye a la eutrofizacion,
a las zonas ‘muertas’ en areas costeras, a la degradacién de los arrecifes de coral, a la aparicion de
problemas de salud en los seres humanos, a la resistencia a los antibiéticos y a muchos otros
problemas” (US EPA, 2004).

Gran parte del dafio ambiental ocasionado por las granjas de cria intensiva se debe al volumen y
contenido de los desechos animales, y los retos consiguientes en materia de almacenamiento y
disposicion de ellos. Los cerdos producen cuatro veces mas desechos que los seres humanos y “una
instalacién con una gran cantidad de animales puede facilmente igualar a una pequefia ciudad en
términos de produccion de desechos” (Trusts C. y Hopkins, 2008).

Esto resulta particularmente preocupante para ciertas regiones de México, como el Valle de Perote, el
cual aloja la mayor concentracion de granjas de cria intensiva de cerdos en el pais, y cuenta con una
poblacion porcina cinco veces mayor que su poblacion humana (Ponette-Gonzalez y Fry 2010).

Los desechos de las granjas de cria intensiva, almacenados en lagunas o pozos (APHA. 2003) pueden
contener sustancias quimicas dafinas asi como patégenos.

Estas lagunas de desechos de cerdo pueden presentar fugas o romperse, contaminando las fuentes
cercanas de agua con excedentes de nitrégeno y fosforo, patdgenos y otros contaminantes presentes
en el estiércol (Mallin y Cahoon, 2003).
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En el ambito mundial se reconoce que los problemas mas severos que provoca la porcicultura en el
ambiente son:
e Contaminacion del agua superficial y del subsuelo por el nitrégeno y fosforo contenido en las
excretas.

e Deterioro de la calidad del aire por la generacion de gases toxicos, principalmente diéxido de
carbono (CO), amoniaco (NHs), acido sulfhidrico (H2S) y metano (CH4), que afectan a los
trabajadores de la granja, a las poblaciones vecinas y a los propios cerdos (Robinson et al.,
1993).

e Contaminacion de suelo y agua por metales pesados, mayormente cobre y zinc, que el cerdo
so6lo absorbe en un 5y 15%, respectivamente, excretando el resto (Scialabba, 1994).

e Contaminacion microbiologica del suelo en la aplicacion de excretas a terrenos agricolas
(Trusts y Hopkins, 2008).

e Los desechos tratados al minimo (0 no tratados) muchas veces también son regados en los
campos cercanos, con el potencial de contaminar el agua, la tierra y (Trusts y Hopkins, 2008).

En 2006 la Comision Nacional del Agua (CONAGUA) calculd que se le da tratamiento a sélo 20% de
las aguas de desecho que se originan de la produccion porcina en México.

HIPOTESIS

Dadas las caracteristicas de las aguas residuales porcinas, en cuanto a la alta concentracion de
materia organica y nutrientes, se pueden encontrar microalgas nativas capaces de asimilar o remover
ortofosfato y amonio.

OBJETIVOS
Objetivo General:

» Aislar e identificar microalgas de agua residual de granjas porcinas, para determinar su
capacidad de remocién de amonio y ortofosfato.

Objetivos especificos

1. Identificar las especies de microalgas que habitan en aguas residuales porcinas mediante
claves taxonémicas de acuerdo a sus caracteristicas morfologicas.

2. Evaluar la variacién temporal de ortofosfato y amonio debida a la presencia de microalgas
nativas de las aguas residuales porcinas.

3. Determinar que microalgas son eficientes en disminuir los niveles de ortofosfato y amonio en
agua residual artificial.
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1. ANTECEDENTES SOBRE MICROALGAS UTILIZADAS EN LA REMOCION DE
ORTOFOSFATO Y AMONIO EN AGUAS RESIDUALES

Formas del nitrégeno y formas del fésforo en las excretas de cerdo.

La contaminacion generada por una granja porcina afecta al microambiente (la granja misma) y al
ambiente en general. En lo que respecta al microambiente, se ha visto que la exposicion a los gases
producidos (amoniaco, sulfuro de hidrégeno, metano y bidxido de carbono) representa riesgos directos
a la salud de los trabajadores y de los cerdos en produccidn. Esto es debido a que el amoniaco es
irritante por lo que tiende a producir malestar. Drummond et al. (1980), constataron un decremento (del
12 al 30%) en la ganancia diaria de peso de cerdos alojados en lugares con concentraciones crecientes
de amoniaco (50, 100 y 150 ppm). El amoniaco proviene del nitrégeno excretado principalmente en la
orina (85%) y en las heces (15%) y su taza de volatilizacién depende de la relacion existente entre los
iones amonio y amoniaco la cual depende del pH de la excreta (Hoeksma et al., 1992). Asi mismo, la
produccion de CO2 y CHa por los cerdos contribuye al efecto invernadero mundial, aunque en mucho
menor escala que el CO2 y CH4 producidos por los rumiantes (Kirchgessner et al., 1997).

Sin embargo, segun Peet-Scwering et al. (1999) el principal problema ocasionado por las excretas es la
contaminacion quimica debida a la excrecion de grandes cantidades de nitrégeno, fosforo y potasio, en
Holanda, también estimaron que bajo condiciones comerciales de produccion, el fosforo consumido es
excretado en proporciones variables, ya que una cerda excreta alrededor de 75%, los lechones
destetados 38% y los cerdos de abasto 63%, la via de excrecidn del fésforo es principalmente fecal; en
lo referente al nitrégeno la proporcién excretada para las mismas categorias de animales fue de 76, 46
y 67% respectivamente y este es excretado principalmente via urinaria.

El nitrdgeno es uno de los elementos de la naturaleza, de mayor importancia tanto en la agricultura
como en aguas residuales, para el crecimiento de microorganismos, junto con el fésforo. (Crites y
Tchobanoglous, 1998).

El nitrdgeno se puede encontrar en las aguas residuales en tres formas predominantes: 1) Nitrégeno
organico, este incluye proteinas, aminoécidos, aminas, entre otros. Puede ser soluble o insoluble en el
agua. 2) Nitrégeno amoniacal (NH3 <->NH,+) que proviene de la descomposicion del nitrogeno
organico y segun el pH, puede estar en forma de amoniaco (generador de malos olores) o como
amonio (soluble en agua). 3) Nitrato (NOs-), que basicamente es la forma de nitrbgeno completamente
oxidada, en otras palabras, es cuando el amonio se oxida a nitrato (Bradley, et al. 2002). En México los
limites permisibles son: nitratos, 10.00 mg/L, nitritos 0.05 mg/L y nitrdgeno amoniacal 0.50mg/L (DOF.
1994).

Existen aguas residuales de granjas porcinas que no contienen nitratos, pues no han sido expuestas a
ningun ambiente de oxidacion. Esto es importante para efectos de interpretar un analisis de aguas
residuales, por ejemplo, el nitrdgeno total equivale a la suma del nitrogeno organico, del amoniacal y
del nitrato. Viéndolo desde otra perspectiva, la legislacion mexicana pide que la suma total de las
formas de nitrégeno, no exceda de 10.55 mg/L, por lo que si el sistema de tratamiento es bueno
unicamente para convertir nitrdgeno de una forma a otra; pero es incapaz de eliminar nitrégeno del
todo, dificilmente se lograra cumplir con la legislacién.

iii.  Tesis MTyGA Sanjuana Cecilia Galicia Campos



Microalgas aisladas de granjas porcinas para la remocién de ortofosfato y amonio de aguas residuales.

Las principales alternativas para la remocién de nitrégeno son por la asimilacién de nitrégeno (consumo
de nitrdgeno por parte de microorganismos Yy/o plantas), por medio del proceso de
nitrificacion/desnitrificacion, que consiste en oxidar la mayor parte del nitrogeno a nitrato y
desnitrificacion, esta reaccion convierte el nitrato en nitrégeno elemental, el cual al ser un gas se libera
al ambiente, eliminédndose asi el nitrégeno del agua residual. (Crites y Tchobanoglous, 1998).

Esto sucede gracias a la actividad microbiologica de los géneros Nitrosomonas y Nitrosococcus
(encargadas de convertir amonio a nitrito) y de Nitrobactery Nitrospira (encargadas de convertir nitrito a
nitrato) (Crites y Tchobanoglous, 1998; Rittmann y McCarty, 2001), estos microorganismos son
aerébicos obligados, lo que significa que necesitan condiciones estrictamente aerdbicas, con
concentraciones de oxigeno superior o igual a 1 mg/L. (Crites y Tchobanoglous, 1998).Segun calculos
estequiométricos, se estima que para cada gramo de NH,* a degradar a nitrato, se requieren 4.14 g de
oxigeno (Rittmann y McCarty, 2001). En otras palabras, considerando que el agua residual de una
granja porcina completamente amonificada contiene 1 g de NH,*, esto implica que se necesitan cerca
de 16 L de aire, disueltos en agua, para lograr completar el proceso de nitrificacion. Estas condiciones
son poco probables en lagunas aerdbicas y/o de oxidacion, situacion que explica el por qué el
nitrdgeno no se logra remover efectivamente en este tipo de sistemas (Viquez, 2013).

El fosforo es un elemento esencial para la vida, que no puede ser sustituido por ningun otro elemento
(Cordell et al., 2009). Es un elemento clave en muchos procesos fisioldgicos y bioquimicos, como la
generacion de ATP. El fésforo como elemento, no aparece de forma libre en la naturaleza ya que es
muy radiactivo (Ashley et al., 2011), siendo uno de los elementos mas abundantes en la litosfera. Las
plantas, solo pueden absorber al fosforo en su forma inorganica, ortofosfato (PO43), mientras que las
microalgas pueden hidrolizar fosforo organico y transformarlo en ortofosfato.

El fésforo es un nutriente esencial para el crecimiento de organismos, por lo que la descarga de
fosfatos en cuerpos de aguas puede estimular el crecimiento de macro y microorganismos
fotosintéticos en cantidades nocivas (SECOFI, 2001) y su exceso en el agua puede provocar
eutrofizacion. Por lo que es importante el desarrollo de medidas de control de sus niveles.

El fésforo en aguas residuales es comunmente removido por precipitacion quimica con sales de
aluminio o hierro para formar aluminio o fosfato férrico, dichas sales se agregan en exceso para
competir con la alcalinidad natural (Larsdotter, 2006.b), sin embargo el producto de precipitacién puede
ser una complicada combinacion del metal afiadido, calcio, carbonato y fosfato (Henze et al., 2002).
Ademas de la precipitacion quimica con sales de metales, la eliminacién de fésforo también se puede
lograr por adsorcién con materiales que tienen superficies cargadas positivamente, por ejemplo, caliza,
zeolitas, entre otras (Westholm, 2006).

Ademas de los medios quimicos para la eliminacion de fésforo, también existen métodos biolégicos,
como el proceso mejorado de eliminacion de fésforo, en el cual baterias en lodo activado, acumulan o
sobre acumulan fésforo como respuesta a los cambios entre condiciones aerobicas y anaerdbicas.
Cuando el ambiente es anaerobico, las bacterias utilizan su fésforo almacenado como fuente de
energia para tomar sustrato y asi es liberado (Henze et al., 2002), sin embargo, cuando la condicién
pasa a aerbbica, el fésforo que fue liberado es captado por las células y se consigue una absorcion
neta. El magnesio y el potasio son co-transportados con el fosfato, y es almacenado en las células
como granulos de polifosfato (Bitton, 2005).
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La medicion del fésforo total incluye distintos compuestos como diversos ortofosfato, polifosfatos y
fésforo organico. La determinacion se hace convirtiendo todos ellos en ortofosfato que son los que se
determinan por andlisis quimico (Echarri, 2007).

Actualmente existe el Proyecto de Norma Mexicana PROY-NMX-AA-029/1-SCFI-2008, Analisis de
agua - Determinacion de fosforo total en aguas naturales, residuales y residuales tratadas - Método de
prueba. Parte 1: Método espectrométrico de molibdato de amonio; que cancelara a la NMX-AA-029-
SCFI-2001. Este especifica métodos para la medicion de: a) ortofosfato tras la extraccion con
disolvente, b) fosfato hidrolizable mas ortofosfato y c) fosforo total previa descomposicion, a fin de
contar con un procedimiento homogéneo, mediante el cual se determine la calidad del agua. Su
implementacion hara mas objetiva la determinacién de este elemento, ya que en la legislacién actual
solo se toma en cuenta el fosforo total.

Soluciones propuestas a los problemas generados por la porcicultura.

El constante crecimiento de la poblacion en la Tierra, ha generado la demanda de agua limpia y
consecuentemente la generacion de tratamientos de agua, que no generen un mayor consumo de
energia, que sean autonomas, produzcan menos gases de efecto invernadero como el CO, y ademas
sean econdmicamente viables (Loh y Vu-Tran, 2012).

Entre las soluciones mas atractivas se encuentran los tratamientos que emulan los fenémenos que
ocurren espontaneamente en la naturaleza, como los lagunares, estanques, sistemas de infiltracion,
humedales artificiales, entre otros (Arias y Brix, 2003).

Desde hace mas de un siglo se ha comenzado a trabajar en la remocion de materia organica y de
solidos suspendidos contenidos en las aguas residuales de todo tipo. Mas recientemente se han
incorporado procesos que tienden a mejorar la remocién de nitrégeno y fosforo presentes (Gonzales et
al., 2008).

De acuerdo con Pérez (2006) a grandes rasgos, las técnicas y estrategias que se han propuesto para
reducir los efectos negativos de la produccion porcina en el ambiente se pueden clasificar en cinco
grupos:

1) Alimentacion: reducir excreciones de nutrientes, metano y polvo suministrando dietas mixtas;
diferenciar dietas por peso y sexo; agregar enzimas que incrementan la digestibilidad de los hidratos de
carbono, proteinas y fosforo, y reducir el nimero de animales mediante una mejor eficiencia productiva.
2) Instalaciones: mejorar el tipo de suelo y la forma de limpieza en la granja; instalar sistemas de
ventilacion (filtros y depuradores bioldgicos que absorben olores); hacer bebederos y comederos mas
eficientes.

3) Almacenamiento y tratamiento de excretas: implementar tratamientos a largo o mediano plazos,
aerobios 0 anaerobios, dentro o fuera de las naves; empleo de electrdlisis.

4) Reciclaje: uso cientifico en la agricultura vigilando las tasas de aplicacion en funcion del suelo,
cultivo y caracteristicas de los residuos; emplear técnicas y maquinaria adecuadas (inyeccién o
aplicacion rapida).

5) Investigacion: promover la investigacion experimental en alimentacion, sistemas de tratamiento,
aplicacion a la agricultura y en la produccién de combustibles.
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Definicion de algas y usos.

El término microalga se refiere a aquellos microorganismos que contienen clorofila y otros pigmentos
fotosintéticos capaces de realizar fotosintesis oxigénica. Este término no tiene sentido taxondémico
alguno y dentro del mismo se incluyen organismos con dos tipos celulares distintos; las cianobacterias
que tienen estructura celular procariota y las restantes microalgas con estructura celular eucariota.
Pese a las grandes diferencias estructurales, fisiologicamente ambos tipos de microalgas (eucariota y
procariota) son similares en su metabolismo fotosintético, el cual es similar al de las plantas superiores.
La reproduccidn es generalmente por division binaria, con tiempos de duplicacién de una hora o menos
para los procariotas (cianobacterias) y de 8 a 24 horas (0 mas) para las eucariotas (Carpenter, 1982;
Dawes, 1991). Se estima que existen entre 200,000 y 1, 000,000 de especies de algas (Norton et al.,
1996).

Los ingredientes mas importantes para el crecimiento de las microalgas, son la luz y el CO2. Otros
factores importantes son el pH, la alcalinidad, la densidad de células, presencia de otros
microrganismos (Markou y Georgakakis, 2011). Ademés de las cantidades adecuadas de
macronutrientes como carbono, fésforo y nitrégeno, magnesio, calcio, sulfuro y micronutrientes como
zinc, hierro, magnesio, cobre (Graham y Wilcox, 2000; Andersen, 2005; Markou y Georgakakis, 2011}

A pesar de ser un grupo de organismos vivos bastante desconocido, las algas ofrecen un gran nimero
de posibilidades en cuanto a su uso:

Alimentacion animal y humana: Las algas microscopicas también se han usado en alimentacion
animal frecuentemente. En particular, la alimentacién de rotiferos, moluscos y crustaceos en acuicultura
marina se realiza a base de microalgas pertenecientes a distintos grupos taxondmicos. Otro destino de
las microalgas ha sido la alimentacién de ganado porcino (Alvarez, 2012).

Uso como fertilizantes: Las algas planctonicas no han sido intensivamente utilizadas en este sentido,
pero resultan un fertilizante barato de simple aplicacién, ya que concentran en su interior nitrégeno y
fosforo y pueden administrarse a los cultivos mediante riego. El uso de biomasa algal como
biofertilizante para maiz y pepino. La utilizacion de algas como fertilizante, podria ademas reducir la
demanda de irrigacion, mejorando la retencion de nutrientes y reduciendo asi la contaminacién de agua
subterranea (Wilkie y Mulbry, 2002).

Produccion de sustancias de interés quimico-farmacéutico: Estas sustancias pueden obtenerse
mediante cultivos masivos de algas en condiciones controladas.

Depuracion de aguas: En las aguas residuales de origen organico, bien sean urbanas, agricolas o
ganaderas, las sustancias nutritivas de carbono, nitrogeno y fésforo son muy abundantes, bien en
formas organicas o ya mineralizadas por las bacterias y convertidas en inorganicas.

Produccion de sustancias de interés energético: Se ha demostrado que la biomasa de las
microalgas puede proporcionar diversos productos ricos en energia, como son el bioetanol, el biodiesel
y el hidrégeno (Alvarez, 2012).

La biotecnologia consiste en hacer que los organismos trabajen en nuestro beneficio mediante un
conjunto de técnicas que, combinadas con el conocimiento de la biologia de los seres vivos, orienta la
vida de éstos hacia procesos de interés econdmico-social para la humanidad. La biotecnologia de las
algas se ha enfocado principalmente hacia las algas microscopicas y consta principalmente de dos
fases: produccion controlada de la biomasa algal y aprovechamiento de dicha biomasa (Alvarez, 2012).
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Actualmente, uno de los géneros de microalgas mas utilizados es Chlorella. Este género ha sido
aplicado al tratamiento bioldgico de aguas residuales, probando su efectividad en la remocién de
nitrdgeno, fosforo y metales, asi como la reduccion de la demanda quimica de oxigeno (Garza et al.,
2010). Su uso en aplicaciones de biorremediacion ha sido bastante amplio, en forma suspendida o
inmovilizada, como cepa pura 0 en asociacion con otros microorganismos no fotosintéticos (Garza et
al., 2010). Un ejemplo es Chlorella sorokiniana, una microalga de rapido crecimiento, con alto potencial
biotecnoldgico por su capacidad de sintetizar &cidos grasos de interés industrial y capacidad de
adaptacion a diferentes fuentes de nutrientes tanto en regimenes autotréficos como mixotroficos e
inclusive heterotréficos (Ortiz et al., 2012).

Formas quimicas en que aprovechan el Ny P las algas.

El fésforo es primordial para el crecimiento de las algas, pues puede limitar su crecimiento si no esta
disponible en las cantidad suficiente (Graham y Wilcox, 2000). Una baja concentracién de fésforo esta
relacionada con una densidad baja de células. La forma de fésforo que es utilizada por las microalgas,
es el ortofostafo. El fosforo organico disponible, es hidrolizado a POs3 por la enzima extracelular
alcalina fosfatasa (Correll, 1988). Las algas poseen comunmente una cantidad de fosforo inorganico
interno, en especifico un polifosfato. Por otra parte, el consumo de fosfato es mayor en presencia de
luz (Bostrom, et al., 1988) e influenciado por el pH, el cual decrece en ambientes &cidos (Stockner et
al., 2000).

El nitrégeno es el segundo nutriente mas importante después del carbon y puede comprender méas del
10% de la biomasa, siendo las microalgas las que logran la mayor eliminacién del mismo en el
tratamiento de aguas residuales, mediante su asimilacion (Becker, 1994). El Nitrégeno existe en
muchas formas y las formas més comunes asimilables por las microalgas son el amonio (NH4+) y el
nitrato (NO3) (Oliver y Ganf, 2000). Siendo el amonio el preferido al estar disponible, pero la urea y el
nitrito pueden ser también utilizados. Sin embargo el amonio en altas concentraciones (>20 mg/L)
puede ser toxico para las células (Borowitzka, 1998). Debido al aumento del pH en los cultivos de
algas, ademas de la asimilacion del nitrdgeno, el amonio puede ser volatilizado (Nunez et al., 2001).
Varias microalgas pueden realizar algo llamado consumo en bonanza o “luxury consumption” que
consiste en tomar nitrégeno en exceso presente en el ambiente para después utilizarlo si es requerido
(Larsdotter, 2006.a).

En cuanto a la interacciéon entre alga, fésforo y nitrdgeno, una concentracion de 30:1 favorece la
eliminacién de fosfato y una proporcién de 5:1 la eliminacion de nitrégeno (Borowitzka, 1998).

Las microalgas no solo transforman los compuestos, sino son capaces de integrar los elementos en
sus biomoléculas, asimilando una cantidad significativa de nutrientes como nitrégeno y fésforo, que
requieren en una alta cantidad para la sintesis de proteinas (45-65% de su peso seco), acidos
nucleicos, fosfolipidos. Esto hace a las microalgas candidatos dptimos para la biorremediacion de
aguas residuales porcinas.

Hernandez et al. (2012), evaluaron la capacidad para remover amonio y ortofosfato por cultivos libres e
inmovilizados de microalgas, utilizando para ello un cultivo mixto obtenido a partir de agua residual
municipal proveniente del reactor UASB (por sus siglas en inglés, reactor anaerobio de flujo
ascendente) de la UAM-I; y dos cultivos clonales de Chlorella vulgaris y Spirulina subsalsa que
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pertenecen a la coleccién de cultivos UAM-I. Las microalgas se inocularon en agua residual artificial a
dos concentraciones de nutrientes, una baja 10 mg/L de NH4* y 5 mg/L de PO43y una alta 25 mg/L de
NH4y 10 mg/L de PO+, se monitoreo su crecimiento y se determiné la capacidad de remocion de los
nutrientes, en los cultivos libres e inmovilizados en dos soportes: lufa y polietileno, siendo la lufa el méas
eficiente en produccion de biomasa algal y en fijacién de las microalgas. En consumo de nutrientes, en
cultivos libres a baja concentracion, C. vulgaris presentd la mayor capacidad de remocion con 50%
para NH** y un 74% para PO43; mientras que en alta concentracidn la mejor remocion la alcanzo el
cultivo mixto con 68% para NH4*y 76% de PO43. En los cultivos inmovilizados sobre lufa, C. vulgaris y
el cultivo mixto presentaron el mayor consumo de nutrientes, siendo para NH4* de 70 a 99.9% y de
PO43 del 72.1 al 89.9%, respectivamente.

En 2012, Su et al. reportaron que en un tanque de PVC inoculado con microalgas, en su mayoria
verde-azules filamentosas, se obtuvo una remocion de amonio de un 89% a los 14 dias, donde el 100%
o concentracién inicial fue de 39.4 + 5.5mg/L y una remocién de ortofosfato de 54.4 + 2%, con una
concentracion inicial de 8.8 + 0.9 mg/L.

Hee y Seung, obtuvieron en 2012 una remocion de NH3-N de 96.90% de un total de 11.30 mg/L al
octavo dia de ensayo realizado en matraces con 500 mL de agua residual artificial inoculada con 1 g/L
de Chlorella vulgaris, a un pH de 7.5 + 0.3, una temperatura constante de 25 + 1°C y luz constante con
una intensidad de 100 YE/m?sec. Bajo estas mismas condiciones obtuvieron 44.80% de remocién de
PO43 de un total inicial de 4.04 mg/L.

Rawiwan et al. (2012) utilizaron un cultivo Batch, inoculado con una concentracion de 140 mg/L del
alga Chlorella vulgaris en un reactor de 8L con concentraciones de nitrégeno total de 24 + .7 mg/L y
fésforo total de 0.68 £ 0.5 mg/L y reportaron que después de ocho dias, la densidad de cultivo aumento
a 320 mg/L para posteriormente entrar en la fase de muerte, donde la concentracion del nitrégeno total
inicialmente decreci6 rapidamente de 28.7 mg/L a 11 mg/L lo que significé una remocion de 61.7% en
los primeros dos dias de ensayo y al dia siete 63.62% del total. En cuanto al fosforo total la
concentracion decrecio de 0.149 mg/L a 0.061 mg/L en el primer dia, con una remocion de 78.52%
hasta el dia siete.

Wang et al. (2012), concluyeron que los niveles de nitrégeno y fosforo influencian de manera sustancial
el crecimiento de la microalga Chlorella sp. La muestra de microalga la obtuvieron del lago Mulan en el
centro de China, para cultivarla en matraces Erlenmeyer a un flujo de luz de 60 Umol photon m2S-1, con
ciclos de luz-oscuridad de 12/12 h; a 25°C de temperatura, cultivadas en medio Chu 13 modificado. El
agua residual se obtuvo de una planta de tratamiento en Xiamen, China. Se esterilizo, filtrd y diluy6 en
un 100% (38.03 mg/L de N y 1.83 mg/L de P), 75% (28.52 mg/L de N y 1.37 mg/L de P), 50% (19.01
mg/L de N'y 0.92 mg/L de P) y 25% (Dato no disponible para N y 0.46 mg/L de P) para asi ser colocada
en matraces Erlenmeyer de 500 mL con tres repeticiones. Obteniendo como resultado una remocion
del 58.85+1.55%, 51.51£1.58% y 27.46+2.1% de N para cada una de las diluciones y 97.08+.26%,
95.35+0.87%, 92.91+0.77% y 90.12+0.87% de P. por lo que se reporta mayor remocidén en las
muestras con concentraciones mas altas de N y una remocion similar para P.

En 2001, De-Bashan et al. registraron que un cultivo de Chlorella vulgaris coinmovilizada con
Azospirillum brasilense en perlas de alginato, presentd bajo cultivo tipo Batch, continuo y semicontinuo,
un buen crecimiento pero en diferentes grados. El mejor crecimiento fue obtenido bajo el cultivo batch,
en el que la poblacion alcanzé 4 x 10° células/perla después de seis dias de incubacion. Bajo la
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condicion de cultivo semicontinuo, el crecimiento de la poblacion fue menor, alcanzando solo 1.3 x 10°
células/perla. Cuando C. vulgaris fue inmovilizada sola en cultivo continuo la densidad de la poblacion
fue menor de 1.0 x 10° células/perla.

El alga marina Dunaliella salina, fue utilizada por Ayu'y Moh en 2010, para registrar su crecimiento y
capacidad de remocion de fésforo y amonio i6nico en agua residual con alta cantidad de materia
organica y bajo pH. Los resultados que obtuvieron fueron que después de cinco dias de incubacion D.
salina crecio de 3 x 106 a 1.5 x 107 células/mL. Después de cinco dias de cultivo, en una concentracion
inicial variable de 1.2 a 3.1 mg/L se redujo ortofosfato en un rango de 38 a 47% y para el amonio iénico
con una concentracion inicial variable de 3.2-6.6 mg/L una remocién de entre 20.8-64.7%.

Un experimento compuesto por seis tratamientos con cuatro replicaciones cada uno, donde a cuatro
frascos se les adicioné 18 umol/L de PO,® , a otros cuatro 120 pumol/L de NH4+, a los siguientes
cuatro 68 pmol/L de NOs-, cuatro frascos mas con NOs- + PO,*, cuatro mas con NH4+ + PO,* y los
ultimos cuatro sélo con los nutrientes iniciales ( <2 umol/L de P inorganico, <20 umol/L de NH**+y 6
pMmol/L de NOs-) encontrados en el lago de donde se obtuvieron las muestras de la microalga
Chaetomorpha linum; a partir de este experimento Menéndez et al. (2002) estudiaron la influencia de la
disponibilidad de nutrientes disueltos en el crecimiento, contenido en nutrientes y sus tasas de
absorcion de dicha especie, obteniendo como resultado que la fertilizacion con N dio como resultado un
aumento de la concentracion de clorofila a los cuatro dias de iniciado el experimento. La fertilizacion
con P no produjo efecto significativo sobre las concentraciones en clorofila. En todos los tratamientos
se observd un aumento de biomasa al cabo de diez dias y este incremento fue mayor cuando se
fertilizaba con N+P. La tasa de absorcién de P fue significativamente mas elevada en los tratamientos
simples, con solo P, mientras que en el caso del nitrato la tasa de absorcién fue mayor cuando se
fertilizaba con N+P.

2. MATERIALES Y METODOS PARA EL AISLAMIENTO, CULTIVO E IDENTIFICACION
TAXONOMICA DE MICROALGAS AISLADAS DE AGUA RESIDUAL PROVENIENTE DE
UNA GRANJA PORCINA, Y PARA LA DETERMINACION DE LOS NIVELES DE
ORTOFOSFATO Y AMONIO EN AGUAS RESIDUALES

21 Area de trabajo.

Las microalgas fueron recolectadas en una Granja Porcina ubicada en la Facultad de Agronomia de la
UANL en,Marin, N.L. La experimentacidn se llevo a cabo en el laboratorio de Botanica de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas, laboratorio de Botanica de la UANL, San Nicolas de los Garza, N.L.

2.2 Obtencion de las muestras de algas.

Se tomaron 600 L del desaglie de una granja porcina con cuarenta cabezas de marranos de engorda
(Figs.1y 2). Dicha muestra fue homogeneizada, filtrada y vertida en palanganas de plastico de 60 cm
de diametro y 25 cm de profundidad, para formar microlagunas (Fig.3). Se utilizaron seis palanganas a
las que se les agregd agua residual en tres concentraciones, dos al 100% (60 L de agua residual), dos
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Fig.1 Granja Porcina, 40 cabezas de marranos de
engorda. Facultad de Agronomia, UANL.

iil.

Microalgas aisladas de granjas porcinas para la remocién de ortofosfato y amonio de aguas residuales.

al 50% (30 L agua residual, 30 L de agua de la llave) y dos al 25% (15 L agua de residual 45 L agua de
la llave) (Fig.1) y se inocul6 con suelo obtenido de los canales de desagiie de las granjas (Fig.4).

Las palanganas se dejaron destapadas, para que tuvieran contacto con aves y atmésfera.

Posteriormente, se tomaron 50 mL de muestra de cada una de las concentraciones a los 7, 14 y 21
dias.

PR - SR

Fig.3 Filtrado de muestra.

Fig.4 Microlagunas.
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2.3  Aislamiento y cultivo de microalgas.

A partir de las muestras recolectadas en las microlagunas se aislaron cuatro cepas de microalgas.
Mediante dilucion, cultivo en placa y cultivo continuo en matraces Erlenmeyer de 500 mL (Fig.5).

En tubos de ensayo de 8 mL se colocd un mililitro de cada una de las concentraciones muestra de las
microlagunas y 5 mL de medio Bold o Medio Bristol (Fig.6) (Tabla 1).

Fig.5 Area de cultivo: Campana de Flujo laminar, Fig.6 Tubos de ensayo de 8 mL con medio
microplaca, micropipeta, mechero, cajas de Petri Bold y Bristol inoculados con muestra de

microlagunas.

Fig.7 Cultivo en cajas Petri. Fig.8 Cultivo contenido en matraces
Erlenmeyer de 500 mL.

Después de 7 a 14 dias, tiempo en que los cultivos se comenzaron a tornar verdes, se realizaron
diluciones en microplaca, para aislar las poblaciones y realizar su cultivo en cajas Petri con medio
Bristol con antibiético y antifingico, solidificado con agar y cultivo contenido en matraces Erlenmeyer
de 500 mL, con lluminacién con lamparas fluorescentes (200 W) a 400 Umol photons m 2's 'y

bombeo constante de aire estéril a razén de 2800 cm3/min, sin agitacion, a una temperatura de 24°C
(Figs.7y 8).
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Tabla 1. Composicion y forma de preparacion de los medios Bristol y Bold (UTEX).

Medio
Bristol Bold
* Soluciones Patrones de Macronutrientes. * Solucion patrén de Micronutrientes
Nitrato de Sodio.........ccoevrereririnnne, 109 Etilendiamintetracético............ 50g
Cloruro de Calcio Dihidratado............... 19 Hidréxido de Potasio............... 31g
Sulfato de Magnesio Heptahidratado...... 3 g AQUA......cee, 1000 mL
Fosfato de Potasio, dibasico................. 79 * Acido BOriCo.................... 11429
Fosfato de Potasio, monobasico............ 39 Agua destilada................... 1000 mL
Cloruro de Sodio........cccovvvrerevincrrernnnn 19 * Sulfato de Hierro Heptahidratado
Agua Acidificada.....1000 mL (1 mL de
Acido Sulfirico por cada litro de agua).
*Sulfato de Zinc Heptahidratado...8.82 g
Cloruro de Manganeso Dihidratado
1449
Triéxido de Molibdeno......... 0.71¢g
Sulfato de Cobre Pentahidratado.........
1.57 ¢
Nitrato de Cobalto Hexahidratado.......
049¢
Agua......covrn, 1000 mL
Método de preparacion: Método de preparacion:
1) Disolver cada una de las sales en 400 mL de 1) A 900 mL de agua destilada agregar
agua destilada o desmineralizada. 10 mL de cada una de las soluciones
2) Almacenar las 6 soluciones en frascos color de Macronutrientes y 1 mL de las
ambar y en refrigeracion. soluciones de micronutrientes.

2) Esterilizar durante 15 minutos a 15
libras de presion (121 °C)

Tabla 2. Composicion y forma de preparacion de medio Bristol modificado.

Medio Bristol modificado

* Soluciones Patrones de Macronutrientes.

Nitrato de Sodio.........coccvrererininnne, 109
Cloruro de Calcio Dihidratado............... 19
Sulfato de Magnesio Heptahidratado...... 3 g
Fosfato de Potasio, dibasico................. 79
Fosfato de Potasio, monobasico............ 39
Cloruro de Sodio...........cccoceevevreriiernnnes 19

Método de preparacion:
1) Disolver cada una de las sales en 400 mL de agua destilada o desmineralizada.
2) Aimacenar las 6 soluciones en frascos color ambar y en refrigeracion.
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3) A 900 mL de agua destilada agregar 100 U de Hidréxido de amonio, 10 mL de
cada una de las soluciones de Macronutrientes, excepto Fosfato de Potasio
dibasico y monobasico de los cuales solo se agrega 100 Ul de cada una de las
soluciones stock.

2) Esterilizar durante 15 minutos a 15 libras de presién (121 °C)

24  Conteo de algas

Los conteos de algas se realizaron en una camara de Newbawer siguiendo las instrucciones del
fabricante. Se realizaron conteos de algas por cepa a los 0, 7, 14, 21 y 26 dias de cultivo, para
determinar su cinética de crecimiento en un cultivo continuo. Para ello se utilizé el medio Bristol, el cual
tuvo una variacion de ortofosfato de 170 a 211 mg/L y amonio de 4 a 6 mg/L (Figs.9y 10).

Haemacytometer

@ ® \y
- o \
Fig.9 Microscopio. Camara Newbawer. Fig.10 Campo de Conteo.

2.5 Identificacion taxonomica

Las algas fueron identificadas mediante su morfologia y caracteristicas anatémicas. Deacuerdo a las
tecnicas de laboratorio, descritos por Sime (2004) editado por Whitton y Brook y Jhon (2003) editado
por Wehr y Sheath. Entre otras fuentes se utilizaron las claves especializadas para género de Bourrelly
(1966, 1968, 1979); Smith (1950) y Wher y Sheath (2003) y para especie los trabajos de Tifany y Britton
(1952), Ortega (1984) y Whitford y Schumacher (1984).

2.6 Medicion de Ortofosfato y Amonio.

El ortofosfato y amonio se determinaron mediante un fotémetro de la marca Hanna (Hanna Instruments
multiparameter photometer HI 83225) y los reactivos HI93706-A Y -B para ortofosfato y los HI9371-03 y
-01 para amonio. La temperatura y pH se determinaron con una precision de £0.1 unidades, mediante
un termémetro sumergible y un potenciémetro Eco Testr pH2 de Eutech Instruments, respectivamente.
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Fig.11 Fotometro Hanna HI 83225 y reactivos
para determinacion de NH++y PO,

Las mediciones de ortofosfato y amonio se realizaron por triplicado. Las muestras para las mediciones
se obtuvieron de matraces Erlenmeyer de 500 mL, conteniendo 400 mL de medio Bristol modificado
(tabla 2) e inoculados con 100 mL de uno de los cultivos de algas de 15 dias (o una parte proporcional
de los mismos en las combinaciones: 50 mL de cada cultivo en los ensayos con dos algas y 25 mL de
cada uno en el ensayo con cuatro algas)

2.6.1 Descripcion de los ensayos

Se realizaron un total de tres ensayos. En el primero se determind cual de los cuatro aislados de
microalgas fue mas eficiente para remover amonio y ortofosfato a lo largo de 20 dias, las
determinaciones se hicieron a los 0, 4, 8, 12, 16 y 20 dias de iniciado el experimento a partir de una
concentracion inicial de 20 mg/L y 10 mg/L respectivamente, con una temperatura constante de 24°C y
un pH inicial de 8.3. Los ensayos se realizaron por triplicado. Los testigos consistieron en matraces con
las mismas concentraciones de nutrientes en el mismo tipo de medio, sin indculo. El indculo consistid
en 100 mL de un cultivo de 15 dias, de alguna de las algas (Tabla 3).

Tabla 3. Concentracidn (células) de algas en los indculos de los matraces utilizados en el ensayo 1.

Ensayo 1 (3 repeticiones)

Indculo ensayo 1

Cepas (100 mL de
cultivo)
1.5x107

2 1x107

3 2x107

4 1.5x107

En el segundo ensayo se utilizaron combinaciones de algas en pares, para determinar cual de las
combinaciones resultaria mas eficiente en la remocion de ortofosfato y amonio en cultivos de 21 dias,
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donde las determinaciones se realizaron a los 0, 7,14 y 21 dias. En este ensayo se utilizaron 50 mL de
cada uno de los cultivos para obtener el indculo. El conteo de células aportado por cada cepa en los
indculos se muestra en la tabla 4.

Para el tercer ensayo se utilizaron como indculo 25 mL de cada una de las cuatro cepas de microalgas.
El ensayo durd 21 dias y las determinaciones de ortofosfato y amonio se realizaron al igual que en el
ensayo anterior a los 0, 7, 14 y 21 dias de cultivo. Las concentraciones iniciales de células en el indculo
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 4. Concentracidn de algas en los inéculos de los matraces utilizados en el ensayo 2.

Ensayo 2 (3 repeticiones)

50 mL de cada
Cepas cepa de un
P cultivo de 15
dias.
1-2 7.5x10° - 5x10°
células
1-3 7.5x10° - 1x107
1-4 7.5x10° -
7.5x10°
2-3 5x10° - 1x107
2-4 5x10° - 7.5x10°
3-4 1x107 - 7.5x10°

Tabla 5. Concentraciones celulares de cada una de las algas en el indculo utilizado en el ensayo 3.

Ensayo 3 (3 repeticiones)

Cepas 25mL de cada una de las cepas

1-2-3-4 3.7x10°%-2.5x10°-5x10°6-3.7x10°
células.

Control (3 repeticiones)

500 mL de medio Bristol modificado
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2.7 Analisis estadistico.

El analisis de varianza (ANOVA) fue la técnica estadistica que se emple6 para contrastar las hipétesis.
El valor de alfa se determiné para una confiabilidad del 95% (Alfa = 0.05). La hipétesis nula siempre
postulo la igualdad entre los tratamientos, mientras que la hipétesis alternativa siempre postulé que al
menos uno de los tratamientos produce un efecto diferente. La regla de decision fue que no existen
diferencias significativas entre los tratamientos cuando en el ANOVA el valor de p=0.05 y por el
contrario, se presentan diferencias significativas cuando el valor de p<0.05

Adicionalmente, se empled la prueba de comparaciéon de medias de Duncan cuando en los ANOVAs se
presentaron diferencias significativas. El analisis de medias de Duncan permitié determinar cual o
cuales tratamientos (cepas o consorcios algales) fueron mas eficientes para remover ortofosfato o
amonio, clasificandolos en diferentes grupos dependiendo de la similitud que presenten las medias
entre si.

Para el ANOVA y las pruebas de Duncan se empleé el programa SPSS 17.

Para determinar si hubo diferencia significativa en la disminucion de la cantidad de amonio y
ortofosfato entre los matraces testigo (sin algas) y los tratamientos (con algas). Se compararon las
concentraciones de los nutrientes a diferentes tiempos de incubacién por medio de un analisis de
varianza (ANOVA) con ayuda del paquete estadistico SPSS 17.

Al existir diferencias significativas entre los tratamientos, se realiz una comparacion de medias por el
método de DUNCAN para determinar cuél cepa (o consorcio) fue la mas eficiente para remover cada
nutriente.

2.8 Porcentajes de Remocion.

Se calcul6 el porcentaje de remocion, a los 20 dias (ensayo 1) y 21 dias (ensayos 2 y 3),
mediante la formula 1:
[(Ci — Cf) = Ci] x 100 = %R

Donde:

%R: Porcentaje de remocion
Ci: Concentracion inicial

Cf: Concentracion final
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3. RESULTADOS Y DISQUSION SOBRE LA IDENTIFICACION DE MICROALGAS Y SU
POTENCIAL EN LA REMOCION DE ORTOFOSFATO Y AMONIO EN AGUA RESIDUAL
ARTIFICIAL.

3.1 Identificacion taxondmica

De los aislados realizados a partir de las microlagunas con agua residual proveniente de una granja
porcina, se identificaron cuatro géneros, dos de ellos se llevaron a especie.

Scotiellopsis sp (Fig.12), tiene células individuales, autoesporas y células jévenes con forma fusiforme,
mientras que las células adultas son ovales, con engrosamientos apicales y las células viejas con
forma globosa. Posee una pared celular con polisacarido en el interior y trilaminar en el exterior.
Células uninucleadas, con centriolos, cloroplastos parietales. Presentan reproduccion asexual por
autoesporas, que se liberan por la pared celular. Probablemente cosmopolita.

Neochloris sp (Fig.13) son células esféricas, con pared que puede ser delgada o laminada, cloroplasto
con forma de taza, con uno o varios pirenoides; reproduccion asexual con zoosporas ovoides; es un
género de algas verdes perteneciente a la familia Neochloridaceae, conocida por su capacidad para la
produccion de aceites.

T. volvocina (Fig.15) posee células esféricas solitarias encerradas en una lorica, con paredes
amarillentas y lisas, poro apical sin cuello, dos cloroplastos por célula 0 mas, cada uno con doble
pirenoide envainado; con reproduccién por células inmoviles, donde las células hijas emergen y
secretan una nueva lorica. Especie cosmopolita, en aguas superficiales, rios, estanques, zanjas,
charcos y aguas residuales; indicador de aguas ligeramente a muy contaminadas.

A. dimorphus (Fig.16) células de rectas a curvas, en una a dos filas de cuatro a ocho células,
acomodadas en linea o alternadas, con células en forma de huso o elongadas, con apice puntiagudo,
sin espinas, poseen cloroplasto parietal con un solo pirenoide; reproduccion asexual por autoesporas.
Cosmopolita, encontrada en habitats acuaticos que van desde los tanques de agua abierta en corrales
a grandes lagos poco profundos, que van desde agua pristina a leve 0 moderadamente enriquecida
con nutrientes. (Sime, 2004; John, 2003 y Prescott, 1984).

La historia de la utilizacion comercial de los cultivos de microalgas, tiene aproximadamente 75 afios con
aplicacion al tratamiento de aguas residuales y la producciéon en masa de cepas, como Chlorella y
Dunaliella (Abdel-Raouf, 2012). Palmer (1969) report6 varios géneros de algas encontrados en lagunas
de estabilizacion. En orden de abundancia y ocurrencia, las algas encontradas fueron, Chlorella,
Ankistrodesmus, Scenedesmus, Euglena, Chlamydomonas, Oscillatoria, Micractinium y Golenkinia.

Ademas, también enumerd en orden de su tolerancia a los contaminantes orgénicos segun lo
informado por 165 autores. La lista fue compilada por 60 géneros y 80 especies, los ocho géneros mas
tolerantes fueron, Euglena, Oscillatoria, Chlamydomonas, Scenedesmus, Chlorella, Nitzschia, Navicula
y Stigeoclonium, ademés menciona que dichos géneros pueden utilizarse como indicadores de agua
contaminada. Groeneweg et al. (1980) reportaron el crecimiento de Scenedemus sp y Coelastrum sp y
De Pauw et al. (1978) para Scenedesmus acutus en aguas diluidas procedentes de una granja porcina.
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Reino Plantae

Phylum Chlorophyta

Alga Verde

Clase Chlorophyceae

Orden Chlorellales

Familia Chlorellaceae

Género Scotiellopsis Vinatzer, 1975

Fig. 12. Fotografia en microscopio (objetivo 40X).
Scotiellopsis sp,

Reino Plantae

Phylum Chlorophyta

Algas verdes

Clase Chlorophyceae

Orden Sphaeropleales
Familia Neochloridaceae
Género Neochloris Starr, 1955

Fig. 13. Fotografia en microscopio (objetivo 40X).
Neochloris sp
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Reino Protozoa

Phylum Euglenozoa

Clase Euglenophyceae

Orden Euglenales

Familia Euglenaceae

Género Trachelomonas

Especie T. volvocina (Ehrenberg) Ehrenberg, 1834

Fig. 14. Fotografia en microscopio (objetivo 40X).
Trachelomonas volvocina.

Turpin Tsarenko in Tsarenko & Petlovanny 2001: 10
Reino Plantae

Phylum Chlorophyta

Clase Chlorophyceae

Orden Sphaeropleales

Familia Scenedesmaceae

Género Acutodesmus

Especie A. dimorphus (Turpin) P.M.Tsarenko in
Tsarenko & Petlovanny 2001: 10

Fig. 15. Fotografia en microscopio (objetivo 40X).
Acutodesmus dimorphus.
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3.2 Cinética de crecimiento en cultivo continto.

La cinética de crecimiento se realizd contando el numero de células presentes en los cultivos cada
siete dias durante periodo de 26 dias, mediante una camara de Newbauer.
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Fig. 16. Cinética de crecimiento cepa 1, dia 0: 33,000 — dia 26: 1;550,000.
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Fig. 17. Cinética de crecimiento cepa 2, dia 0: 24,000 - dia 26: 3;050,000.
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Fig. 18. Cinética de crecimiento cepa 3, dia 0: 22,500 - dia 26: 3;700,000.
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Fig. 19. Cinética de crecimiento cepa 2, dia 0: 30,000 - dia 26: 3;720,000.

En las Figs. 16 a 19 se puede apreciar que en las cuatro cepas la fase de adaptacion o Lag ocurre en
los primeros cinco dias, pues apenas logran duplicar la cantidad de células inoculada al dia cero. Dicha
fase es influenciada por factores como la luz, pH, temperatura, en otras palabras por su microcosmos o
ambiente de cultivo. Algunos autores como Romo (2002) mencionan que en esta fase es posible que el
numero de microalgas pueda llegar a disminuir con respecto al indculo inicial, ninguna de las cuatro
cepas de este estudio, presentd dicho comportamiento.

La fase exponencial inicia cuando las microalgas estan adaptadas y todas empiezan a multiplicarse
cada cierto tiempo, este aumento en nimero de microalgas se acelera continuamente y en forma
exponencial, como se aprecia en las gréaficas a partir del quinto dia y hasta el dia veinte
aproximadamente, en las cepas 1y 2; mientras que las cepas 3 y 4 aparentan tener una division mas
rapida, pero al dia quince hay una declinacién relativa que puede deberse a la disminucién de
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nutrientes, cambios de pH vy alteracién de otros factores, como consecuencia del incremento
poblacional, esto provoca que exista una segunda la fase estacionaria y una nueva fase exponencial
después de cinco dias. En un cultivo continuo, debido a que se le agrega mas medio y se retira cultivo,
no se presenta una fase de muerte.

3.3 Determinacion de Ortofosfato y Amonio.

Después de determinar la cinética de crecimiento, donde las concentraciones de ortofosfato y amonio
variaron entre 170 mg/L a 211 mg/L y 4 mg/L a 6mg/L respectivamente, las cepas fueron colocadas en
un periodo de adaptacion a las nuevas concentraciones de ortofosfato y amonio, 10 mg/L y 20 mg/L
respectivamente, que se requerian para comparar los resultados de los ensayos con los antecedentes.
Alargandose aproximadamente 5 dias mas la fase de adaptacion.

A continuacion se muestran los resultados de la determinacion de ortofosfato y amonio en cada uno de
los 3 ensayos.

3.3.1 Ensayo 1: Evaluacion individual de las cepas para la remocion de ortofosfato.

Para determinar cual de los cuatro aislados de microalgas fue mas eficiente para remover ortofosfato a
lo largo de 20 dias, las mediciones se hicieron a los 0, 4, 8, 12, 16 y 20 dias a partir de una
concentracion inicial de 10 mg/L. Los ensayos se realizaron por triplicado. Los testigos consistieron en
matraces con la misma concentracion de ortofosfato en el mismo tipo de medio, sin inéculo. El indculo
consistié en 100 mL de un cultivo de 15 dias, de alguna de las algas. Con los resultados de estas
mediciones se realizo el Analisis de varianza que se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Analisis de varianza para el ensayo 1 Ortofosfato.

ANOVA
Fuente de variacion Suma de Cuadrado
cuadrados Gl medio F Sig.
Entre los grupos 3.600 4 0.900 2.700 0.092
Dia_0 Dentro de los 3.333 10 0.333
grupos
Total 6.933 14
Entre los grupos 27.733 4 6.933 10.400 0.001
Dia_4 Dentro de los 6.667 10 0.667
grupos
Total 34.400 14
Entre los grupos 50.933 4 12.733 15.917 0.000
Dia_8 Dentro de los 8.000 10 0.800
grupos
Total 58.933 14
Entre los grupos 63.333 4 15.833 33.929 0.000
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Dentro de los 4.667 10 0.467
Dia_12 grupos

Total 68.000 14

Entre los grupos 73.333 4 18.333 30.556 0.000
Dia_16 Dentro de los 6.000 10 0.600

grupos

Total 79.333 14

Entre los grupos 111.600 4 27.900 38.045 0.000
Dia_20 Dentro de los 7.333 10 0.733

grupos

Total 118.933 14

La Tabla 6a muestra que al dia cero no existe diferencia significativa entre tratamientos, a los dias
cuatro, ocho, doce, dieciséis y veinte si se presenta esta diferencia (p>0.05).

Tabla 6a. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia cero del ensayo 1.

(Alfa = 0.05).
Tratamientos N Grupos Duncan
1

Neochloris sp (C2) 3 9.3333
Scaotiellopsis sp (C1) 3 9.6667
Acutodesmus dimorphus (C4) 3 9.6667
Control 3 10.3333
Trachelomonas volvocina (C3) 3 10.6667
Sig. 0.102

La Tabla 6b muestra que al comparar al cuarto dia las concentraciones de ortofosfato presentes en
cada uno de los cultivos, se separaron tres grupos, siendo Scotiellopsis sp la cepa en el grupo tres
junto al control, con la cantidad més alta de ortofosfato, seguida en menor concentracion por Neochloris
Sp en un grupo intermedio, posteriormente en el grupo 1, con la menor concentracién de ortofosfato al
dia cuatro se encuentran Trachelomonas volvocina y Acutodesmus dimorphus.
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Tabla 6b. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia cuatro del ensayo 1.
Las diferencias entre los tratamientos al dia 4 permitieron la formacion de tres grupos. (Alfa = 0.05).

Dia_4

Tratamientos N Grupos Duncan
1 2 3

Acutodesmus dimorphus 3 6.3333
Trachelomonas volvocina 3 6.6667
Neochloris sp 3 7.3333 7.3333
Scotiellopsis sp 3 8.6667 8.6667
Control 3 10.0000
Sig. 0.182 0.073 0.073

Al comparar al dia ocho las concentraciones de mg/L de ortofosfato, la Tabla 6¢ muestra que en cada
uno de los cultivos, se separaron cuatro grupos. El control queda solo en el grupo 3, separandose por
completo de las cuatro cepas, seguido por Scotiellopsis sp en el grupo 2 con una menor
concentracion. Neochloris sp y Trachelomonas volvocina se sitian en el grupo intermedio 1-2, con una
cantidad de ortofosfato todavia menor y en el grupo 1 se encuentra Acutodesmus dimorphus, con la
menor concentracion de ortofosfato.

Tabla 6¢. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia ocho del ensayo 1.
Las diferencias entre los tratamientos al dia 8 permitieron la formacién de 4 grupos. (Alfa = 0.05).

Dia_8
Tratamientos N Grupos Duncan
1 2 3

Acutodesmus dimorphus 3 4.6667

Trachelomonas volvocina 3 5.6667 5.6667

Neochloris sp 3 6.0000 6.0000
Scotiellopsis sp 3 7.3333

Control 3 10.0000
Sig. 112 .054 1.000

En Tabla 6d se observa que al comparar al dia doce las concentraciones de mg/L de ortofosfato
presentes en cada uno de los cultivos, se separaron cuatro grupos. El control quedd aislado por
completo en el grupo 3, seguido, al igual que en el octavo dia, con menor concentracion por
Scotiellopsis sp en el grupo 2, Trachelomonas volvocina'y Neochloris sp como grupo intermedio 1-2 y
posteriormente en el grupo 1, con la menor concentracion de ortofosfato al dia doce Acutodesmus
dimorphus, el cual presenta la menor concentracion de ortofosfato desde el cuarto dia.
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Tabla 6d. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia doce del ensayo 1.
Las diferencias entre los tratamientos al dia 12 permitieron la formacién de cuatro grupos. (Alfa = 0.05).

Dia 12

Tratamientos N Grupos Duncan
1 2 3

Acutodesmus dimorphus 3 4.3333
Neochloris sp 3 4.6667 4.6667
Trachelomonas volvocina 3 5.3333 5.3333
Scotiellopsis sp 3 5.6667
Control 3 10.0000
Sig. 117 117 1.000

La Tabla 6e muestra que al comparar al dia dieciséis las concentraciones de mg/L de ortofosfato
presentes en cada uno de los cultivos, se separaron dos grupos, quedando solo el control en el grupo 2
y las cuatro cepas dentro del grupo 1, en el siguiente orden, de mayor a menor concentracién de mg/L
de ortofosfato, Trachelomonas volvocina, Scotiellopsis sp, Acutodesmus dimorphus y Neochloris sp
teniendo por primera vez la concentracién mas baja de ortofosfato entre las cuatro cepas. El dia
dieciséis, segun la cinética de crecimiento, esta entre los dias donde comienza la fase estacionaria
donde ya no se aprecia una division celular neta, es decir el numero de células se mantiene constante
por cierto periodo de tiempo, debido al balance entre la natalidad y la mortalidad que presenta la
poblacion en cultivo, esto podria explicar por qué no hubo diferencia en la remocion del ortofosfato al
no haber mas division celular.

Tabla 6e. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia dieciséis del ensayo
1. (Alfa = 0.05)

Dia_16

Tratamientos N Grupos Duncan

1 2
Neochloris sp 3 4.0000
Acutodesmus dimorphus 3 4.3333
Scotiellopsis sp 3 4.6667
Trachelomonas volvocina 3 5.3333
Control 3 10.0000
Sig. .078 1.000

Al dia veinte las concentraciones de mg/L de ortofosfato presentes en cada uno de los cultivos, se
separaron en cinco grupos. El control se encontrd en el grupo 4, Trachelomonas volvocina en el grupo
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3, Neochloris sp en el grupo intermedio 2-3, Scotiellopsis sp en el grupo 1-2 y Acutodesmus dimorphus
en el grupo 1. Después de la fase estacionaria, se presenta la fase de muerte, esto podria explicar el
porqué de la formacién de grupos, es probable que las cepas con menor concentracion de ortofosfato
(A. dimorphus) tarden mas tiempo en llegar a esta fase que las que ya no lo removieron (T. volvocina)
(Tabla 6f).

Tabla 6f. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia veinte del ensayo 1.
(Alfa = 0.05)

Dia_20
Tratamientos N Grupos Duncan
1 2 3 4
Acutodesmus dimorphus 1.6667

2.3333 2.3333
3.3333 3.3333

Scaotiellopsis sp

Neochloris sp

W W w w w

Trachelomonas volvocina 4.6667
Control 9.3333
Sig. .363 .183 .086 1.000
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-Para determinar la variacién de la concentracion de ortofosfato entre las repeticiones, se elaboraron
las siguientes graficas que muestran la desviacion estandar:
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Fig. 20. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacién estandar,
barras) de las concentraciones de ortofosfato entre cada una de
las tres repeticiones para cada cepa y el control al dia cero.
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Fig. 22. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacién estandar,
barras) de las concentraciones de ortofosfato entre cada una de las
tres repeticiones para cada cepa y el control al dia ocho. Numeros
iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia
significativa.
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Fig. 21. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacion estandar,
barras) de las concentraciones de ortofosfato entre cada una de las
tres repeticiones para cada cepa y el control al dia cuatro. Numeros
iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia
significativa.
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Fig. 23. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacién estandar,

barras) de las concentraciones de ortofosfato entre cada una de las
tres repeticiones para cada cepa y el control al dia doce. . NUmeros

iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia
significativa.

28



Microalgas aisladas de granjas porcinas para la remocién de ortofosfato y amonio de aguas residuales.

10004 2 10.004 4
-
T
800 8.007
1 1
1 —
K 1 =
g I T E pJ R
1 1
- T
1-2 —
T
200 2007 -t T
0.00 T T T T T
000 T T ! ! 1 Scotiellopsis sp.  Meochloris sp. Traguelomana Acutudesmus cortrol
Scotiellopsis sp.  Neochloris sp Traguelomona Acutudesmus cortrol wolvocing dimorphus
volvacing dimorphus .
Tratamientos Tratamientos
Enorbams: ++ 1 SE
Error bams: +/- 1 SE
Fig. 24. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacion estandar, Fig. 25. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacion estandar,
barras) de las concentraciones de ortofosfato entre cada una de las barras) de las concentraciones de ortofosfato entre cada una de las
tres repeticiones para cada cepa y el control al dia dieciséis. tres repeticiones para cada cepa y el control al dia veinte. Nimeros
Numeros iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia
significativa. significativa.

En la Fig. 20 se puede apreciar como la variacidn en las concentraciones es similar en las 4 cepas y en
el control. Para el dia cuatro, (Fig.21) el control se estabiliza y la variabilidad en Neochloris sp es alta
comparada con las demas cepas, de 2 mg/L mientras que en las otras cepas se presenta una
variabilidad 0.5 mg/L. Para el dia ocho (Fig.22), el control permanece constante, asi también la
variabilidad en Scotiellopsis sp y Trachelomona volvocina, mientras que Acutodesmus dimorphus
presenta una variabilidad de 2 mg/L al igual que Neochloris sp Al dia doce (Fig.19), las cuatro cepas
han absorbido la mitad 0 més del ortofosfato inicial en el ensayo (10 mg/L), Acutodesmus dimorphus
con la mayor remocion, pero también con la mayor variabilidad entre las repeticiones del ensayo,
seguida por Neochloris sp que disminuye su variabilidad y Trachelomona volvocina y Scotiellopsis sp
que permanecen constantes. Para el dia dieciséis (Fig.23) la variabilidad en Neochloris sp desaparece,
en Scotiellopsis sp aumenta colocandose a la par con Acutodesmus dimorphus, mientras que
Trachelomona volvocina continua constante, pero con la concentracion mas alta de ortofosfato. Al dia
veinte, dia final del ensayo, Acutodesmus dimorphus alcanzé la menor concentracion de ortofosfato,
con un promedio de 1.6 mg/L, pero con la variabilidad més alta entre las repeticiones, de
aproximadamente 1.5 mg/L, enseguida con la concentracién mas baja de ortofosfato esta Scotiellopsis
sp, posteriormente Neochloris sp y Trachelomona volvocina con una variabilidad de 0.5 mg/L
aproximadamente. En general se puede observar que Acutodesmus dimorphus y Neochloris sp
presentan un comportamiento mas variable en el consumo de ortofosfato en cada una de las
repeticiones, mientras que Scotiellopsis sp y Trachelomona volvocina presentan un comportamiento
mas estable, esto puede ser debido a la afectacion que el ambiente (temperatura, pH, Luz, aireacion)
tiene sobre las microalgas, es importante mencionar, que se expusieron a condiciones extremas de
nutrientes, 20 mg/L es la cantidad de amonio en la que comienza a ser nocivo para las microalgas y
poca cantidad de ortofosfato limita la division celular . Otro factor importante es la velocidad de division
celular, segun la cinética de crecimiento, una de las que presenta una velocidad mayor de division es
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Acutodesmus dimorphus, quien ademas segun observaciones cualitativas, fue quien tardd menos en
adaptarse al cambio en la concentracion de nutrientes.

Ya que de los graficos se desprende que la variabilidad es mas consistente solo en los cultivos de
Acutudesmus y Neochloris, a lo largo de todo el ensayo; esto nos indica que tanto el manejo de las
muestras como las determinaciones de los nutrientes tuvieron poca influencia en esta variabilidad, de
no ser asi, la variabilidad debid presentarse en diferentes cepas a diferentes tiempos. No obstante a la
variabilidad entre matraces, A. dimorphus alcanzé los niveles mas altos de remocion de ortofosfato de
una manera significativamente diferente a las otras cepas.

3.3.2 Ensayo 1: Evaluacién individual de las cepas para la remocién de amonio

Para determinar cual de los cuatro aislados de microalgas fue mas eficiente para remover amonio a lo
largo de 20 dias, las mediciones se hicieron a los 0, 4, 8, 12, 16 y 20 dias a partir de una concentracién
inicial de 20 mg/L. Los ensayos se realizaron por triplicado. Los testigos consistieron en matraces con
la misma concentracién de ortofosfato en el mismo tipo de medio, sin indculo. El indculo consistié en
100 mL de un cultivo de 15 dias, de alguna de las algas. Con los resultados de estas mediciones se
realizé el siguiente Anélisis de varianza:

Tabla 7. Andlisis de varianza para el ensayo 1 (Amonio). (p>0.05).

ANOVA
Fuente de variacion Suma de gl Cuadrado = Sig.
cuadrados medio

Entre los grupos 3.600 4 .900 1.688 .229
Dia_0 Dentro de los grupos 5.333 10 .533

Total 8.933 14

Entre los grupos 241.733 4 60.433 6.125 .009
Dia_4 Dentro de los grupos 98.667 10 9.867

Total 340.400 14

Entre los grupos 331.733 4 82.933 9.215 .002
Dia_8 Dentro de los grupos 90.000 10 9.000

Total 421.733 14

Entre los grupos 538.400 4 134.600 48.071 .000
Dia_12 Dentro de los grupos 28.000 10 2.800

Total 566.400 14

Entre los grupos 580.667 4 145.167 62.214 .000
Dia_16 Dentro de los grupos 23.333 10 2.333

Total 604.000 14

Entre los grupos 599.600 4 149.900 83.278 .000
Dia_20 Dentro de los grupos 18.000 10 1.800

Total 617.600 14
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La Tabla 7a muestra que al dia cero no existe diferencia significativa entre los tratamientos

Tabla 7a. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de Amonio (mg/L) al dia cero del ensayo 1. (Alfa

=0.05)
Dia 0

Grupos

Tratamientos N Duncan
1

Scotiellopsis sp (C1) 19.3333
Neochloris sp .(C2) 19.6667
Trachelomonas volvocina(C3) 20.3333
Acutodesmus dimorphus(C4) 3 20.3333
Control 3 20.6667
Sig. .067

En la Tabla 7b se observa que al comparar al cuarto dia las concentraciones de mg/L de amonio
presentes en cada uno de los cultivos, se separaron cinco grupos, el control en el grupo 3, seguido por
Scotiellopsis sp con la cantidad mas alta de amonio en el grupo intermedio 2-3. Es seguida en menor
concentracion por Trachelomonas volvocina en el grupo 2, enseguida Acutodesmus dimorphus en un
grupo intermedio 1-2'y Neochloris sp en el grupo 1, con la menor concentracion de amonio.

Tabla 7b. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de Amonio (mg/L) al dia cuatro del ensayo 1.
(Alfa = 0.05)

Dia_4

Tratamientos N Grupos Duncan

_ 1 2 3
Neochloris sp 3 8.3333
Acutodesmus dimorphus 3 123333 123333
Trachelomonas volvocina 3 14.6667
Scotiellopsis sp 3 15.0000 15.0000
Control 3 20.6667
Sig. .150 .344 .052

La Tabla 7c muestra que al comparar al dia ocho las concentraciones de mg/L de amonio presentes en
cada uno de los cultivos, se formaron cuatro grupos, donde ahora el control se separ6 por completo de
las cuatro cepas, quedando solo en el grupo 3, seguido con menor concentracion por Scotiellopsis sp
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en el grupo 2, Trachelomonas volvocina y Acutodesmus dimorphus como grupo intermedio 1-2 y en el
grupo 1, con la menor concentracién de amonio, Neochloris sp

Tabla 7c. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de Amonio (mg/L) al dia ocho del ensayo 1. Las
diferencias entre los tratamientos al dia 8 permitieron la formacion de 4 grupos. (Alfa = 0.05)

Dia_8

Tratamientos N Grupos Duncan
1 2 3

Neochloris sp 3 6.6667
Acutodesmus dimorphus 3 9.0000 9.0000
Trachelomonas volvocina 3 10.3333 10.3333
Scotiellopsis sp 3 13.0000
Control 3 20.3333
Sig. .183 .150 1.000

La comparacion de las concentraciones de mg/L de amonio al dia doce presentes en cada uno de los
cultivos (Tabla 7d), se separaron cuatro grupos, el control en el grupo 3, seguido al igual que en el
octavo dia y con una menor concentracion por Scotiellopsis sp en el grupo 2, Trachelomonas volvocina
y Neochloris sp como grupo intermedio 1-2 y finalmente en el grupo 1, con la menor concentracion de
amonio al Acutodesmus dimorphus. Estos resultados son iguales a los que se presentaron al dia doce
con el ortofosfato.

Tabla 7d. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de Amonio (mg/L) al dia ocho del ensayo 1.
(Alfa = 0.05)

Dfa 12

Tratamientos N Grupos Duncan
1 2 3

Acutodesmus dimorphus 3 4.0000
Neochloris sp 3 4.3333
Trachelomonas volvocina 3 7.0000 7.0000
Scaotiellopsis sp 3 8.3333
Control 3 20.3333
Sig. .062 .352 1.000

La Tabla 7e muestra que al comparar al dia dieciséis las concentraciones de mg/L de amonio
presentes en cada uno de los cultivos, se separaron tres grupos, quedando sélo el control en el grupo
3, posteriormente en el grupo 2 Scotiellopsis sp y Trachelomonas volvocina 'y en el grupo 1 con la
menor concentracion de amonio Neochloris sp 'y Acutodesmus dimorphus y teniendo desde el dia
cuatro la concentracion mas baja de amonio entre las cuatro cepas.

iii.  Tesis MTyGA Sanjuana Cecilia Galicia Campos

32



Microalgas aisladas de granjas porcinas para la remocién de ortofosfato y amonio de aguas residuales.

Tabla 7e. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de amonio (mg/L) al dia dieciséis del ensayo 1.
(Alfa = 0.05)

Dfa 16

Tratamientos N Grupos Duncan
1 2 3

Acutodesmus dimorphus 3 3.0000
Neochloris sp 3 3.3333
Trachelomonas volvocina 3 6.6667
Scotiellopsis sp 3 7.0000
Control 3 20.0000
Sig. .795 .795 1.000

Se distingue que al comparar al dia veinte las concentraciones de mg/L de amonio presentes en cada
uno de los cultivos (Tabla 7f), se separaron cuatro grupos. El control en el grupo 3, Trachelomonas
volvocina en el grupo 2, Scotiellopsis sp en el grupo intermedio 1-2 y Neochloris sp y Acutodesmus
dimorphus en el grupo 1. Se observa que desde el dia dieciséis hasta el dia veinte, dejaron de
consumir amonio, esto puede ser debido a la reduccion de la tasa de division celular y velocidad de
crecimiento de las cepas, asi como la capacidad de adaptacion al medio.

Tabla 7f. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de Ortofosfato (mg/L) al dia veinte del ensayo 1.
(Alfa = 0.05)

Dia_20

Tratamientos N Grupos Duncan
1 2 3

Acutodesmus dimorphus 3 3.0000
Neochloris sp 3 3.3333
Scotiellopsis sp 3 5.3333 5.3333
Trachelomonas volvocina 3 6.3333
Control 3 20.0000
Sig. .069 .383 1.000

-Para determinar la variacion de la concentracion de amonio entre las repeticiones, se elaboraron las

siguientes graficas, que muestran la desviacién estandar:
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Fig. 26. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacién
estandar) de las concentraciones de amonio entre cada una de
las tres repeticiones para cada cepa y el control al dia cero.
NUmeros iguales sobre las columnas indican que no hay
diferencia significativa.
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Fig. 28. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacién estandar)
de las concentraciones de amonio entre cada una de las tres
repeticiones para cada cepa y el control al dia ocho. Nimeros

iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia
significativa.
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Fig. 27. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacion estandar)
de las concentraciones de amonio entre cada una de las tres
repeticiones para cada cepa y el control al dia cuatro. Numeros
iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia

significativa.
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Fig. 29. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacion estandar)
de las concentraciones de amonio entre cada una de las tres
repeticiones para cada cepa y el control al dia doce. Nimeros

iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia
significativa.
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Fig. 30. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacién Fig. 31. Promedio (columnas) y variabilidad (desviacién
estandar) de las concentraciones de amonio entre cada una de estandar) de las concentraciones de amonio entre cada una de
las tres repeticiones para cada cepa y el control al dia dieciséis. las tres repeticiones para cada cepa y el control al dia veinte. .
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diferencia significativa. diferencia significativa.

En la Fig. 24 se puede apreciar como la variacion en las concentraciones es similar en las cuatro cepas
y en el control al dia cero. Para el dia cuatro, (Fig.25) se observa que Trachelomona volvocina posee la
mayor variabilidad, de aproximadamente 5 mg/L, seguida por Acutodesmus dimorphus con una
variabilidad aproximada de 4 mg/L, Scotiellopsis sp y Neochloris sp presentan similar y baja
variabilidad, por otro lado Neochloris sp ha consumido mas de la mitad del amonio apenas al cuarto
dia. Al dia ocho (Fig.26) Trachelomonas volvocina presenta la mayor variabilidad, seguida de
Acutodesmus dimorphus, mientras Neochloris sp y Scotiellopsis sp tienen una variabilidad casi nula.
Para el dia doce (Fig.27) Trachelomona volvocina continua con la mayor variabilidad seguida por
Neochloris sp, Scotiellopsis sp y Acutodesmus dimorphus. En el dia dieciséis (Fig.28) Trachelomona
volvocina contindia con una amplia variabilidad (2 mg/L) comparada con las demas cepas que tienen
una variabilidad de 0.5 mg/L o menos. Al dia veinte la variabilidad se conserva como igual que el dia
dieciséis. En general, Trachelomona volvocina fue quien mayor variabilidad tuvo a lo largo del ensayo,
mientras que las demas cepas a partir del dia ocho comenzaron a estabilizarse y presentar una
variabilidad entre las repeticiones muy similar, por otro lado Scotiellopsis sp tuvo un consumo mas
constante de nutrientes pero dicha cepa y Trachelomona volvocina presentaron las concentraciones
mas altas de amonio al finalizar el ensayo. Como se menciond anteriormente, este comportamiento
puede ser ligado a las condiciones de cultivo y/o capacidad de adaptacion de las microalgas.
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3.3.3 Ensayo 2 y 3, Evaluacion de las combinaciones en pares y combinacion de las cuatro cepas
para la remocion de ortofosfato.

En el ensayo 2 se utilizaron combinaciones de algas en pares, para determinar cual de las
combinaciones resultaria mas eficiente en la remocion de ortofosfato en cultivos de 21 dias, donde las
determinaciones se realizaron a los 0, 7,14 y 21 dias a partir de una concentracion inicial de 10 mg/L
de ortofosfato. En este ensayo se utilizaron 50 mL de cada uno de los cultivos para obtener el inoculo.

Para el ensayo 3 se utilizd como indculo 25 mL de cada una de las cuatro cepas de microalgas.
El ensay6 dur6 21 dias y las determinaciones de ortofosfato se realizaron al igual que en el ensayo
anterior a los 0, 7, 14 y 21 dias de cultivo a partir de una concentracion inicial de 10 mg/L de
ortofosfato. Los ensayos se realizaron por triplicado. Los testigos consistieron en matraces con la
misma concentracion de ortofosfato en el mismo tipo de medio, sin inéculo. Con los resultados de estas
mediciones se realizé el siguiente Analisis de varianza:

Tabla 8. Analisis de varianza para el ensayo 2, Combinaciones en pares (Ortofosfato) y ensayo 3, combinacion
de las cuatro cepas. (p>0.05).

ANOVA
Fuente de Variacidn Suma de Gl Cuadrado F Sig.
cuadrados Medio

Entre los grupos .292 7 0.042 0.143 0.993
Dia_0 Dentro de los grupos 4.667 16 .292

Total 4.958 23

Entre los grupos 62.667 7 8.952 15.347 0.000
Dia_7 Dentro de los grupos 9.333 16 0.583

Total 72.000 23

Entre los grupos 130.500 7 18.643 7.850 0.000
Dia_14 Dentro de los grupos 38.000 16 2.375

Total 168.500 23

Entre los grupos 119.292 7 17.042 10.225 0.000
Dia_21 Dentro de los grupos 26.667 16 1.667

Total 145.958 23

La Tabla 8a muestra que al dia cero no existe diferencia significativa entre los tratamientos
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Tabla 8a. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia cero del ensayo 2 y
3. Al'no existir diferencias de respuesta entre los tratamientos no se forman grupos diferentes. (N: Neochloris sp,
T: Trachelomonas volvocina, S: Scotiellopsis sp y A: Acutodesmus dimorphus). (Alfa = 0.05)

Dia_0

Grupos

Tratamiento N Duncan
1

NxT 3 10.0000
SxN 3 10.3333
ST 3 10.3333
SxA 3 10.3333
TxA 3 10.3333
NXxA 3 10.3333
SXNXTxXA 3 10.3333
Control 3 10.3333
Sig. 511

La Tabla 8b muestra que al comparar al séptimo dia las concentraciones de mg/L de ortofosfato
presentes en cada uno de los cultivos, se separaron cinco grupos, el control en el grupo 4, seguido por
la combinacion SxA con la cantidad méas alta de ortofosfato en el grupo intermedio 3-4, posteriormente
las combinaciones SxN, SXNxTxA y NxA en el grupo intermedio 2-3, seguidas por la combinacion TxA
en el grupo 2 y SxT y NxT con las concentraciones més bajas de ortofosfato a los siete dias, 5.6 y 4.6
mg/L respectivamente.

Tabla 8b. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia siete del ensayo 2 y
3. Las diferencias entre los tratamientos al dia 7 permitieron la formacién de 5 grupos. (Alfa = 0.05)

Dia 7

Tratamiento N Grupos Duncan

1 2 3 4
NXT 3 4.6667
SXT 3 5.6667
TxA 3 7.0000
NXxA 3 7.6667 7.6667
SXNXTXA 3 7.6667 7.6667
SxN 3 8.3333 8.3333
SxA 3 9.0000 9.0000
Control 3 10.0000
Sig. .128 .065 .065 .128
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Se observar en la Tabla 8c que al comparar al dia catorce las concentraciones de ortofosfato presentes
en cada uno de los cultivos, se separaron cinco grupos, el control en el grupo 4, seguido por la
combinacion SxA con la cantidad mas alta de ortofosfato en el grupo intermedio 3-4, posteriormente las
combinaciones SxN, SXNxTxA y NxA en el grupo intermedio 2-3, seguidas por la combinacion TxA en
el grupo 2y SxTy NxT con las concentraciones méas bajas de ortofosfato a los catorce dias.

Tabla 8c. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia catorce del ensayo
2y 3. Las diferencias entre los tratamientos al dia 14 permitieron la formacion de 5 grupos. (Alfa = 0.05)

Dia_14

Tratamiento N Grupos Duncan

1 2 3 4
TxA 3 3.3333
SXNXTXA 3 3.3333
NxA 3 3.6667 3.6667
NxT 3 3.6667 3.6667
SXT 3 4.0000 4.0000
SxN 3 6.3333 6.3333
SxA 3 7.6667 7.6667
Control 3 10.0000
Sig. .638 .067 .305 .082

La Tabla 8d muestra que al comparar al dia veintiuno las concentraciones de mg/L de ortofosfato
presentes en cada uno de los cultivos, se separaron cuatro grupos, el control en el grupo 3, seguido por
la combinaciéon SxN, SxA y SxT con la cantidad mas alta de ortofosfato en el grupo 2, posteriormente
las combinaciones NxT, NxA y TxA en el grupo intermedio 1-2 y finalmente SxNxTxA el grupo1 con la
concentracion mas baja de ortofosfato al dia final del ensayo.
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Tabla 8d. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de ortofosfato (mg/L) al dia veintiuno del ensayo
2y 3. Las diferencias entre los tratamientos al dia 21 permitieron la formacion de 4 grupos. (Alfa = 0.05)

Dia_21

Tratamiento N Grupos Duncan
1 2 3

SXNXTXA 3 1.3333
TxA 3 3.3333 3.3333
NXxA 3 3.3333 3.3333
NXT 3 3.3333 3.3333
SXT 3 4.0000
SxA 3 5.3333
SxN 3 5.6667
Control 3 9.3333
Sig. .099 .065 1.000

3.3.4 Ensayo 2 y 3, Evaluacion de las combinaciones en pares y combinacion de las cuatro cepas
para la remocion de amonio.

En el ensayo 2 se utilizaron combinaciones de algas en pares, para determinar cual de las
combinaciones resultaria mas eficiente en la remocién de amonio en cultivos de 21 dias, donde las
determinaciones se realizaron a los 0, 7,14 y 21 dias a partir de una concentracion inicial de 20 mg/L
de ortofosfato. En este ensayo se utilizaron 50 mL de cada uno de los cultivos para obtener el inoculo.

Para el ensayo 3 se utilizd como indculo 25 mL de cada una de las cuatro cepas de microalgas. El
ensayo dur6 21 dias y las determinaciones de amonio se realizaron al igual que en el ensayo anterior a
los 0, 7, 14 y 21 dias de cultivo a partir de una concentracion inicial de 20 mg/L de amonio. Los
ensayos se realizaron por triplicado. Los testigos consistieron en matraces con la misma concentracién
de amonio en el mismo tipo de medio, sin indculo. Con los resultados de estas mediciones se realizé el
siguiente Andlisis de varianza:

Tabla 9. Analisis de varianza para el ensayo 2, combinaciones en pares (Amonio) y ensayo 3, combinacion de
las cuatro cepas. Dia cero no muestra diferencia significativa, dia siete, catorce y veintiuno si presentan
diferencia significativa entre los tratamientos (p>0.05).

ANOVA
Fuente de variacion Suma de Gl Cuadrado F Sig.
cuadrados medio

Entre los grupos 29.167 7 4.167 4.348 0.007
Dia_0 Dentro de los 15.333 16 0.958

grupos

Total 44.500 23

Entre los grupos 199.333 7 28.476 20.101 0.000
Dia_7 Dentro de los 22.667 16 1.417
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grupos

Total 222.000 23

Entre los grupos 433.625 7 61.946 11.799 0.000
Dia_14 Dentro de los 84.000 16 5.250

grupos

Total 517.625 23

Entre los grupos 510.625 7 72.946 22.737 0.000
Dia_21  Dentro de los 51.333 16 3.208

grupos

Total 561.958 23

La Tabla 9a muestra que al dia cero no existe diferencia significativa entre los tratamientos

Tabla 9a. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de amonio (mg/L) al dia cero del ensayo 2. (Alfa

= 0.05)
Dia_0
Tratamiento N Grupos Duncan
1

ST 3 17.0000
SXA 3 19.6667
NxA 3 19.6667
SxN 3 20.0000
TxA 3 20.0000
SXNXTXA 3 20.3333
NXT 3 20.6667
Control 3 20.6667
Sig. .063

La Tabla 9b muestra que al comparar al séptimo dia las concentraciones de mg/L de amonio presentes
en cada uno de los cultivos, se separaron cinco grupos, €l control en el grupo 4, seguido por la
combinacion SxN en el grupo intermedio 3-4 con la cantidad mas alta de amonio, posteriormente las
combinaciones, TxA y NxA en el grupo intermedio 2-3, seguidas por la combinacion NxT, SxT y SxA en
el grupo 2 y con un consumo de la mitad (10.3 mg/L) de la concentracidn inicial (20 mg/L) la
combinacion SXNXTXA.
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Tabla 9b. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de amonio (mg/L) al dia siete del ensayo 2 y 3.

(Alfa = 0.05)
Dia 7
Tratamiento N Grupos Duncan
1 2 3 4

SXNXTXA 3 10.3333

SxA 3 14.0000

ST 3 14.3333

NXT 3 14.6667

NxA 3 15.3333 15.3333

TxA 3 16.3333 16.3333

SxN 3 18.3333 18.3333
Control 3 20.6667
Sig. 1.000 .304 .099 .304

La Tabla 9¢c muestra que al comparar al dia catorce las concentraciones de mg/L de amonio presentes
en cada uno de los cultivos, se separaron cinco grupos, el control en el grupo 3, seguido por la
combinacion SxN con la cantidad més alta de amonio en el grupo intermedio 2-3, seguidas por las
combinaciones SxA 'y TxA en el grupo 2 y NxT, SxT y NxA en el grupo intermedio 1-2, finalmente con
la concentracion mas baja de amonio a los catorce dias se mantiene SXNXxTxA.

Tabla 9c. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de amonio (mg/L) al dia catorce del ensayo 2y

3.(Alfa = 0.05)
Dia_14
Tratamiento N Grupos Duncan
1 2 3

SXNXTxXA 3 5.0000

NXxA 3 8.6667 8.6667

SXT 3 9.3333 9.3333

NXT 3 9.6667 9.6667

TxA 3 11.6667

SxA 3 12.0000

SxN 3 14.3333 14.3333
Control 3 20.3333
Sig. .265 110 .080

La Tabla 9d muestra que al comparar al dia veintiuno las concentraciones de mg/L de amonio
presentes en cada uno de los cultivos, se separaron cuatro grupos, el control en el grupo 3, seguido por
la combinacién SxN con la cantidad mas alta de amonio en el grupo intermedio 2-3, seguidas por las
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combinaciones SxA 'y TxA en el grupo 2 y NxT, SxT y NxA en el grupo intermedio 1-2, finalmente con
la concentraciéon mas baja de amonio a los veintiun dias continia SXNXTxA.

Tabla 9d. Prueba de Duncan para las concentraciones (medias) de amonio (mg/L) al dia veintiuno del ensayo 2y
3. (Alfa = 0.05)

Dia 21

Tratamiento N Grupos Duncan
1 2 3

SXNXTXA 3 3.3333
NxA 3 6.6667 6.6667
SXT 3 8.0000 8.0000
TxA 3 8.0000 8.0000
NXT 3 8.6667
SXA 3 10.0000
SxN 3 10.6667
Control 3 20.3333
Sig. .082 181 1.000
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3.4 Porcentaje de remocion.

3.4.1 Ensayo 1. Evaluacion individual de las cepas en el porcentaje de remocion de ortofosfato y
amonio

En el modelo de regresion, el coeficiente de correlacion indica la precision con la cual la recta describe
el comportamiento de los puntos experimentales en el ensayo, entre mas cercano a un valor de uno el
modelo es mejor. La pendiente en la ecuacion de la recta corresponde a la razon de cambio o en este
caso a la velocidad con la cual el cultivo estad removiendo el nutriente. De modo que en el ensayo 1,
Scotielliopsis sp, remueve 0.35 mg/L/dia de ortofosfato y 0.7 mg/L/dia de amonio. Los valores
correspondientes a las algas restantes son: Neochloris sp con 0.29 mg/L/dia de ortofosfato y 0.7
mg/L/dia amonio, Trachelomonas volvocina con 0.24 mg/L/dia de ortofosfato y 0.69 mg/L/dia de
amonio y Acutodesmus dimorphus con 0.33 mg/L/dia de ortofosfato y 0.85 mg/L/dia de amonio.

e Ortofosfato

el AMONIO

control ortofosfato

=i cONtrol amonio

Lineal (Ortofosfato)

Lineal (Amonio)

y=-0.7048x + 18.381
R?=0.9658

y =-0.3595x + 9.9
R?=0.9846
O T T T T 1

0 5 10 15 20 25
dias

Fig. 32. Disminucién en concentracién de mg/L de otofosfato y amonio por Scotiellopsis sp y sus
respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocién de ortofosfato y amonio por Scotiellopsis sp a los 20 dias,
mediante la formula 1:

%R = [(Ci — Cf) = Ci] x 100

Donde:

%R: Porcentaje de remocion
Ci: Concentracion inicial

Cf: Concentracién final

[(9.6 — 2.3) + 9.6] X 100 : 75.8 %R.
[(19.3 — 5.3) + 19.3] X 100 : 72.4%R.
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Fig. 33. Grafico de la disminucién en concentracion de mg/L de otofosfato y amonio por
Neochloris sp y sus respectivos controles.

-Calculo porcentaje de remocion de ortofosfato y amonio por Neochloris sp a los 20 dias, mediante la
formula 1:

[(9.3 —3.3) = 9.3] X 100 : 64.2 %R
[(19.6 — 3.3) =+ 19.6] x 100 : 83 %R
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Fig. 34. Disminucién en concentracion de mg/L de otofosfato y amonio por Trachelomonas
volvocina y sus respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocién de ortofosfato y amonio por Trachelomonas volvocina a los 20
dias, mediante la formula:

[(10.6 — 4.6) + 9.3] X 100 : 56.2 %R
[(20.3 — 6.3) + 20.3] x 100 : 68.8 %R
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Fig. 35. Disminucién en concentracién de mg/L de otofosfato y amonio por Acutodesmus
dimorphus y sus respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocion de ortofosfato y amonio por Acutodesmus dimorphus a los 20 dias,
mediante la formula:

[(9.6 — 1.6) = 9.6] x 100 : 82.7 %R
[(20.3 — 3) +20.3] X 100 : 85.2 %R
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Tabla 10. Los numeros mas altos representan las mejores caracteristicas. Para el porcentaje: <70 (3),

70<50 (2) y 50<0 (1). Variabilidad: menor variabilidad (3), intermedia (2) y alta (1).

Porcentaje

Porcentaje

Variabilidad Variabilidad Adapta Frecuencia de

Frecuencia

Cepa de de entre entre cion al aparicionen el  de aparicion  Sumatoria

remocion remocion repeticiones repeticiones medio grupo en el grupo

ortofosfato amonio ortofosfato amonio estadistico 1 estadistico

(ortofosfato) 1 (amonio)

(Scc%tieHOpsis so 758(3) 724 (3) 3 3 1 2 1 16
(Ngzo)Ch'O”S P 64.4(2) 83(3) 1 2 3 2 6 19
Trachelomonas 562 (2)  68.8 (2) 3 1 2 2 1 13
volvocina (C3)
Acutodesmus 82.7(3) 85.2(3) 1 2 3 6 4 22

dimorphus (C4)

La Tabla 10 muestra que la cepa Acutodesmus dimorphus (C4), posee las mejores caracteristicas
comparada con las demas cepas, la mejor remocion para ambos nutrientes, buena adaptacion al
medio, estuvo siempre en el grupo uno, con las mas bajas concentraciones de ortofosfato durante todo
el ensayo y 4 veces para amonio, solo superada por Neochloris sp (C2), quien después de
Acutodesmus dimorphus es considerada la mejor debido a su alta y constante remocion de amonio asi
como su buena capacidad de adaptacion, por otro lado se sabe que al someter las microalgas a estrés
pueden ser capaces de producir aceites, tornandose pardas, caracteristica observada en Neochloris sp
y Trachelomonas volvocina, Leonardi 2011, menciona que la especie Neochloris oleoabundans tiene
una alta capacidad de acumular lipidos (36 a 54% en peso seco). Scotiellopsis sp (C1) fue quien tuvo el
consumo mas constante de nutrientes y buena remocién de éstos, pero su capacidad de adaptacion
fue baja y su division celular se vio mermada a esta concentracion de ortofosfato y amonio.
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3.4.2 Ensayo 2 y 3. Evaluacion en duplas y cuadruples de las cepas en el porcentaje de
remocion de ortofosfato y amonio.

En el modelo de regresion, el coeficiente de correlacion indica la precision con la cual la recta describe
el comportamiento de los puntos experimentales en el ensayo, entre mas cercano a un valor de uno el
modelo es mejor. La pendiente en la ecuacion de la recta corresponde a la razén de cambio o en este
caso a la velocidad con la cual el cultivo esta removiendo el nutriente. De modo que en los ensayos 2 y
3, Scotiellopsis sp y Neochloris sp, remueve 0.22 mg/L/dia de ortofosfato y 0.45 mg/L/dia de amonio.
Los valores correspondientes a las algas restantes son: Scotiellopsis sp y Trachelomonas volvocina con
0.29 mg/L/dia de ortofosfato y 0.45 mg/L/dia amonio, Scotiellopsis sp y Acutodesmus dimorphus con
0.23 mg/L/dia de ortofosfato y 0.44 mg/L/dia de amonio, Trachelomonas volvocina. y Acutodesmus
dimorphus con 0.35 mg/L/dia de ortofosfato y 0.58 mg/L/dia de amonio, Neochloris sp y Acutodesmus
dimorphus con 0.35 mg/L/dia de ortofosfato y 0.65 mg/L/dia de amonio, Neochloris sp y Trachelomonas
volvocina con 0.3 mg/L/dia de ortofosfato y 0.58 mg/L/dia de amonio y la combinacion Scotiellopsis sp,
Neochloris sp, Trachelomonas volvocina y Acutodesmus dimorphus con 0.44 mg/L/dia de ortofosfato y
0.8 mg/L/dia de amonio.

25 -
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@s=fif== Amonio

control ortofosfato

@t coNtrol amonio

4 == 43x + 10.8
R2=0.6 Lineal (ortofosfato)
Lineal (control ortofosfato)
5 -

y =-0.2286x + 10.067
R?=0.96
O T T T T 1
0 5 10 15 20 25

dias

Fig. 36. Disminucion en concentracion de mg/L de otofosfato y amonio por Scotiellopsis sp y
Neochloris sp con sus respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocion de ortofosfato y amonio por Scotiellopsis sp y Neochloris sp a los
21 dias, mediante la formula 1:

[(10.3 — 5.6) + 10.3] x 100 : 45.1 %R
[(20 — 3) = 20] X 100 : 46.6%R
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Fig. 37. Grafico de la disminucion en concentracién de mg/L de otofosfato y amonio por
Scotiellopsis sp y Trachelomonas volvocina con sus respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocién de ortofosfato y amonio por Scotiellopsis sp y Trachelomonas
volvocina a los 21 dias, mediante la férmula 1:

[(10.3 —4) + 10.3] X 100 : 61.2 %R
[(17 — 8) + 17] X 100 : 52.9 %R
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Fig. 38. Disminucién en concentracion de mg/L de otofosfato y amonio por Scotiellopsis sp y
Acutodesmus dimorphus con sus respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocion de ortofosfato y amonio por Scotiellopsis sp y Acutodesmus

dimorphus a los 21 dias, mediante la formula 1:

[(10.3 — 5.3) + 10.3] x 100 : 48.3 %R
[(19.6 — 10) + 19.6] x 100 : 49.1 %R
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Fig. 39. Disminucion en concentracion de mg/L de otofosfato y amonio por Trachelomonas
volvocina y Acutodesmus dimorphus con sus respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocion de ortofosfato y amonio por Trachelomonas volvocina y
Acutodesmus dimorphus a los 21 dias, mediante la formula 1:

[(10.3 — 5.3) + 10.3] x 100 : 67.7 %R
[(20 — 8) + 20] X 100 : 60 %R

iii.  Tesis MTyGA Sanjuana Cecilia Galicia Campos

51



Microalgas aisladas de granjas porcinas para la remocién de ortofosfato y amonio de aguas residuales.

25 4

20

e Ortofosfato
15 A =il Amonio
control ortofosfato

@b cONtrol amonio

mg /L

10 &

Lineal (Ortofosfato)

Lineal (Amonio)
y =-0.6524x + 19.43
R?=0.9647

y =-0.3571x + 10
R?=0.9229

dias

Fig. 40. Disminucidn en concentracion de mg/L de otofosfato y amonio por Neochloris sp y
Acutodesmus dimorphus con sus respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocion de ortofosfato y amonio por Neochloris sp y Acutodesmus
dimorphus a los 21 dias, mediante la formula 1:

[(10.3 — 3.3) + 10.3] x 100 : 67.7 %R
[19.6 — 6.6) = 19.6] X 100 : 66.1 %R
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Fig. 41. Disminucion en concentracion de mg/L de otofosfato y amonio por Neochloris sp y
Trachelomonas volvocina con sus respectivos controles.

-Calculo del porcentaje de remocion de ortofosfato y amonio por Neochloris sp y Trachelomonas
volvocina a los 21 dias, mediante la formula 1:

[(10.3 — 3.3) + 10.3] x 100 : 67.7 %R
[20 — 8) + 20] x 100 : 60 %R
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Fig. 42. Disminucidn en concentracion de mg/L de otofosfato y amonio por Scotiellopsis sp,
Neochloris sp, Trachelomonas volvocina y Acutodesmus dimorphus con sus respectivos
controles.

-Calculo del porcentaje de remocioén de ortofosfato y amonio por Scotiellopsis sp, Neochloris sp,
Trachelomonas volvocina y Acutodesmus dimorphus a los 21 dias, mediante la férmula 1:

[(10.3 — 1.3) = 10.3] x 100 : 87 %R
[20.3 — 3.3) = 20.3] X 100 : 83.6 %R
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Fig. 43. Porcentaje de remocién de ortofosfato y amonio por las cepas individuales (arriba) y duplas y
cuadruples (abajo). Numeros iguales sobre las columnas indican que no hay diferencia significativa.

En Fig. 43 se puede observar que para ortofosfato en los ensayos individuales, quien tiene la remocion
mas alta es A. dimorphus, pero no es significativamente distinto a Scotiellopsis sp, seguidas por
Neochloris sp y T. volvocina y. Mientras que en el ensayo de duplas y cuadruple, la interaccién entre
las cuatro cepas resulto ser la mejor, colocandose en el grupo uno, seguida por las interacciones NxT,
NxA y TxA. En la remocion de amonio, de manera individual, A. dimorphus y Neochloris sp quedaron
en el mismo grupo con los porcentajes de remocion mas altos. Para el ensayo de duplas y cuadruple la
interaccion entre las cuatro cepas obtuvo la remocién mas alta, quedando en el grupo uno, seguida por
las interacciones entre NxT, NxA y TxA. Por lo tanto, puede distinguirse que las mejores cepas, tanto
individuales como en interacciones, son A, dimorphus y Neochloris sp, por su constante aparicion en
los grupos con mayor remocion.
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Tabla 11. Los numeros mas altos representan las mejores caracteristicas. Para el porcentaje: <70 (3),
70<50 (2) y 50<0 (1). Variabilidad: menor variabilidad (3), intermedia (2) y alta (1).

Frecuencia
Frecuencia de
Cepas Porcentaje  Porcentaje  Variabilidad  Variabilidad  Adaptacion  de aparicion  aparicion ~ Sumatoria
de remocion de entre entre al medio en el grupo enel
ortofosfato remocion  repeticiones  repeticiones estadistico 1 grupo
amonio ortofosfato amonio (ortofosfato) estadistico
1 (amonio)
SN 4518(1) 46.6(2) 3 3 1 1 0 11
SxT 612(2) 52.9(2) 3 3 1 2 1 14
SxA 483(1)  49.1(1) 3 3 1 1 0 10
YA 67.7(2)  60(2) 3 3 3 2 0 15
NxA 67.7(2) 66.1(2) 3 3 3 1 0 14
NxT 67.7(2)  60(2) 3 3 3 2 0 15
saonTxa  87(3)  836(3) 3 3 3 3 3 21

La Tabla 11 muestra que la combinaciéon de todas las cepas (SxNxTxA) posee las mejores
caracteristicas, seguida por la combinacién TxA y NxT, quienes en la tabla de caracteristicas
individuales también resultan de las mejores, esto sugiere que la buena remocién y caracteristicas en
la interaccidn de todas las cepas se debe a Neochloris sp y Acutodesmus dimorphus, puesto que las
demas combinaciones resultan con una sumatoria inferior a la que presentan las cepas individuales,
esto puede ser debido a la competencia por nutrientes y capacidad de adaptacién, es importante
mencionar que en las observaciones al microscopio Scotiellopsis sp disminuy6 tanto su numero de
celulas que al final del ensayo era dificil observarla.

Hernandez et al. (2012), evaluaron la capacidad para remover amonio (NH,+) y ortofosfato (PO, ) por
cultivos libres, se utilizaron las cepas de microalgas Chlorella vulgaris(inoculo: 1.23 x 1010 células/L,) y
Spirulina subsalsa (Inoculo: 8 filamentos de entre 23-30 um) que fueron aisladas del lago de origen
volcanico Chalchoapan en la zona de los Tuxtlas en Veracruz, Ver., y en el estero del Rio Barberena
en Tampico, Tamaulipas, y un cultivo mixto (inoculo: 12.3 x 109 células/L, integrado por 40.5% de
Chlorella sp, 35.8% de Scenedesmus spy 23.6% Chlamydomonas sp) aislado a partir del efluente del
reactor UASB (por sus siglas en inglés, reactor anaerobio de flujo ascendente) que trata las aguas
residuales de la UAM-I.

Los cultivos se resembraron en agua residual artificial (medio de cultivo F/2 modificado) con
concentraciones de amonio y ortofosfato, de 25y 10 mg/L respectivamente.

La remocion de amonio para los cultivos Mixto, C. vulgaris y S. subsalsa fue de 68, 37, 26%; para
ortofosfato fue del 76, 45y 24% a los veinte dias, porcentajes que resultan inferiores a los obtenidos en
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esta investigacion donde las concentraciones iniciales de amonio y ortofosfato fueron de 20 y 10 mg/L

respectivamente.

Tabla 12. Porcentajes de remocion para ortofosfato y amonio, inoculo y concentracion inicial de

microalgas y nutrientes.

Cepas

Chlorella vulgaris '
(aislada)

Spirulina subsalsa'!
(aislada)

(Mixto)
Chlorella sp
Scenedesmus sp

Chlamydomonas sp !
(aisladas)

Algas filamentosas verde-azules 2
(aisladas)

Chlorella vulgaris 3
(cepa de coleccion)

Chlorella vulgaris *
(cepa de coleccion)

Scotiellopsis sp
Neochloris sp
Traquelomonas volvocina
Acutudesmus dimorphus

(mixto) Scotiellopsis sp y Neochloris
Sp

(mixto) Scotiellopsis sp y
Trachelomonas volvocina

(mixto) Scotiellopsis sp y
Acutodesmus dimorphus

(mixto) Trachelomonas volvocina y
Acutodesmus dimorphus

(mixto) Neochloris sp y Acutodesmus
dimorphus

(mixto) Neochloris sp y
Trachelomonas volvocina

(mixto) Scotiellopsis sp, Neochloris
sp, Trachelomonas volvocina y
Acutodesmus dimorphus

Inoculo

1.23x10"°

8 filamentos

12.3x109

1200 mL

1glL

140 mg/L

1.5x107

1x107

2x107

1.5x107

7.5x10° -
5x10° células

7.5x106 -
1x107

7.5x106 -
7.5x108

1x107 -
7.5x108

5x106 -
7.5x106

5x10° - 1x107

3.7x10°-

2.5x106-5x10°-

3.7x108
células.

PO~
(mgrL)

8.8+-0.9

4.04 mg

0.68

10+ 1

10+ 1

10+ 1

10+ 1

10+ 1

10+ 1

10+ 1

10+ 1

10+ 1

10+ 1

10+ 1

NHa mg/L

25

25

25

39.4+-5.5

11.30

24

20+ 1

20+ 1

20£1

20+ 1

20+ 1

20+ 1

20+ 1

20+ 1

20+ 1

20+ 1

20+ 1

Dias

20

20

20

14

20

20

20

20

21

21

21

21

21

21

21

% de remocion
PO

45

24

54

64.2

56.2

451

61.2

48.3

67.7

67.7

67.7

('Hernandez et al., 2012); 2Su et al., 2012; *Hee y Seung, 2012; “Rawiwan et al., 2012)

% de remocion
NH,

36

26

68

46.6

52.9

49.1

60

66.1

60
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En la Tabla 12 se puede observar como en previas investigaciones se ha trabajo tanto con microalgas
de coleccion y aisladas, en diferentes tipos de concentracién para ortofosfato y amonio, asi como
diferente inoculo, por tanto es evidente que estos factores ( concentracion de nutrientes e inoculo de
microalgas) son cruciales para obtener cierto porcentaje de remocién, se sabe que el foésforo es
primordial para el crecimiento de las algas, pues puede limitar su crecimiento si no esta disponible en
las cantidad suficiente y Una baja concentracion de fosforo esta relacionada con una densidad baja de
células (Graham y Wilcox, 2000). Por otro lado los porcentajes de remocién mas altos se observan en
la remocion de amonio, tal vez debido a la capacidad que tienen algunas microalgas, llamada “luxury
consumption” que consiste en tomar nitrdgeno en exceso presente en el ambiente para después
utilizarlo si es requerido (Larsdotter, 2006.a). Este comportamiento se puede observar en la Figura 29
donde se observa que Neochloris sp reduce en méas de un 50% la cantidad de amonio inicial en los
primeros cinco dias.
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CONCLUSIONES

Se aislaron e identificaron cuatro cepas de microalgas a partir de agua residual obtenida de una granja
porcina, correspondientes a Scotiellopsis sp, Neochloris sp, Trachelomonas volvocina y Acutodesmus
dimorphus.

Todas las cepas aisladas fueron capaces de remomer ortofosfato y amonio. A. dimorphus resultd ser la
més eficiente en la remocion de ortofosfato y amonio con 82.7 y 85.2% respectivamente, mientras que
T. volvocina obtuvo los porcentajes de remocion méas bajos, 56.2% para ortofosfato y 68.8% para
amonio.

Cuando se evaluaron en pares, la interaccion que present6 la remocion mas alta fue Neochloris sp con
Acutodesmus dimorphus con 67.7% para ortofosfato y un 66.1% para amonio. Los cultivos en pares
obtuvieron menores porcentajes de remocion que las cepas individuales, debido probablemente a la
competencia por nutrientes y capacidad de adaptacién. Por otro lado, en las observaciones realizadas
al microscopio, el numero de células de Scotiellopsis sp disminuy6 a tal grado que, al final del ensayo
en duplas, era dificil encontrarlas, por lo que se asume un posible antagonismo.

El desempefio de la comunidad, es decir de las cuatro microalgas, logré el porcentaje de remocion mas
alto para ortofosfatos (87%) y el segundo mas alto para amonio (83.6%). Es posible que esta alta
cantidad de remocion fuese influenciada por las cepas Acutodesmus dimorphus y Neochloris sp
quienes de forma individual tuvieron los porcentajes mas altos de remocién y que ademas presentaron
la més rapida adaptacion al medio.
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