CICIMAR

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS
CICIMAR

EVALUAC!ON DE UN SISTEMA DE MICROALGAS Y BACTERIAS PARA LA
ELIMINACION DE NUTRIENTES DE LAS AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

TESIS QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
MAESTRO EN CIENCIAS
PRESENTA

JUAN PABLO HERNANDEZ SANCHEZ

La Paz B.C.S. AGOSTO DEL 2004



CGPI-14

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
COORDINACION GENERAL DE POSGRADO E INVESTIGACION
ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de La Paz, B.C.S., siendo las horas del dia del mes de
del se reunieron los miembros de la Comision Revisora de Tesis designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de N CICIMAR

para examinar la tesis de grado titulada:
“EVALUACION DE UN SISTEMA DE MICROALGAS Y BACTERIAS PARA LA
ELIMINACION DE NUTRIENTES DE LAS AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS”

Presentada por el alumno:

HERNANDEZ SANCHEZ JUAN PABLO
Apellido paterng materno nombre(s)

Conregistro: | A[ 0] 3 | 0 | 4 ERER

Aspirante al grado de:
MAESTRO EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comisién manifestaron SU APROBACION
DE LA TEsIS, en virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones
reglamentarias vigentes,

LA COMISION REVISORA

Director de tesis
PRIMER VOCAL

MC. LUZ ESTELA GONZALEZ DE BASHAN

PRESIDENTE

g S

7’{ YOAV BASHAN

S ——
SETTR

~—_DR-BENT

SEGUNDO VOCAL TERCER VOCAL

Jh//../f_’,/}__ff /)‘m 6’;2%‘,&_6&‘ £

DR. DAVID ALVARO SIQUEIROS BELTRONES MC-DORA ESTHER HERNANDEZ GEBALLOS
Co-Director

EL PRESIDENTE DEL COLEGIO




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
COORDINACION GENERAL DE POSGRADO E INVESTIGACION

CARTA CESION DE DERECHOS

EnlaCiudadde LaPaz B.C.S., eldia 27 del mes Septiembre del afio
2004 , el (la) que suscribe JUAN PABLO HERNANDEZ SANCHEZ alumno(a) del
Programa de MAESTRIA EN CIENCIAS CON ESPECIALIDAD EN MANEJO DE RECURSOS MARINOS

con numero de registro  A030407  adscrito al CENTRO INTERDISCIPLINARIO DE CIENCIAS MARINAS
manifiesta que es autor (a) intelectual del presente trabajo de tesis, bajo la direccion de:

MC. LUZ ESTELA GONZALEZ GONZALEZ y cede los derechos del trabajo titulado:
“EVALUACION DE UN SISTEMA DE MICROALGAS Y BACTERIAS PARA LA ELIMINACION DE
NUTRIENTES DE LAS AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS”
al Instituto Politécnico Nacional, para su difusion con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del trabajo
sin el permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede ser obtenido escribiendo a la

siguiente direccion:  juanhdez04@cibnor. mx

Si el permiso se otorga, el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del
mismo.

JUAN PABLO HERNANDEZ SANCHEZ
nombre y firna



RECONOCIMIENTOS ACADEMICOS

A la Ing. Abigail Solano de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de La Paz, B.C.S.

México

A la Ing. Juanita Solano de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales de La Paz, B.C.S.

México

Al CICIMAR-IPN por el apoyo econdmico en el pago de la colegiatura.

Al proyecto “Diatomeas Bentdnicas en la dieta de abulones (Haliotis spp.) en la peninsula de

B.C.” CGPI 200030211, Por el apoyo econémico.

Al Grupo de Microbiologia Ambiental del CIB

Al Dr. David A. Siqueiros Beltrones por la Ciencia, su Método y su Filosofia.

Ala M. en C. Luz Gonzalez de Bashan por sus ensefianzas en el ambito cientifico.

Al Dr. Yoav Bashan por sus conocimientos cientificos

A la M. en C. Dora Esther Hernandez Cevallos y al Dr. Benjamin H. Anguaz Vélez por la

revision critica del escrito



AGRADECIMIENTOS.

Le doy gracias a Dios por permitirme subir un escalén mas de mi vida al lado de mis padres y

por darme la oportunidad de compartir con mis hermanos y cufiados los triunfos y las derrotas.

A mis sobrinos, Sergio, Andrés, Ana Maria, Tomas, Lucia y Manuela para ellos todo mi amor.

A mi tia Elvia por su apoyo espiritual siempre y por su apoyo econémico

A mis tios y primos Hernandez por que siempre estan cuando yo voy.

A mis primos Sanchez por brindarme su carifio desde lejos.

A Adriana Rojas por todo su apoyo durante buena parte de mi maestria

A Fercho, Clara y familia, por que ellos me ensenaron que el esfuerzo lo hace todo.

A mis companeros de maestria del CICIMAR.

A mis dos grandes amigos Uri y Oscar, para ellos simplemente gracias totales.

A mi profe, y amiga Luz Estela Gonzalez de Bashan, la persona mas importante en mi tesis, por

estar a mi lado y por apoyarme en los momentos mas dificiles, muchas gracias por todo

A sumerce



DEDICATORIA.

Este trabajo esta dedicado a Dofia Ana y Don Arge padres abnegados

y a mis hermanos Francisco y Ximena, los quiero mucho.

Cémo cortarte las alas,
IHijo mioj

Si quieres como el condor,

volar muy alto,
remontar los Andes,

y sentirte,

duefio del aire,

del mar,

del desierto,

de la tierra y de la vida.

El origen del ser

ya te apasiona.

Dices conocer

la creacion del mundo.
y no la has aprendido,
como lo ensefa

la ciencia religiosa,
sino con la conciencia
del sabio descreido.

El Big Bang

del universo,

es tu principio.

Y piensas como Darwin,
que la transformacion
progresiva de la especie,
es el verdadero origen
de la vida.

El estudio de

células y genes,

te hunde

en una especie

de catarsis.

Y es tan dificil

llegar hasta tu mundo,
el mundo material
que has construido.

Hay un sitio

al cual yo deseo
que retornes.

Al espacio nebuloso
del espiritu.

Que pienses,

que un Ser

Eterno y Poderoso,
en un arranque

de amor

nos di6 la vida.
Que somos

lo que somos,

A la memoria de Jorge Chavez y Ximena Pefialoza
PARA MI HIJO JUAN PABLO

porque ese Espiritu Grandioso,
nos otorgd

la inteligencia,

a su medida.

Que si de una célula

venimos,

de dénde esa célula ha salido?
No fue por accidente

pasajero,

que los genes y células

se unieron,

y del nucleo

hecho amor

surgio la vida.

Y antes de la célula,
qué habia?

No te ha hecho vacilar
en tus creencias,

el que una teoria

es solo una hipétesis
y cuantas veces

hijo mio,

una teoria ha hecho
que otra teoria

se derrumbe?

Siempre recuerda
cuando estudies algo
que todo no es
materia.

Que algo poderoso
e infinito,

sefala nuestro
rumbo,

ordena el universo,
y no olvides

lhijo mioj

que en la tierra
solo eres,

gaviota pasajera
de un navio.

Ana Cilia Sanchez de Hernandez
Septiembre de 1992



indice

Glosario

Resumen

Abstract

1. Introduccion

2. Antecedentes

3. Justificaciéon

4. Objetivos

5. Método

5.1. Microorganismos y condiciones de crecimiento

5.1.1.Chlorella vulgaris (UTEX 2714) y C. sorokiniana (UTEX 1602)
5.2. Azospirillum brasilense

5.3. Inmovilizacion de C. vulgaris y C. sorokiniana en esferas de alginato
5.4. Co-inmovilizacién de C. vulgaris y C. sorokiniana en esferas
de alginato con A. brasilense

6. Condiciones experimentales

6.1. Toma de muestras del agua residual doméstica (ARD)

6.2. Pruebas de eliminacién de nutrientes en ARD
6.2.1.Determinacion del crecimiento de organismos

6.2.2.Disefo experimental y estadistico

6.3. Pruebas de eliminacién de fésforo en agua residual sintética utilizando

microalgas en ayuno
6.3.1.Eliminacion de fésforo con microalgas en ayuno
6.3.2.Diseno experimental y estadistico

7. Resultados

10

10

10

11

11

12

12

13

14

14



7.1. Pruebas en agua residual doméstica (ARD)

7.1.1.Crecimiento poblacional

7.1.2. Eliminacion de nutrientes

7.2. Efectos del ARD en las esferas

7.3. Pruebas con microalgas puestas en ayuno

7.3.1. Microalgas inmovilizadas y co-inmovilizadas puestas en ayuno

e inoculadas en el ARS

7.3.1.1. Crecimiento poblacional

7.3.1.2. Eliminacion de fésforo

7.3.2. C. sorokiniana inmovilizada y co-inmovilizada inoculada en el

ARS y luego puesta en ayuno e inoculada nuevamente en la misma ARS
7.3.21. Crecimiento poblacional

7.3.2.2.  Eliminacién de fésforo

7.4. Eliminacién de fésforo con C. sorokiniana inmovilizada y co-inmovilizada
inoculada en el ARS, luego puesta en ayuno e inoculada nueva ARS

7.5.  Eliminacién de fésforo en secuencia con dos lotes de C. sorokinina
inmovilizada y co-inmovilizada puestas en ayuno e inoculada en la misma ARS
8. Discusion

9. Conclusiones

10. Recomendaciones

11. Literatura citada

14

14

15

16

17

17

17

18

19

19

20

31

36

38

38



Glosario

Agar: Extracto polisacarido desecado de las algas rojas del grupo de las Rhodophyceae,

usado en microbiologia como solidificante de los medios. (Pelczar et al., 1982)

Aguas negras: Desechos liquidos y sdlidos (desperdicios domésticos e industriales)

vertidos en las alcantarillas. (Pelczar et al., 1982)

Aguas residuales: Son aguas usadas, también denominadas aguas negras (Garza-

Almanza et al., 1999).

Alginato: Polimero exocélular lineal binario compuesto de acido manurénico y acido

gulurénico que sirve de material de ensamble de las algas pardas (Cassidy et al., 1996).

Ayuno: accion de ayunar. En este trabajo se uso para definir la deficiencia de nutrientes

(Diccionario de la Lengua Espanola, 2001)

Ayunar: abstenerse de comer o beber (Diccionario de la Lengua Espaniola, 2001).

Biomasa: masa de materia viva que se encuentra en un medio (Pelczar et al., 1982)

Biorremediacion: El uso de microorganismos o procesos microbiolégicos para degradar

los contaminantes ambientales (Baker y Herson, 1994)

Biotecnologia ambiental: Aplicacion de las técnicas bioldgicas para resolver o prevenir

problemas de contaminacion ambiental. (Vargas, 1999)



Carragenina: Polimero de cadenas alternadas de B- galactosa y a-galactosa producido

por las algas rojas (Cassidy et al., 1996)

Colonia: Desarrollo microscopicamente visible de microorganismos en un medio de

cultivo sélido (Pelczar et al., 1982)

Demanda Bioquimica de Oxigeno: se define como la masa de oxigeno que es
consumida por microorganismos en el transcurso de n dias, para descomponer por
oxidacion las sustancias organicas presentes en 1 | de agua a 20 °C. (Diccionario de

biologia, 2000).

Esterilizar: Destruir los microbios que hay o puede haber en un medio (Diccionario de la

Lengua Espaniola, 2001).

Eutroficacion: Proceso de envejecimiento en los lagos durante el cual el agua se sobre
enriquece de sustancias nutritivas disueltas, lo que da por resultado un gran desarrollo de
las algas y otras plantas microscépicas que hacen descender la cantidad de oxigeno

disuelto (Pelczar et al., 1982)

Floculantes: Compuestos o sustancias que aglomeran particulas suspendidas para
formar otras de mayor tamafo y que puedan ser separadas por gravedad o filtracion

(Cassidy et al., 1996).

Incubacion Mantenimiento de cultivos de microorganismos en condiciones favorables de

temperatura para su desarrollo. (Pelczar et al., 1982)



Inmovilizacién Describe las diferentes formas de atrapar o encapsular células en

diferentes matrices (Cassidy et al., 1996).

Inoculacion: Introduccién artificial de microorganismos o sustancias en el cuerpo 0 en un

medio de cultivo (Pelczar et al., 1982).

Irradiancia: energia radiante incidente sobre una superficie unitaria desde todas las

direcciones (Pearcy, 1991),

Metabolismo: Cambios quimicos totales por los cuales se mantienen las actividades

nutritivas y funcionales de un organismo (Pelczar et al., 1982).

Microorganismo: forma de vida de dimensiones microscopicas (Pelczar et al., 1982).

Nitratos: Compuesto nitrogenado y oxidado que utilizan los microorganismos,

incorporandolo a su metabolismo (Baker y Herson, 1994).

Nutrientes: Sustancias que toman los microorganismos del ambiente y lo usan en

reacciones metabdlicas: son compuestos como el nitrégeno (tipicamente en forma de

amonio o nitrato) y el fosforo (en forma de ortofosfatos) (Baker y Herson, 1994).

Ortofosfatos: Forma disponible del fésforo en el ambiente (Baker y Herson, 1994).

Polimeros: Compuesto quimico de elevado peso molecular formado por la trasformacion

de moléculas mediante enlaces (Diccionario de la Lengua Espafiola, 2001).



Solidos suspendidos: Particulas no solubles que no son lo suficientemente

pesadas para sedimentarse en el cuerpo de agua en que estan presentes (Baker y

Herson, 1994).

Unidades formadoras de colonias (UFC): Es la unidad celular viable capaz de dividirse

y formar una colonia (Atlas 1990).
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EVALUACION DE UN SISTEMA DE MICROALGAS Y BACTERIAS PARA LA
ELIMINACION DE NUTRIENTES DE LAS AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

RESUMEN

Las microalgas han sido ampliamente estudiadas y utilizadas para la eliminacion de
nutrientes en el tratamiento de aguas residuales. Sin embargo, la cosecha de la biomasa
en suspension representa una desventaja dentro de estos tratamientos biolégicos, debido
a que requieren la utilizacién de filtros o compuestos quimicos. Una forma de solucionar
este problema ha sido inmovilizar las microalgas incluyéndolas en esferas de alginato. Por
otro lado, el co-inmovilizar las microalgas con bacterias promotoras de crecimiento,
permite incrementar la biomasa microalgal, dando como resultado un aumento en la
eliminacion de nutrientes. En este trabajo se utilizaron dos especies de microalgas del
género Chlorella (C. vulgaris y C. sorokiniana), co-inmovilizadas en esferas de alginato de
sodio con la bacteria promotora de crecimiento Azospirillum brasilense, para la
eliminaciéon de nutrientes de las aguas residuales domésticas. Como resultado, se tiene
que A. brasilense Cd incrementé el crecimiento de ambas especies de Chlorella
significativamente, cuando los microorganismos se encontraban co-inmovilizados vy
habian crecido en Agua Residual Doméstica. La eliminacién de nitrogeno y fésforo fue
superior en los sistemas co-inmovilizados de los dos microorganismos, en comparacion
con la microalga sola. Los porcentajes de eliminacion en ARD fueron de, 100% para
amonio, 94% para nitrato, y 92% para fésforo en un periodo de seis dias (lo que varié con
la fuente de ARD); comparado con un 75% de amonio, 84% de nitrato, y 89% de fosforo,
eliminados por la microalga inmovilizada sola. Adicionalmente, como una forma de
mejorar la eliminacion de P, se hicieron experimentos sometiendo a las microalgas a un
ayuno previo de 72 horas. Como resultado, se observé que la poblacion de C. vulgaris en
ayuno crecio significativamente menos que la poblaciéon de C. vulgaris sin ayuno. En el
caso de C. sorokiniana, el crecimiento poblacional no se vi6é afectado por el ayuno. La
eliminacioén de fésforo fue mas eficiente en los cultivos que se encontraban con ayuno y
cuando se usaron dos lotes de esferas. La eliminacion alcanzé un 50 % a las 48 horas
para las dos especies microalga en ayuno y co-inmovilizadas con la bacteria. De acuerdo
con lo anterior, se recomienda el uso de dos lotes co-inmovilizados de microalgas y
bacterias en ayuno, como una alternativa biotecnolégica para el tratamiento de aguas

residuales domésticas.



ASSESSMENT OF A MICROALGAE-BACTERIA SYSTEM FOR REMOVAL OF

NUTRIENTS IN DOMESTIC WASTEWATER

ABSTRACT

Microalgae have been thoroughly studied and used in wastewater treatment to remove
nutrients. However, the harvest of the biomass in suspension represents a disadvantage in
these biological treatments, due to the use of filters and of chemical compounds. A way to
overcome this problem is to use immobilized microalgae in alginate beads. In this work we
use two species of microalgae of the genus Chlorella (C. vulgaris and C. sorokiniana), co-
immobilized in alginate beads with the Plant Growth Promoting Bacterium Azospirillum
brasilense, to remove nutrients of domestic wastewaters. A. brasilense increased the
growth of both Chlorella species when the co-immobilized microorganisms were grown in
domestic wastewater. Nutrient removal was 100% ammonium, 94% nitrate, and 92%
phosphorus in a period of six days (which varied with the source of ARD) co-immobilized
with Chlorella, compared with 75% ammonium, 84% nitrate, and 89% phosphorus with
microalgae alone. Experiments, with previously starved microalgae showed a negative
effect in the growth of C. vulgaris when compared with the same microalga without
starvation. Starvation did not affect the growth of C. sorokiniana and no significant
differences among the cultures with and without starvation were found. Phosphorus
removal was more efficient in the starved cultures and when two batch cultures of beads
were used. The removal was 50% at 48 hours for the two microalgae with starvation
treatment and co-immobilized with the bacteria. According to this study, it is recommended
the use of batch culture of co-immobilized microalgae and bacteria with starvation, as a

biotechnological alternative for domestic wastewater treatment.



1.INTRODUCCION

Cerca del 97 % del agua del planeta tierra es salada (mares y océanos); alrededor del 2 %
esta congelada en los casquetes polares y glaciares (agua dulce), y sélo el 1 % esta disponible
para consumo, irrigacion y usos industriales. Se calcula que actualmente 1.200 millones de
personas consumen agua contaminada y cerca de 2.500 millones carecen de sistemas
apropiados de alcantarillado. Mas de cinco millones de personas mueren cada afo de
enfermedades relacionadas con el agua, tales como célera y disenteria. En todo el planeta, los
agricultores y municipalidades han estado extrayendo el agua dulce a una velocidad mayor que
la velocidad de reposicion. Por todo esto, el tratamiento y reuso de aguas residuales se ha
convertido en una necesidad imperiosa, ya que eventualmente seria la unica fuente de agua
dulce, si exceptuamos la desalinizacion del agua marina, que resulta ain un proceso muy

costoso (de Bashan et al., 2003).

El vertimiento de residuos liquidos contaminantes de la industria y el desmesurado
crecimiento de las ciudades constituye en la actualidad un grave problema a escala mundial.
No todas las industrias cuentan con un sistema eficiente de tratamiento de sus efluentes que
contribuya a evitar o reducir la degradacion y eutroficacion de los cuerpos de agua receptores,
o los sistemas que se utilizan, muchas veces, no son suficientemente eficientes para reducir la
carga de contaminantes que se vierten a los cuerpos de agua; por otra parte, la tecnificacion
creciente hace prever que el vertimiento de nutrientes, materia organica, organismos
patdgenos y sustancias toxicas a los ecosistemas naturales ira en aumento (Carrasquillo y

Morillo, 1994).

Las aguas residuales son denominadas aguas negras y contienen sustancias y materiales

tan diversos como excreta humana, desperdicios alimenticios, aceites, jabones y agentes



quimicos. El tratamiento de las aguas residuales es solo una parte del sistema de limpieza del
agua, la produccion de lodos y el manejo del agua tratada es otro aspecto de esta actividad.
Existen varios métodos para el tratamiento de aguas residuales. De acuerdo con el grado de
complejidad y del espectro de sustancias, materiales y organismos eliminados, se dividen en
los siguientes niveles: primario, el cual elimina el 60 % de los sélidos suspendidos, un 30 % de
materia organica y entre un 5 a un 15 % de nutrientes; secundario, elimina el 90 % de los
sélidos suspendidos y el 90 % de la demanda bioquimica de oxigeno (Garza-Almanza et al.,

1999).

La instalacion masiva de plantas de tratamientos de aguas residuales en las pequefias,
medianas y grandes industrias mejoraria esta situacion, pero los sistemas convencionales son
a menudo excesivamente costosos y requieren de altos consumos de energia, mano de obra y

personal calificado para su construccion y operacion (Metcalf y Eddy, 1995).

Uno de los problemas a resolver en el uso de microalgas para tratar aguas residuales es el
de recuperar las microalgas de los efluentes tratados. Diversos trabajos se han desarrollado en
este sentido, como es el caso de los métodos de recuperacion usando floculantes biolégicos

como la quitosina (Chevalier y de la Noue, 1985a).

Los sistemas basados en microalgas tienen un importante futuro en general; por su
versatilidad pueden tener diferentes aplicaciones en el mismo proceso, ademas del tratamiento
de aguas residuales, produccion de alimentos y de quimicos. Una ventaja de las microalgas, es
su capacidad fotosintética para convertir energia solar en valores de biomasa con una
interesante composicion bioquimica, con lo cual las microalgas juegan un papel importante en

la biotecnologia solar (de la Noue y De Pauw, 1988).



El efluente secundario estd sin embargo, cargado con nitrégeno inorganico y fésforo,
elementos causantes de problemas de eutroficacion, y mas a largo plazo, problemas por

compuestos organicos toxicos y metales pesados descargados. (de la Nole et al. 1992)

Esta situacion requiere claramente de un tratamiento terciario que elimine estos iones
inorganicos (de la Noule et al. 1992); el tratamiento terciario o avanzado, consiste en la
eliminacion de amonio, fésforo y la mayoria de la materia suspendida que queda del
tratamiento secundario (Garza-Almanza et al., 1999). Sin embargo, el adicionar un paso mas

puede incrementar el costo total del tratamiento.

El tratamiento terciario se puede llevar a cabo de dos formas: mediante procesos fisicos y
quimicos que permitan reducir los precursores de los nutrientes, o0 mediante métodos biolégicos
en las que microorganismos, como microalgas, incorporan en su metabolismo los nutrientes

presentes en el agua.

El bio-tratamiento con microalgas, es particularmente atractivo debido a la capacidad
fotosintética, que tienen las microalgas, en convertir la energia solar en biomasa y la
incorporacion al metabolismo de nutrientes como el nitrégeno y el fosforo causantes de la
eutroficacién. Esta idea fue propuesta por Oswald y Gotaas (1957) y ha sido ampliamente

probada en muchos paises (de la Nolie y De Pauw 1988).

Una alternativa para la cosecha de las microalgas, una vez terminado el tratamiento, es la
de contar con sistemas de inmovilizaciéon en polimeros, los cuales resultan ser muy
promisorios; sin embargo, los sistemas inmovilizados podrian llegar a ser mas eficientes si se

incrementa la biomasa presente en las esferas. Una manera de aumentar la biomasa



microalgal es co-inmovilizando la microalga con bacterias benéficas que promuevan su

crecimiento (Gonzalez y Bashan, 2000).

Es asi como los sistemas co-inmovilizados de bacterias promotoras de crecimiento, con
microalgas para el tratamiento de aguas residuales, resultan ser un campo muy amplio de
estudio, ademas el desarrollo de sistemas co-inmovilizados abre un nuevo camino en la
biotecnologia ya que resultan ser muy eficientes en la eliminacidon de nutrientes, la produccién
de biomasa y el aumento en los pigmentos de las microalgas, ademas que permiten disminuir

los costos del tratamiento al eliminar los dificiles procesos de cosecha de las microalgas.

En este estudio se ponen a prueba dos especies de Chlorella (C. vulgaris y C.
sorokiniana) co-inmovilizadas independientemente con la bacteria promotora de crecimiento de
microalgas (BPCM) Azospirillum brasilense, con el fin de determinar cual de las dos
combinaciones elimina los nutrientes (nitrégeno y fésforo) de manera mas eficiente. Asi mismo
se realizaron pruebas con deficiencia de nutrientes (ayuno) y se determinaron los efectos del
Agua Residual Doméstica (ARD) en las esferas de alginato, como una alternativa eficiente para

el tratamiento de Aguas Residuales Domésticas.

2. ANTECEDENTES

La utilizacion de cultivos de microalgas como tratamiento terciario presenta grandes
ventajas frente a los sistemas convencionales fisicos y quimicos, ya que no generan problemas
de polucién secundaria, una vez que la biomasa es cosechada y, ademas, permiten un
eficiente reciclado de los nutrientes, al incorporarlos a su metabolismo (de la Nole y De Pauw,
1988). Otras alternativas se han desarrollado usando sistemas de inmovilizados en diferentes

matrices, tales como agar, alginato, carragenina y poliuretano, entre otros (Hall y Rao, 1990).



Diferentes estudios se han realizado para probar los efectos de la inmovilizaciéon de
microalgas en matrices, asi como la eficiencia en la eliminacién de nutrientes Chevalier y de la
Nole (1985b) midieron la eficiencia de Scenedesmus quadricauda inmovilizada en
carragenina, la cual elimina el 85 % del amonio presente en el agua. Por su parte, Tam et al.
(1994) inmovilizaron Chlorella vulgaris para determinar la eliminacion de nitrégeno y fésforo de
las aguas residuales con una eficiencia de casi el 100% para el amonio y del 71% para el
fésforo; Tam y Wong (2000) encontraron que la eliminacion de fésforo usando C. vulgaris,
inmovilizada en alginato, fue del 95%. En otro trabajo, Guoan et al. (1996) determinaron el

efecto del pH y la temperatura en la eliminacion de ortofosfatos con C. vulgaris, inmovilizada en

alginato, eliminando el 90% del fosfato a pH 3 y con una temperatura de 30°C. De acuerdo con

esto, Chlorella vulgaris inmovilizada en esferas de alginato de calcio tiene la capacidad de

eliminar el fésforo del agua residual con pH bajo y a baja temperatura.

Otra forma de hacer mas eficiente la eliminacién de fésforo es la de poner a las microalgas
en ayuno. Es asi como, Aitchison y Butt (1973) registraron una asimilacion mas rapida de
fésforo por Chlorella vulgaris puesta en ayuno de fésforo, ya que la sintesis de los polifosfatos
es una consecuencia de la estimulacion de toma de fésforo inducida por los periodos de ayuno.
En otro estudio, Jeanjean (1973) encontré que la absorcion de fosforo por Chlorella
pyrenoidosa, fue mayor cuando la microalga fue puesta en ayuno de fosforo. Los periodos de
ayuno de fésforo, activan mecanismos de almacenamiento de fésforo en forma de polifosfatos,
y disminuye su actividad en la mediada que la concentracion de fésforo se incrementa. A esta
capacidad de las células para acumular un nutriente, mas alla de sus necesidades inmediatas,

se le aplica el término de consumo innecesario (Darley, 1987). Esta acumulacién puede llegar a



ser utilizada como una forma de incrementar las necesidades de las microalgas por los

nutrientes y por consiguiente, la eliminacién de los mismos del agua residual.

Otra forma que permitiria aumentar la eficiencia de eliminacién de nutrientes, en el
tratamiento de aguas residuales con microalgas, es aumentar la biomasa microalgal
proporcionando a dicho organismo diéxido de carbono, acido acético o glucosa (Kaplan et al.,
1986). Para incrementar la poblacién algal, dentro del tratamiento, se puede inocular la
microalga con otros organismos que promuevan su crecimiento, como es el caso de cultivos de
importancia alimenticia en la agricultura (Lippi et al., 1992; Hartmann y Zimmer, 1994; Bashan y
Holguin, 1997). El co-inmovilizado tiene como fin el utilizar la actividad biocatalitica de dos o
mas organismos o incrementar la reaccion biocatalitica de un microorganismo (O’reilly y Scott,
1995). Para tal fin, el microorganismo candidato es la bacteria promotora de crecimiento en
plantas (PGPB) Azospirillum brasilense (Bashan y Holguin, 1998; Glick, 1995; Khang et al.,

1988; Kloepper et al., 1980)

Estudios realizados por de-Bashan et al. (2002) reportaron eliminacién de amonio del 93 %
y mas del 75% en la eliminacion de fésforo, cuando C. vulgaris se encontraba co-inmovilizada
con Azospirillum brasilense. En otro estudio, Gonzalez-Bashan et al. (2000) registraron un
incremento de los pigmentos de C. vulgaris al ser co-inmovilizada con Phyllobacterium
myrsinacearum, en tanto que Gonzalez y Bashan (2000) observaron un incremento del
crecimiento poblacional de C. vulgaris, cuando se co-inmoviliza con la bacteria promotora de
crecimiento, Azospirillum brasilense. Lebsky et al. (2001) realizaron estudios de la estructura y
la interaccion de C. vulgaris co-inmovilizada en esferas de alginato con Phyllobacterium

myrsinacearum y con Azospirillum brasilense y observaron que la microalga permanecia en



fase de crecimiento en presencia de A. brasilense, mientras que en presencia de
Phyllobacterium myrsinacearum entraba en una fase de envejecimiento. Con base en lo
anterior se plantean el uso de dos especies de microalgas del genero Chlorella (C. vulgaris 'y C.
sorokiniana) y la bacteria promotora de crecimiento de microalgas Azospirillum brasilense Cd

como un sistema de eliminacién de nutrientes del agua residual doméstica.

3. JUSTIFICACION

Si bien es cierto que la encapsulacion de microalgas para el tratamiento de aguas residuales
ha venido siendo utilizada con éxito, el co-inmovilizar la microalga con bacterias promotoras de
crecimiento podria llegar a mejorar significativamente el crecimiento poblacional de la microalga
y por consiguiente la eliminacién de los nutrientes. Por otro lado, el mantener las microalgas en
ayuno permite realizar este tratamiento en menor tiempo, disminuyendo los costos y

aumentando la eficiencia del tratamiento terciario.

En este trabajo se pretende mostrar que los sistemas co-inmovilizados de microalgas con
bacterias, en esferas de alginato, resultan ser una alternativa buena que permite aumentar la
eficiencia en la eliminacion de nutrientes de las aguas residuales y disminuir los costos de los

tratamientos.

De esta forma, se plantea la siguiente hipétesis: se sabe que los sistemas co-inmovilizados
de bacterias y microalgas son eficientes en la eliminacién de nutrientes de las aguas residuales
sintéticas y que la poblacion algal aumenta cuando se encuentra inmovilizada con la bacteria,
entonces, los sistemas de bacterias y microalgas, co-inmovilizados en una matriz de alginato,

aumentaran su eficiencia en la eliminacién de nutrientes de las aguas residuales domésticas.



4. OBJETIVOS:
4.1. General
Evaluar la eficiencia en la eliminacion de N y P de un sistema co-inmovilizado de

microalgas y bacterias en agua residual natural.

4.2. Especificos.
Comparar la eficiencia en la eliminacién de N y P entre Chlorella vulgaris y Chlorella

sorokiniana, inmovilizadas y co-inmovilizadas en esferas de alginato en ARD.

Determinar el tiempo de degradacién y el efecto de las ARD en las esferas de alginato.

Determinar el tiempo maximo en el que un mismo indculo, co-inmovilizado, mantiene la

eficiencia en la eliminacion de Ny P

Determinar el efecto de ayuno de las microalgas en la eliminacién de nutrientes de las ARD.

5. METODO:
5.1. Microorganismos y condiciones de crecimiento:

5.1.1.Chlorella vulgaris Bejerinck (UTEX 2714) y Chlorella sorokiniana (UTEX 1602)

Los cultivos se mantuvieron en medio mineral Csy estéril; cada 168 horas se hicieron
recambios de medio nutritivo manteniendo la relacion 10% V/V, en agitacion y luz constante y

temperatura ambiente.



5.2. Azospirillum brasilense (Cd DMS 1843)

La bacteria se mantuvo en congelacion en Nitrégeno liquido hasta el momento de iniciar el
experimento. El cultivo de esta bacteria se reactivd en caldo nutritivo con 16 horas de

anticipacion, se dejo a una temperatura de 30°C con agitacion constante a 120 r.p.m..

5.3. Inmovilizaciéon de Chlorella vulgaris y Chlorella sorokiniana en esferas de alginato de

sodio

La inmovilizacidn de las microalgas se llevo a cabo en alginato siguiendo el método descrito
por Bashan (1986) de la siguiente forma: se preparé una mezcla de alginato de sodio tomando
1.5 gramos de alginato de media densidad (3500 cps, SIGMA) y mezclandolo con 0.5 gramos
de alginato de alta densidad (14000 cps, SIGMA); luego, se disolvieron en 80 ml de solucion
salina al 0.85%; una vez disuelto el alginato se esterilizd en autoclave por 25 minutos a 20 psi y
una temperatura de 121°C. Los indculos de las microalgas se hicieron sembrando 10 ml del
preinéculo en 100 ml de medio mineral Cszy, manteniendo una proporciéon del 10 % V/V. Se
dejaron en agitacién a 150 r.p.m., bajo una irradiacién de 60 umol/m?%s, durante 120 horas. Los
100 ml de cultivo se lavaron de dos a tres veces, centrifugando a 2000g por 15 minutos y se
resuspendieron en 20 ml de solucién salina al 0.85%; estos se mezclaron con el alginato por un
periodo de 20 a 30 minutos. Se tomaron los 100 ml de la mezcla y se adicionaron gota a gota
con una jeringa estéril de 10 ml sobre 100 ml de una solucion de CaCl, al 2%, estéril, dejando
en agitacién por una hora las esferas formadas. Las esferas se lavaron tres veces con solucion

salina al 0.85%



5.4. Co-inmovilizacion de Chlorella vulgaris y Chlorella sorokiniana en esferas de

alginato con Azospirillum brasilense.

La bacteria se reactivo inoculando 5 ml del cultivo en 50 ml de caldo nutritivo (Sigma) por
16 horas, se mantuvo en agitaciéon constante a una temperatura de + 30°C. Para la co-
inmovilizacion se realizd el mismo procedimiento utilizado para la inmovilizacién de las
microalgas. Cada cultivo se resuspendiéo en 10 ml de solucién salina para obtener asi una
mezcla de 20 ml de bacteria y microalgas que luego se mezclaron con 80 ml de alginato. El
cultivo de A. brasilense, después de ser centrifugado, se ajusté a una densidad éptica de 1 a

540 nm (aproximadamente 10° cfu/ml).

Tanto los co-inmovilizados como los inmovilizados se dejaron en caldo nutritivo al 50% por
24 horas, debido a que durante el proceso de inmovilizacidon se reduce el numero de

microorganismos dentro de las esferas (Bashan, 1986)

6. CONDICIONES EXPERIMENTALES:

6.1. Toma de muestra del Agua Residual Doméstica (ARD).

El ARD se tomd de la salida del sedimentador secundario de la Planta de Tratamientos de
Aguas Residuales (PTAR) de la ciudad de La Paz, B.C.S., México. El agua se caracterizé en un

laboratorio de la Ciudad de La Paz usando una muestra compuesta, con los siguientes valores:

PARAMETRO UNIDAD DE MEDIDA VALOR METODO L.P.M.
P.M | P.D.

PH Unidad 7.9 NMX-AA-008- 55A10
1980

Materia flotante Malla 3 mm?® Ausente NMX-AA-006- No aplica
1973

Solidos sedimentables mil/I 0.3 NMX-AA-004- No aplica
1977

Sdlidos suspendidos totales mg/| 18 NMX-AA-034- No aplica
1981
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Demanda Bioquimica de mg/| 113 NMX-AA-028- No aplica
Oxigeno 1981

Nitrégeno total mg/l 54.9 NMX-AA-026- No aplica
1980

Fosforo total mg/I 4.98 NMX-AA-029- No aplica
1981

Coliformes fecales NMP/100ml 70,000 NMX-AA-042- 1.000 | 2.000

1987

L.M.P. Limites Maximos Permisibles de contaminantes en descargas de aguas residuales para Promedio Diario y
Mensual, otorgados por la Comisiéon Nacional del Agua.
Tabla 1 Caracterizacion quimico del agua residual de la planta de tratamiento de La Paz B.C.S.

6.2. Pruebas de eliminacion de nutrientes en ARD:

Para las pruebas de eliminacion de nutrientes se usaron matraces de 1000 ml, puestos de
manera invertida (Figura 1) a los cuales se les agregaron 26 gramos de las esferas y 650 ml de
ARD; se mantuvieron con aireacién constante, usando difusores de aire para acuario, bajo una
irradiancia de 60 pmol/m?s y temperatura promedio de 30°C. Se realizaron recambios del
ARD, cada 48 horas, dejando en los biorreactores las mismas esferas iniciales. A esta ARD se
le practicaron analisis de fésforo mediante la técnica del molibdovanadato de amonio; de
amonio por la técnica de salicilato; de nitrato usando la técnica de reduccion de cadmio y pH,

siguiendo las técnicas propuestas por APHA - AWWA - WPCF (1992).

6.2.1. Determinacion del Crecimiento de organismos:

Para determinar el crecimiento de las microalgas, se hicieron recuentos directos al
microscopio éptico cada 48 horas de la siguiente forma: se tomaron cinco esferas de cada
matraz y se disolvieron en 5 ml de bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 4% durante media hora.

Una vez disueltas las esferas se realiz6 el conteo de las microalgas en camara de Neubauer.

El recuento de las bacterias se realizé por extension en superficie, en placas con agar
nutritivo (Sigma), haciendo diluciones sucesivas en tubos eppendorf con 900 ul de solucion

salina al 0.85%, hasta alcanzar una dilucién de 10% las cajas de petri se incubaron a 30°C por
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48 horas; pasado este tiempo,se procedié a contar el numero de unidades formadoras de

colonias (UFC).

6.2.2. Diseno experimental y estadistico:

Para las pruebas de eliminacion de nutrientes se llevaron a cabo de 4 a 5 ciclos de cultivos
semi-continuos de 48 horas; las esferas permanecieron de 192 a 240 horas; para cada ciclo se
realizaron los siguientes tratamientos:

1. C. wulgaris inmovilizada sola.

2. C. sorokiniana inmovilizada sola.

3. C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense.

4. C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense.
5. Control: esferas de alginato sin microorganismos.
6. Control: ARD sin esferas.

Se hicieron 3 réplicas para cada uno de los tratamientos. Para el analisis estadistico se
realizaron pruebas de normalidad de los datos y, posteriormente, se llevo a cabo un analisis de
varianza de una via a P < 0.05, y un analisis a posteriori de Tukey, usando el programa

Statistica para Windows version 5.0.

6.3. Pruebas de eliminacion de fosforo en agua residual sintético (ARS) usando

microalgas en ayuno:

Como una forma de hacer mas eficiente el proceso de eliminacion de fésforo por el sistema
co-inmovilizado, las microalgas se sometieron a una prueba de ayuno de nutrientes,
incubandolas en solucion salina al 0.85% por tres dias inmediatamente después del

crecimiento secundario y antes de inocularse en el ARS. De esta manera, las microalgas
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tendran un mayor requerimiento de fésforo. Pasado este tiempo de ayuno, se adicionaron 20
gramos de esferas en 300 ml de ARS en matraces de un litro. Se mantuvieron bajo una
irradiancia de 60 pmol/m?/s, temperatura promedio de 30°C. y agitacién constante a 150 r.p.m.
Se tomaron 25 ml del ARS cada 48 horas, para hacer analisis de fosforo mediante la técnica de

molibdovanadato de amonio, propuesto por APHA - AWWA - WPCF (1992).

6.3.1. Eliminacion de fésforo usando microalgas en ayuno

Las pruebas de ayuno se realizaron de cuatro formas diferentes;

Tratamiento inicial . Tratamiento final
Periodo de ayuno Ti )
. Tiempo de incubacién | (NaCl al 0.85%) . L lempo ¢e
Tipo de Agua Tipo de agua incubacion
(horas) (Horas)
(horas)

Ninguno 120 Nueva ARS 240

Ninguno 72 Nueva ARS 240

ARS 240 72 Nueva ARS 240

ARS 240 72 Misma ARS 240

Nuevas esferas
ARS 240 72 misma ARS 240

Tabla 2 Pruebas de ayuno con microalgas

En el primer experimento, las microalgas tuvieron tres dias de ayuno antes de ser
puestas en el ARS; en el segundo experimento las microalgas se inocularon en el ARS por un
periodo de 192 a 240 horas; posterior a esto se sacaron las esferas y se dejaron en ayuno en
solucion salina por tres dias, una vez pasado el ayuno se volvieron a poner en nueva ARS y se
dejaron por un periodo de 192 a 240 horas. El tercer experimento se llevé a cabo poniendo las
esferas en ARS por un periodo de 192 a 240, se sacaron y se dejaron en ayuno por tres dias
luego se pasaron a la misma ARS y se dejaron por un periodo de 194 a 240 horas. El ultimo
experimento se llevé a cabo poniendo las esferas en ayuno por tres dias; se pasaron a ARS
por un periodo de 192 a 240 horas; luego de este tiempo se cambiaron las esferas por un
nuevo lote de esferas que habian pasado por un ayuno de tres dias; de igual forma se dejaron

las esferas en la misma ARS por un periodo de 192 a 240 horas.
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6.3.2.Disefo experimental y estadistico

Se llevaron a cabo cultivos en lote de 192 a 240 horas, incluyendo 3 réplicas para cada uno

de los tratamientos; los tratamientos fueron:

Con ayuno
Co-inmovilizada
Sin ayuno
Chlorella vulgaris
Con ayuno
Inmovilizada
Sin ayuno
Con ayuno
Co-inmovilizada
Sin ayuno
Chlorella sorokiniana
Con ayuno
Inmovilizada
Sin ayuno

Tabla 3 Disefio experimental con microalgas en ayuno

Los controles fueron las esferas de alginato sin microorganismos en ARS. Se realizaron
pruebas de normalidad de los datos, los cuales se ajustaron a una distribucion normal,
posteriormente, se aplicd un analisis de varianza de una via (ANDEVA) a P < 0.05, asi como

analisis a posteriori de Tukey, usando el programa Statistica para Windows version 5.0.

7. RESULTADOS
7.1. Pruebas en Agua Residual Doméstica (ARD)

7.1.1.Crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional, tanto de C. sorokiniana como de C. vulgaris, aumentd
significativamente cuando éstas se encontraban co-inmovilizadas con Azospirillum brasilense
Cd, en comparacién con los cultivos inmovilizados solos. Para C. vulgaris los valores pasaron
de 2.1 x10% a 4.8 x10° cels/ml en los cultivos co-inmovilizados, mientras que los cultivos

inmovilizados solo llegaron a tener una densidad celular de 4.1 x10° cels/ml (Fig. 1A).
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El cultivo de C. sorokiniana co-inmovilizada mostré valores de crecimiento que variaron de
2.8 x10° a 4.0 x10° cels/ml, después de cuatro ciclos (Fig. 1B), comparado con los cultivos
inmovilizados solos, los cuales mostraron valores de 3.6 x10° cels/ml. El cultivo de C. vulgaris
co-inmovilizada con A. brasilense presentd una mayor densidad poblacional al compararse con
los cultivos de C. vulgaris inmovilizada sola y los cultivos de C. sorokiniana co-inmovilizada con

A. brasilense y el cultivo de C. sorokiniana sola.

7.1.2 Eliminaciéon de nutrientes

En la figura 2 se muestra como C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense Cd eliminoé el
100% de amonio en el segundo ciclo (Fig. 2A); este valor es significativamente mayor
comparado con el cultivo de C. vulgaris inmovilizada sola, mientras que con C. sorokiniana co-
inmovilizada con A. brasilense (Fig. 2B) la eliminacion del 100% de amonio se dié en el primer
ciclo, siendo significativamente mas alto al ser comparado con los sistemas inmovilizados. Por
otro lado, hasta el quinto ciclo, los cultivos de C. vulgaris y C. sorokiniana inmovilizados solos,

no habian alcanzado el 100% de eliminacion de amonio (Figs. 2A y 2B).

La eliminacioén de los nitratos se llevo a cabo bajo dos condiciones: 1) cuando el ARD llegé
de la planta de tratamientos con una alta concentracion de nitratos, (aproximadamente 6 mg/L)
y, 2) cuando la concentracion de nitratos fue muy baja (menos de 4 mg/L). Para el primer caso
la eliminacién de nitratos es mayor con C. sorokiniana co-inmovilizada, de 5.9 mg/L a 4 mg/L en
tanto que para C. vulgaris co-inmovilizada la eliminacion pasé de 5.9 mg/L a 5 mg/L. los
tratamientos de las microalgas inmovilizadas solas la eliminacién fue menor (Fig. 3A, B). Para
el segundo caso se observa un incremento en los nitratos durante los primeros 3 ciclos y para
el cuarto ciclo se observa una ligera disminucién con C. vulgaris co-inmovilizada (11.5 mg/L a 9

mg/L de NO3) en tanto que C. sorokiniana presento un incremento menor de nitratos (apenas
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10 mg/L ) y durante el cuarto ciclo se observa una disminucién de 10 mg/l a 9 mg/L de NOs,
mayor a la eliminacién que presentaron los sistemas inmovilizados de ambas especies de
microalgas (Fig. 3C, D). Los tratamientos que sirvieron como control (esferas sin

microorganismos y ARD) no eliminaron nitratos durante los cuatro ciclos de prueba (Fig. 3E).

La eliminacion de fosfato de las ARD siempre fue mejor cuando las microalgas estaban co-
inmovilizadas con A. brasilense Cd; sin embargo, el cultivo de C. sorokiniana co-inmovilizado
con A. brasilense fue significativamente mas eficiente eliminando el 40% del fésforo presente
comparado con el cultivo de C. vulgaris co-inmovilizado con A. brasilense el cual eliminé el 25%

del fésforo presente (Fig. 4A, B).

Los controles, tanto el ARD sin esferas, como el ARD con esferas sin microorganismos, no
mostraron una diferencia significativa en la eliminacién de nitrégeno y fésforo, comparados con
los cultivos co-inmovilizados de C. vulgaris con A. brasilense, y C. vulgaris inmovilizada sola y
con los cultivos co-inmovilizados de C. sorokiniana con A. brasilense y C. sorokiniana
inmovilizada sola. Sin embargo, el control de ARD sin esferas mostrd una eliminacion muy baja
de amonio (de 0.08 a 0.07 mg/L después del tercer ciclo y hasta el quinto ciclo). Los cultivos
inmovilizados y co-inmovilizados mostraron diferencias significativas al ser comparados con los

controles.

7.2. Efectos del ARD en las esferas
Durante los diferentes experimentos no se observaron efectos de degradacién sobre las
esferas por accién de la microflora indigena o por los compuestos que se pudieran encontrar

en el ARD.
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7.3. Pruebas con microalgas puestas en ayuno:
7.3.1.Microalgas inmovilizadas y co-inmovilizadas puestas en ayuno e inoculadas en el
Agua Residual Sintética (ARS).

7.3.1.1. Crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional de C. vulgaris inmovilizada sola y puesta en ayuno, fue
significativamente menor al ser comparada con el crecimiento poblacional de C. vulgaris
inmovilizada sola y sin ayuno. El conteo poblacional de C. vulgaris inmovilizada sola y puesta
en ayuno pasé de 5x10° a 6x10° cels/ml, en tanto que el cultivo de la misma microalga
inmovilizada y sin ayuno alcanzé una densidad celular de 16x10° (Fig. 5A). Para C. sorokiniana
el crecimiento poblacional no presentd diferencias significativas al final del tratamiento con un
promedio de 20x10® cels/ml (Fig. 5B). Solo se observaron diferencias significativas en los dos
cultivos de C. sorokiniana a las 96 y a las 144 horas, siendo significativamente menor el
crecimiento poblacional de C. sorokiniana inmovilizada sola y puesta en ayuno. Por otro lado, el
conteo poblacional de C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense y puesta en ayuno bajé de
2.9x10° a 0.6x10° cels/ml, fue significativamente menor al cultivo de C. vulgaris co-inmovilizada
con A. brasilense sin ayuno, la cual aumenté su crecimiento de 2.9 x10° a 5 x10° (Fig. 5C). La
densidad poblacional de C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense y puesta en ayuno
fue significativamente menor a la densidad de C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense
sin ayuno; la densidad celular de la microalga puesta en ayuno pasé de 2.4x10° a 3.9x10°,
mientras que, para el cultivo de la misma microalga sin ayuno, alcanzé una densidad celular de

4.9x10° (Fig. 5D).
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7.3.1.2. Eliminacién de fosforo

La eliminacion de fésforo en el cultivo de C. vulgaris inmovilizada sola y puesta en
ayuno, no mostré diferencias significativas con el cultivo de C. vulgaris inmovilizada sola y sin
ayuno (Fig. 6A). El cultivo de C. sorokiniana inmovilizada y puesta en ayuno, alcanzé el maximo
de eliminacion a las 192 horas, elimin6 el 35% del fésforo, siendo significativamente mayor al
cultivo de la misma microalga sin ayuno, la cual solo eliminé el 15% del fésforo a las 192 horas

(Fig. 6B).

La eliminacion de fosforo para C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense Cd y puesta en
ayuno, elimind el 41 % del fésforo presente a las primeras 48 horas siendo significativamente
mayor al del cultivo de la misma microalga co-inmovilizada y sin ayuno, (Fig. 6B), sin embargo
el cultivo de C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense sin ayuno, continud la eliminacién de
fésforo alcanzando el maximo de eliminacion hasta las 240 horas (53%), siendo

significativamente mayor que el cultivo de la misma microalga puesta en ayuno (Fig. 6C).

Para C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense y puesta en ayuno la maxima
eliminacion de fésforo se logré a las 48 horas (41%), valor significativamente mayor al cultivo
de la misma microalga sin ayuno, que tuvo su maxima eliminacién a las 240 horas y solo

alcanzo a eliminar el 29% del fésforo (Fig. 6D).

Los cultivos de C. vulgaris fueron afectados por el ayuno, aun cuando se encontraban co-
inmovilizados con la bacteria, lo cual se en el poco crecimiento poblacional y baja eficiencia en
la eliminacion de fésforo del ARS. Debido a esto, los experimentos de ayuno se siguieron con

C. sorokiniana.
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7.3.2.C. sorokiniana inmovilizada y co-inmovilizada inoculada en el ARS y luego puesta

en ayuno e inoculada nuevamente en la misma ARS.

7.3.2.1. Crecimiento poblacional

El crecimiento poblacional de C. sorokiniana, inoculada en el ARS y sin ponerse en ayuno,
aumenté de manera significativa cuando se encontraba co-inmovilizada con A. brasilense, la
cual alcanzé una densidad celular de 2x10* células/ml a las 240 horas mientras que en el
cultivo de C. sorokiniana inmovilizada sola se obtuvo, al final, una densidad celular de 1.2x10*
(Fig. 7A). EI crecimiento poblacional de C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense no
present6 diferencias significativas después de ponerse en ayuno y ser nuevamente inoculada
en la misma ARS, durante el periodo de incubacion. De igual forma, el cultivo de C. sorokiniana
inmovilizada sola tampoco presentd diferencias significativas durante el periodo de incubacion
(Fig. 7B). El cultivo de C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense mantuvo la diferencia

significativa al ser comparado con el cultivo de C. sorokiniana inmovilizada sola (Fig. 7B)

7.3.2.2. Eliminacion de fosforo.

El cultivo de C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense y sin ayuno eliminé el 39% del

fésforo a las 240 horas mientras que el cultivo de C. sorokiniana inmovilizada sola eliminé el

25% del fosforo a las 240 horas (Fig. 8A).

El cultivo de C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense no presentd diferencias

significativas en la eliminacion de fésforo, después de ser puestas en ayuno e inoculadas en la

misma ARS, durante el tiempo de incubacién. Por su parte, en el cultivo de C. sorokiniana
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inmovilizada sola, se observé una eliminacion de fosforo durante el tiempo de incubacién

después de haber puesto el cultivo en ayuno y luego inoculado en la misma ARS (Fig. 8B).

7.4. Eliminacion de fosforo con C. sorokiniana inoculada en ARS, luego puesta en ayuno

e inoculada en nueva ARS.

La eliminacion de fésforo por la microalga co-inmovilizada fue significativamente mayor en
comparacion con la microalga inmovilizada sola. La microalga co-inmovilizado elimind un 38%
del fosforo presente en un periodo de 96 horas, mientras que la microalga inmovilizada solo
alcanzo6 a eliminar el 14% de la concentracion total de fosforo del ARS (Fig. 9A). Después del
primer tratamiento las microalgas se pusieron en ayuno durante tres dias, luego se pusieron en
nueva ARS. En este punto la microalga que se encontraba co-inmovilizada con la bacteria
elimind el 16% del fésforo, mientras que la microalga inmovilizada sola no mostré diferencias
durante cada uno de los dias del tratamiento, eliminando el 5% del fosforo presente en el agua.

(Fig. 9B).

7.5. Eliminacion de fosforo en secuencia con dos lotes de C. sorokiniana inmovilizada y

co-inmovilizada puestos en ayuno en la misma ARS.

En la primera etapa del tratamiento, la microalga co-inmovilizada sola eliminé el 28% del
fésforo presente, en tanto que el inmovilizado solo alcanzé a eliminar el 5% del fosforo;
pasadas 48 horas de incubacién se pusieron microalgas nuevas que venian de ayuno; de
manera similar, la microalga co-inmovilizada con A. brasilense elimin6 el 52% del fosforo del

ARS, alcanzando una eliminacion total del 80% del fésforo total (Fig. 10)
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Figura 1. (A) Crecimiento de C. vulgaris inmovilizada sola y co-inmovilizada con A. brasilense
Cd en agua residual doméstica. (B) crecimiento de C. sorokiniana inmovilizada sola y co-
inmovilizada con A. brasilense Cd en aguas residual doméstica. Las letras en mayuscula
representan las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con un
andlisis t-student a P <0.05. Las letras en minuscula representan las diferencias
estadisticamente significativas entre los dias de cada tratamiento con un analisis de varianza a
P <0.05.
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Figura 2. Concentracion final de amonio del Agua Residual Doméstica con (A) C. vulgaris
inmovilizada sola y co-inmovilizada con A. brasilense Cd. y con (B) C. sorokiniana inmovilizada
sola y co-inmovilizada con A. brasilense Cd. Las letras en mayuscula representan las
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con un analisis t-student a P
<0.05. Las letras en minuscula representan las diferencias estadisticamente significativas entre

los dias de cada tratamiento con un analisis de varianza a P <0.05.
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inmovilizada sola y co-inmovilizada con A. brasilense Cd. y con (B) C. sorokiniana inmovilizada
sola y co-inmovilizada con A. brasilense Cd. Las letras en mayuscula representan las
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con un analisis t-student a P
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los dias de cada tratamiento con un analisis de varianza a P <0.05

23



@ Concentracion inicial A
10 4 I Chlorella vulgaris
1 Chlorella vulgaris con A. brasilesne
) ) )
91 Aa
Aa
Aa Aa
T Aa
8 - T
Ab
- Bb Ab
'«
o 7
o
~ @ Concentracion inicial
-_ 10 - I Chlorella sororkiniana B
(@) C—1 Chlorella sororkiniana con A. brasilense
E () () ()
91 Aa
Aa
Aa Aa
T Ba
8 - € Ab
Bb
=
7 4
Ac
6 i T T T
2 3 4

Ciclos de 48 horas

Figura 4. Concentracion final de fosforo del agua residual doméstica con (A) C. vulgaris
inmovilizada sola y co-inmovilizada con A. brasilense Cd. y con (B) C. sorokiniana inmovilizada
sola y co-inmovilizada con A. brasilense Cd. Las letras en mayuscula representan las
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con un analisis t-student a P
<0.05. Las letras en minuscula representan las diferencias estadisticamente significativas entre

los dias de cada tratamiento con un analisis de varianza a P <0.05.
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Figura 5. (A) Crecimiento de C. vulgaris inmovilizada sola, (B) crecimiento de C. sorokiniana
inmovilizada sola, (C) crecimiento de C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense Cd, (D)
crecimiento de C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense Cd. Las letras en mayuscula
representan las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con un
analisis t-student a P <0.05. Las letras en minuscula representan las diferencias
estadisticamente significativas entre los dias de cada tratamiento con un analisis de varianza a
P <0.05.

25



40 1

38 1

36 |

34 1

32 1

PO,* (mg I

24

Figura 6. Concentracion final de fésforo del agua residual sintética con (A) C. vulgaris
inmovilizada sola con tres dias de ayuno, (B) C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense Cd,
(C) C. sorokiniana inmovilizada con y (D) C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense Cd
con tres dias de ayuno. Las letras en mayuscula representan las diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos con un analisis t-student a P <0.05. Las letras en minuscula

representan las diferencias estadisticamente significativas entre los dias de cada tratamiento
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Figura 7. Crecimiento de C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense Cd y C. sorokiniana
inmovilizada sola. (A) sin ayuno y (B) dejando la misma agua residual y poniendo las mismas
esferas después de tres dias de ayuno. Las letras en mayuscula representan las diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos con un analisis t-student a P <0.05. Las
letras en minuscula representan las diferencias estadisticamente significativas entre los dias de

cada tratamiento con un analisis de varianza a P <0.05
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Figura 8. Concentracion final de fésforo con C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense
Cd y C. sorokiniana inmovilizada sola. (A) sin ayuno y (B) dejando la misma agua residual y
poniendo las mismas esferas después de tres dias de ayuno. Las letras en mayuscula
representan las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con un
analisis t-student a P <0.05. Las letras en minuscula representan las diferencias
estadisticamente significativas entre los dias de cada tratamiento con un analisis de varianza a

P <0.05
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Figura 9. Concentracién final de fésforo con C. sorokiniana co-inmovilizada con A. brasilense
Cd y C. sorokiniana inmovilizada sola. (A) sin ayuno y (B) cambiando el agua residual y
poniendo las mismas esferas después de tres dias de ayuno. Las letras en mayuscula
representan las diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos con un
andlisis t-student a P <0.05. Las letras en minuscula representan las diferencias
estadisticamente significativas entre los dias de cada tratamiento con un analisis de varianza a
P <0.05.
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Figura 10. Concentracion final de fosforo del agua residual doméstica con C. sorokiniana co-
inmovilizada con A. brasilense Cd con tres dias de ayuno y C. sorokiniana inmovilizada sola
con tres dias de ayuno. Dejando la misma agua residual y cambiando las esferas a las 48
horas. Las letras en mayuscula representan las diferencias estadisticamente significativas entre
los tratamientos con un analisis t-student a P <0.05. Las letras en minuscula representan las
diferencias estadisticamente significativas entre los dias de cada tratamiento con un analisis de
varianza a P <0.05.
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8. DISCUSION

El uso de muchas especies de microalgas para el tratamiento terciario de aguas residuales
a sido propuesto por décadas (de la Nole et al. 1988) y muchos tratamientos potenciales
contintan siendo evaluados hoy en dia (Gonzalez et al. 1997, Tang et al. 1997). Por otra parte,
la microalga Chlorella vulgaris inmovilizada ha sido utilizada para el tratamiento de aguas
residuales (Chevalier y de la Noue, 1985, Tam et. al., 1994, Lau et. al., 1997, de Bashan et al.,
2002,) y la combinacion de la microalga con la bacteria promotora de crecimiento de microalgas
(MGPB por sus siglas en Inglés) para el tratamiento de aguas residuales ha sido recientemente
estudiada (de Bashan et al., 2002, de Bashan y Bashan, 2003, Gonzalez y Bashan, 2000, de

Bashan et. al., 2002).

Este estudio muestra que en ARD la densidad poblacional de dos especies de Chlorella (C.
vulgaris y C. sorokiniana) aumenta cuando se encuentran co-inmovilizadas con la MGPB
Azospirillum brasilense. El crecimiento de C. vulgaris inmovilizada sola, y después de cuatro
ciclos de incubacién de 48 horas cada uno, fue de 3.5x10° células/ml, valor mas alto que el
reportado por Gonzalez y Bashan (2000) después de cinco dias de incubaciéon en un cultivo
continuo, en Agua Residual Sintética (ARS) (aprox. 1.6x10° células/esfera) y que el reportado
por de-Bashan et al. (2002) después de seis dias de incubacidon en ARS (1.4x10°
células/esfera). En un trabajo realizado por Valderrama et al. (2002), en agua residual
industrial, encontraron que la poblacion de Chlorella vulgaris en suspensién, alcanzé un valor
de 2x10° células/ml, después de cuatro dias de incubacién, siendo menor al valor encontrado
en este trabajo: con base en estos resultados podemos considerar que el encapsulado, en
esferas de alginato, ofrece una proteccion a la microalga, de compuestos quimicos y ademas

de la flora bacteriana presente en el agua, permitiendo su crecimiento.
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Por otro lado, Gonzalez y Bashan (2000) encontraron que el cultivo de C. vulgaris co-
inmovilizada con A. brasilense alcanzé una densidad celular de aproximadamente 7x10°
células/ml después de 9 dias de incubacién en agua residual sintética y con cultivos en lote,
valor mucho mas alto que el reportado en este trabajo. Posteriormente, de-Bashan et al.
(2002b) registraron un crecimiento poblacional de C. sorokiniana co-inmovilizada con A.
brasilense y cultivada en ARS, de 3x10° células/ml, después de ocho dias de incubacion, valor
similar al observado en este trabajo, el cual fue de 3.6x1 08 células/ml. Esto muestra que al co-
inmoviliza la microalga Chlorella con la bacteria promotora de crecimiento en plantas,
Azospirillum brasilense en la misma esfera, da como resultado un incremento de la biomasa
cultivada, similar a lo que se da en las plantas terrestres que se inocularon con esta bacteria
(de-Bashan y Bashan 2003). Se han propuesto diversos mecanismos de accion que explican el
efecto de Azospirillum en el crecimiento de las plantas tales como, la actividad hormonal, la
fijacion de nitrégeno, senales moleculares no definidas que interfieren con el metabolismo de
las plantas, produccién de nitritos y el incremento en el crecimiento de las raices (Bashan y
Holguin, 1997). La aplicacion de hormonas sintéticas o de fitohormonas extraidas de bacterias
imitan el efecto positivo de Azospirillum en el desarrollo y morfologia de las raices, una de las
fitohormonas que Azospirillum puede producir es el Acido Indol Acético (AIA). (Bashan y
Holguin, 1997). En un trabajo realizado con Chlorella vulgaris por Gonzalez y Bashan (2000)
observaron que era capaz de usar el AlA, cuando éste se adicion6 al medio de cultivo. Estos
estudios con plantas y con microalgas sobre el efecto de la bacteria en el crecimiento
poblacional, son consistentes con los resultados observados en este trabajo, ya que cuando la
microalga se encuentra co-inmovilizada con la bacteria, la biomasa microalgal se incrementa,

seguramente por la produccion de la fitohormona AlA.

Ogbonna et al. (2000) realizaron un estudio con C. sorokiniana, cultivando la microalga en

agua residual sintética y en oscuridad, en donde la microalga mantuvo su crecimiento y su
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eficiencia en la eliminacién de nutrientes, sin embargo, no existen muchos datos de

crecimiento.

Por otro lado, los datos obtenidos en este trabajo, y con C. sorokiniana, pueden ser
comparados con los trabajos realizados con otras especies de Chlorella. En un estudio
realizado por Travieso et al. (1996) observaron que el crecimiento poblacional de C. kessleri fue
significativamente mayor cuando se hallaba inmovilizada que cuando esta en suspensién. En
otro estudio, Semenenko y Rudova (1976) cultivaron C. pyrenoidosa en un medio libre de
nitrégeno sin que se observara un efecto en el crecimiento de dicha microalga. Orosa et al.
(2001) cultivaron C. zofingiensis en condiciones de ayuno de nitrégeno y alta irradiancia sin que
se observara un efecto sobre el crecimiento de dicha microalga. Esto datos confirman que para
Chlorella, la inmovilizacion o la co-inmovilizacién y un ayuno de tres dias, no afectan la
fisiologia de la microalga ni se presente un efecto negativo en el crecimiento poblacional y, por

el contrario, permite incrementar la eficiencia de la biorremediaciéon con microalgas.

La mayoria de las algas pueden utilizar el NO3, NO; o el NH;* como fuentes de nitrogeno.
El nitrato no es tan abundante en las aguas naturales como las formas de nitrogeno fijado. En
general, las algas prefieren el NH;" que el nitrato, al grado que concentraciones de amonio por
arriba de 0.5 a 1 umoles/L inhiben la absorcion de NOj;. Quizad esto sea una forma de
conservar energia debido a que el NO3; debe ser reducido a NH," antes de incorporarlo a los
aminoacidos (Darley, 1987). Con base en esto, se han realizado diversos trabajos para la
eliminacion de amonio de las aguas residuales usando microalgas. de-Bashan et al. (2002a)
reportaron una eliminacién de amonio del 93% con C. vulgaris co-inmovilizado con A.
brasilense después de dos dias de incubacién; en otro trabajo, Valderrama et al. (2002)
encuentran que la eliminacion de amonio, usando un cultivo en suspensién de C. vulgaris,

incubada en agua residual industrial, fué del 78% después de cinco dias de tratamiento. Por su
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parte Lau et al. (1998) encontraron que C. vulgaris inmovilizada en carragenina eliminé el 95%
del amonio presente, después de 3 dias de incubacién en cultivos continuos. Valores similares
a los reportados en este trabajo, cuando usamos C. sorokiniana co-inmovilizada con A.
brasilense, eliminando el 100% del amonio a las 48 horas de incubacién. Por otro lado C.
vulgaris resulta tener una eficiencia menor en la eliminacién de amonio comparada con los

trabajos citados.

En este trabajo, la forma de eliminar los nitratos resulta ser evidente cuando la
concentracion de amonio presente en el agua residual fue muy baja (menos de 1 mg/L) la
microalga us6é como fuente de nitrégeno el nitrato del agua. Por otro lado, puede verse que el
aumento en la concentracion de amonio, arriba de 1 mg/L, se presenta una produccion de
nitratos, sin embargo el co-inmovilizado de las microalgas con la bacteria resulté ser mas
eficiente ya que la produccion de nitratos no fue tan alta como la que presentd la microalga

inmovilizada sola.

Los valores de eliminacion de fésforo obtenidos en los co-inmovilizado de C. vulgaris con A.
brasilense y de C. sorokiniana con A. brasilense resultan ser mas bajos que los reportados por
Gonzalez et al.(1997) con cultivos de C. vulgaris en suspension (97%). Lau et al.(1998) y Tamy
Wong (2000), reportaron una eliminacion del 90% para inmovilizados de C. vulgaris
inmovilizada sola; se sabe incluso que la eliminacion de fésforo puede llegar hasta un 70%

(Tam et al., 1994).

La eliminacion de fosforo en ARS reportada para C. wvulgaris co-inmovilizada con P.
myrsinacearum es de 50% (Gonzalez-Bashan et al., 2000), valor mayor al obtenido en este
trabajo para C. vulgaris co-inmovilizada con A. brasilense (25%) y el co-inmovilizado de C.

sorokiniana con A. brasilense (40%). En algunos caso la eliminacion puede ser menor, de
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acuerdo a los datos obtenidos por Gonzalez-Bashan et al. (2000) en donde, después de cuatro
ciclos de prueba la eficiencia en la eliminacién de fésforo en ARS, para C. vulgaris co-
inmovilizada con A. brasilense fue del 33% y para los cultivos de C. vulgaris inmovilizada sola,
fueron del 20%. El hecho de que en los cultivos de C. vulgaris co-inmovilizada con A.
brasilense no se observe una mayor eliminacion, puede deberse a la acumulacién de fésforo
intracelular, por razones no determinadas aun; sin embargo, se puede sugerir que es el
resultado de un intercambio idnico entre el medio y el alginato que impide que el fésforo esté
disponible para la microalga, ya que se sabe que el alginato es capaz de absorber en su
superficie los iones de fésforo como lo reportaron Tam et al. (1994) y Proulx y de la Nole

(1988).

En el co-inmovilizado de C. sorokiniana con A. brasilense se presentd una eliminacion
superior que en los otros cultivos, lo cual puede deberse a que dicha microalga no acumula
tanto fésforo, como lo hace C. vulgaris, permitiendo de esta forma que asimile el fésforo que se

encuentra en el agua de manera constante.

Como consecuencia del ayuno, las microalgas eliminan una mayor cantidad de fosforo
debido probablemente a que estas se encuentran bajo condiciones donde existe una
deficiencia de fésforo en el medio de ayuno. Darley (1987) propone que la actividad de la
fosfatasa alcalina aumenta, en general, de forma dramatica (de 10 a 100 veces mas), como
una estrategia adaptativa evidente ante la limitacion de fésforo. Las fosfatasas constituyen un
grupo de enzimas que juega un papel importante en la hidrdlisis del fésforo organico y por ende
en el ciclo biogeoquimico de este elemento y en la nutricion de las plantas (Contreras et al.
1996). Estas enzimas se encuentran localizadas en la periferia de las células de las algas y de
las bacterias y se ha calculado que las fosfatasa disueltas pueden proveer del fésforo

inorganico necesario para el crecimiento de las algas si esta presente el fésforo organico
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(Spijkerman y Coesel, 1998). La mayoria de las microalgas almacenan el exceso de PO,

como polifosfatos; estos actian como un reservorio de fésforo que disminuye en las células
como una funcién de la tasa de crecimiento limitada por el fésforo, en forma similar a como
disminuye la cuota celular total de este elemento (Darley, 1987). Las plantas mantienen una
excelente caracteristica de respuesta bioquimica cuando estan en ayuno de fésforo. Las dos
principales respuestas a nivel celular al ayuno de fosforo en plantas es la induccién de la
fosfatasa acida o alcalina tanto intra como extra celular y la induccion de trasportadores de alta
afinidad de fosfatos (Mackay, 2001). El incremento en la actividad de la fosfatasa alcalina
puede acelerar la descomposicion de moléculas largas de fosforo organico disuelto en el medio

(Huang et al. 2000).

Los resultados obtenidos en este trabajo reflejan, por un lado, las condiciones de
crecimiento de las microalgas y por otro la eliminacion de amonio como fuente principal de
nitrégeno. Cuando se presenta una escasez de amonio, si bien la asimilacién de nitratos no fue
tan eficiente como con el amonio, si eliminé una porcién de estos. Por otra parte, la asimilacion
de fosforo con las dos especies de microalgas, muestra que C. vulgaris eventualmente podria
tener una actividad menor de la fosfatasa alcalina, lo que hace que la asimilacién de fosforo
después del ayuno no sea tan eficiente; contrario a lo que sucede con C. sorokiniana, |la cual
parece tener una actividad mas alta de la fosfatasa alcalina lo que hace mas eficiente a dicha
microalga en la asimilacién del fésforo, después del ayuno. De esta forma, tenemos un sistema
mucho mas eficiente en el tratamiento bioldgico terciario con una eliminacion de fésforo en

menor tiempo.
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9. CONCLUSIONES

El crecimiento poblacional de las microalgas se ve favorecido cuando se encuentran co-
inmovilizadas con A. brasilense, comparado con el crecimiento de las microalgas inmovilizadas

solas.

Los sistemas co-inmovilizados son mas eficientes en la eliminacién de Nitrégeno y Fésforo
de las Aguas Residuales Domésticas, comparado con la eliminacion observada en los sistemas

inmovilizados.

La eliminacion de N y P de las ARD es mas eficiente en el co-inmovilizado de C.

sorokiniana y A. brasilense, comparado con el co-inmovilizado de C. vulgaris 'y A. brasilense.

Parece no existir un efecto evidente en la degradacion de las esferas que fueron puestas en

Agua Residual Doméstica.
La especie C. vulgaris se ve afectada por el ayuno, aun cuando se encuentra co-
inmovilizada con A. brasilense, comparado con C. sorokiniana, la cual mantiene su crecimiento

aun después del ayuno.

Los sistemas co-inmovilizados, con ayuno, eliminan en menor tiempo el fésforo del agua

residual sintética y son mas eficientes al ser comparados con los inmovilizados con ayuno.
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10. RECOMENDACIONES

En trabajos futuros se deberian realizar estudios relacionados con la eliminacién de fésforo
usando dos lotes de microalgas puestas en ayuno y co-inmovilizadas con Azospirillum

brasilense cultivados en agua residual doméstica.

Buscar diversas alternativas que puedan incrementar la eficiencia en la eliminaciéon de

fésforo, cambiando algunos parametros como la concentracion de nitrégeno en el medio.

Realizar pruebas con tiempos de ayuno menores a tres dias podrian mejorar la eliminacion

de fosforo de las aguas residuales.

Profundizar mas en la interaccion de la microalga con la bacteria cuando se encuentran co-
inmovilizados, asi como los cambios fisiolégicos que se pueden presentar tanto en la bacteria

como en la microalga.

El uso de las esferas una vez terminado el tratamiento de las aguas como una alternativa de

biofertilizante podria ser estudiado.
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