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1. RESUMEN

Los efluentes producidos por la actividad ganadera, principalmente
purines, han sido tradicionalmente aplicados en agricultura como fertilizantes.
Sin embargo, el progresivo desarrollo de la ganaderia intensiva y la saturacion
de la superficie agricola han provocado que dichos efluentes pasen de ser un
abono a un residuo que hay que gestionar adecuadamente, ya que pueden
provocar, no sélo contaminacién en las aguas superficiales y subterraneas,
sino también afectar la calidad atmosférica y poner en peligro la salud de las
personas. Por ello se esta realizando un gran esfuerzo en la busqueda de
reducir la contaminacion provocada por esta clase de residuos. Una alternativa
a las tecnologias convencionales para el tratamiento de aguas residuales es la
ficoremediacion, que se propone como una tecnologia mas econémica, versatil
y tecnolégicamente sencilla.

En este estudio se evalud la capacidad de remocion de nutrientes en
purines de cerdo digeridos anaerdbicamente (PDA) y sin digerir (PF),
previamente diluidos al 5% con agua de riego. Para ello se emplearon cuatro
fotobiorreactores raceways (tres convencionales y uno de capa fina) inoculados
con microalgas del género Scenedesmus sp. Se operaron con tres velocidades
de dilucién (D) distintas segun fotobiorreactor: RW1=0.15 dia™, RW2= 0.3 dia™,
RW3= 0.4 dia®y RI= 0.3 dia™’. Los tiempos de retencién hidraulica (inversa de
la velocidad de dilucion, 1/D) segun las velocidades de dilucion impuestas en
los fotobiorreactores fueron los siguientes: 6.66 dias, 3.33 dias, 2.5 dias y 3.33
dias, respectivamente. Los valores de productividad de biomasa alcanzados
con medio PF estuvieron entre 4.32 y 26.66 g/m?*d, mientras que con PDA
entre 8.39 y 25.84 g/m?d, a un TRH de 6.66 dias (D=0.15 dias™). De los dos
medios de cultivo empleados, con PDA fue con el que se consiguié mayor
productividad de biomasa y eficiencia de remocion de nutrientes. De los cuatro
fotobiorreactores ensayados, el reactor inclinado de capa fina (RI) fue el que
mejor resultado arrojé en cuanto a productividad de biomasa y eficiencia de
remocién de nutrientes, seguido por RW1, RW2 y por ultimo RW3. En general,
la tasa de remocion de DQO varié desde un 79% a 98%, la de amonio entre un
44% y 99%, la de nitrato entre un 39% y 98%, la de fosfato entre un 65% y
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94%. y por ultimo la de TOC entre un 69% y 99%. En cuanto al recuento de
bacterias aerobias totales, los resultados indicaron que tanto en PF como en
PDA la remocion fue del 100%. Para el caso de Escherichia coli, se observo
ausencia en medio PDA, mientras que en medio PF, se detectaron
concentraciones comprendidas entre 13000 y 20000 UFC/100 mL.

Si bien la ficoremediacion es una de las mejores alternativas para lograr la
valorizacion de purines de cerdo, se necesita aun mas investigacién para

conseguir mejorar esta tecnologia.
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2. INTRODUCCION

Los efluentes producidos en granjas porcinas, denominados purines,
estan compuestos por altos contenidos en nitrogeno, fésforo y materia
organica. La generacion y composicion de purines por unidad de cerdo puede
ser muy variable ya que depende de diversos factores como son la época del
afo, la zona de procedencia, el sistema de crianza, el estado fisiologico del
animal, entre otros. Tradicionalmente, los purines de cerdo se han utilizado
solos o compostados con paja y otros residuos como material fertilizante para
abonado de los terrenos agricolas préximos a las granjas. Estos excrementos
no sélo emiten un olor muy desagradable, sino que generan metano que junto
con el anhidrido carboénico y otros gases son los responsables del efecto
invernadero. En Espafia se producen 50 millones de toneladas anuales de
purines, que equivalen a 500000 toneladas anuales de nutrientes agricolas.
Ademas, la ganaderia intensiva ha concentrado la cria de animales en
determinadas zonas geograficas (principalmente en Andalucia, Aragon, Castilla
La Mancha, Castilla y Ledén, Catalufia, Murcia y Valencia) produciendo
contaminacion ambiental por el vertido excesivo de los purines en los recursos
acuiferos. Por ello, la Unién Europea aprob6 los decretos 91/676/CE y RD
261/96 que regulan la manipulacion y tratamiento de los residuos ganaderos.
En la actualidad las estaciones depuradoras de agua residual cuentan con
distintos tratamientos para disminuir la materia organica presente en el agua de
desecho. Sin embargo tienen dificultad en la remocion de nitrégeno y fésforo,
los cuales se encuentran en concentraciones de hasta 3 veces o mas de lo
normal (Rawat et al. 2011). Por lo que, la eliminacién de estos nutrientes
requiere de procesos adicionales que implica mayores costos energéticos, pero
si no se realiza se contribuye a la eutrofizacion.

Una mejor alternativa a las tecnologias convencionales para el
tratamiento de aguas residuales es la ficoremediacion, la cual se propone como
una tecnologia mas econdmica, versatil y tecnolégicamente sencilla (Sanchez,
2007). Esta se puede definir como el uso de macro o microalgas para la
remocion o biotransformacion de contaminantes, incluidos nutrientes,

xenobidticos y CO, del agua residual. La importancia y aplicacion de las
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microalgas en el tratamiento de aguas residuales tienen sus antecedentes en la
época de Caldwell (1946), y mas tarde de Oswald (1953), quienes sugirieron la
utilizacion de cultivos masivos de microalgas para el tratamiento de aguas
residuales y produccion de proteina simultaneamente. Es en el afio 1960, en
California, cuando se plantea el sistema de cultivo mas grande de los Estados
Unidos, llegandose a alcanzar una produccion de biomasa de microalgas de
12-18 g/m?d. Es a partir de este cultivo a gran escala que se desencadené en
diferentes paises del mundo, el desarrollo de cultivos masivos de microalgas en
sistemas tanto abiertos como cerrados.

Para evaluar la calidad de los efluentes es necesario considerar su
composicién y especialmente el contenido en DQO, nitrogeno y fésforo. La
relacion N:P oOptima para la produccién de microalgas estad comprendida entre
6.8 y 10 (Olguin, 2012). El nitrogeno es el segundo nutriente mas importante
para las microalgas después del carbono, ya que constituye el 10% de la
biomasa (Larsdotter, 2006). Las formas del nitrdgeno que prefieren las
microalgas son el amonio (NH4") y el nitrato (NO3) (Oliver and Ganf, 2000), sin
embargo, la urea y el nitrito (NO;") también pueden ser utilizados como fuentes
de nitrogeno (Larsdotter, 2006). Estas son las principales formas de N que
estan presente en los purines de cerdo. El fésforo es otro macronutriente
esencial para el crecimiento de las microalgas, éste es asimilado como fosfato
(PO,™). Las microalgas son capaces de asimilar el fésforo en exceso, que se
almacena dentro de las células en forma de granulos de polifosfatos
(Larsdotter, 2006). Ademas, las microalgas tienen la capacidad de
proporcionar, a través de la fotosintesis, el oxigeno necesario para sustentar a
las bacterias aerobias durante la degradacion de la materia organica a CO; y
otros compuestos minerales (Oswald et al., 1953).

Un consorcio de microalgas y bacterias puede ser adecuado para el
tratamiento de aguas residuales (Figura 1) porque disminuye los costos
energéticos derivados de la inyeccion mecanica de oxigeno en los procesos
convencionales. Se estima que los consumos de energia asociados a la
depuracion de aguas residuales ascienden a 0.5 kWh/m3, con un costo

aproximado de 0.2 €/m?.
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Fig. 1. Simbiosis microalga-bacteria en el tratamiento de purines de cerdo.

Las microalgas empleadas para ficoremediacion deben cumplir con 3
condiciones: elevada tasa de crecimiento; alta tolerancia a las variaciones
estacionales y diurnas, y buena capacidad para formar agregados para un
cosechado por simple gravedad (Park et al. 2011). Algunas especies de
microalgas presentes en aguas contaminadas (especies autoctonas) son
utilizadas en tratamientos de aguas residuales debido a su elevada tolerancia a
las condiciones del medio. Microalgas de los géneros Chlorella y
Scenedesmus, asi como algunas del grupo de las cianobacterias, se han usado
en el tratamiento de diferentes tipos de aguas residuales, destacando las
provenientes de plantas de tratamiento convencionales, de origen industrial,
urbano y las derivadas de purines de animales (Baumgarten et al., 1999). De
todas formas es conveniente el estudio previo del agua a tratar y del
comportamiento de las distintas especies a utilizar, antes de avanzar en el
desarrollo de cualquier bioproceso.

En cuanto al disefio del fotobiorreactor y modo de operacion, se emplean
reactores abiertos tipo raceway por su bajo costo, bajo consumo energético,
facilidad de construccion y operacion, asi como alta durabilidad. El tiempo de
retencion hidraulico (TRH) en estos sistemas es usualmente alto, de hasta 10
dias, y esta determinado por los requisitos de eliminacion de nitrégeno, fosforo
y materia organica. En cuanto al control de pH, la mayoria de los sistemas
operan sin control de pH, sin embargo esto hace que el pH alcance valores

alcalinos, superiores a 10, perjudicando no so6lo a las bacterias sino también
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favoreciendo el fenémeno de “stripping” (eliminacion de amonio por desorcion).
Como desventajas cabe destacar la baja accesibilidad de las células a la luz,
pérdidas de agua por evaporacion, necesidad de grandes extensiones de
terreno y exposicion a contaminacién por parte de organismos heterotrofos de
rapido crecimiento y/o depredadores (tales como rotiferos, cladoceros, etc.)
(Park et al. 2011).

La eficiencia del proceso depende basicamente del tipo de agua residual
y del disefio y modo de operacién del biorreactor (profundidad, mecanismos de
agitacion, temperatura, intensidad luminosa, entre otras). La finalidad del
empleo de efluentes procedentes del tratamiento primario, secundario o
terciario de aguas residuales como medio de cultivo de microalgas es, por un
lado, mejorar la calidad del efluente, a través de un mecanismo de bajo costo
energético y por otro lado, obtener sub-productos como fertilizantes,
biocombustibles, y eventualmente pienso para animales. Sin embargo, a pesar
del alto potencial de la ficoremediacion para la valorizacion de efluentes
agropecuarios aun queda mucho por investigar para conseguir optimizar esta

tecnologia.
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3. OBJETIVO

Evaluar la capacidad depuradora de un cultivo de microalgas
Scenedesmus sp. para la remocién de nutrientes presentes en purines de
cerdo digeridos anaerGbicamente (PDA) y sin digerir (PF) empleando
fotobiorreactores raceways.

v' Evaluar el efecto de la velocidad de dilucién (D) sobre la productividad

de biomasa y eficiencia de remocién de nutrientes.

v' Evaluar el efecto de la configuraciéon de los fotobiorreactores sobre la

productividad de biomasa y eficiencia de remocion de nutrientes.

v' Evaluar el efecto de los medios de cultivo (PDA y PF) sobre la

productividad de biomasa y facilidad de eliminacion de nutrientes.

4. MATERIALES Y METODOS

El género de microalga empleada en este trabajo fue Scenedesmus sp.
Esta microalga de agua dulce pertenece a la division Chlorophyta, clase
Chlorophyceae, orden Chlorococcales, familia Scenedesmaceae (Villasmil,
2004) y puede encontrarse solitaria o en parejas formando cenobios de 2-4-8
células ovales, elipsoidales, cilindricas a fusiforme (tamafio promedio de 19,1-
29,2 x 4,5-8,8 um), ordenadas en paralelo, alineadas o alternas, con pared

celular lisa o con verrugas o acostilladas (Fig. 2).
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Fig.2. Microfotografias 40x con luz visible de Scenedesmus sp. empleada en la investigacion.

Bajo las condiciones medioambientales existentes en Almeria,
Scenedesmus sp. se caracteriza por ser un género de microalga idénea para el
cultivo en reactores abiertos con aguas residuales debido a su capacidad de
soportar elevadas concentraciones de nutrientes contenidos en esas aguas,
poseer actividad metabdlica elevada (Gonzalez, 2006) y capaz de resistir
temperaturas de hasta 35 °C (Fernandez et al., 2014). Por otro lado, Kesaano y
Sims (2014), también han reportado que Scenedesmus es una especie de
microalga facil de encontrar en fotobiorreactores donde se lleva a cabo el
tratamiento de aguas residuales domésticas.

Para la preparacion del medio de cultivo se emplearon purin de cerdo fresco
(PF) sin digestion anaerdbica proveniente de Nijar y purin de cerdo digerido
anaerobicamente (PDA) de Castilla La Mancha (Tabla 1). Los mismos fueron
transportados desde su lugar de produccion hacia la Estacion Experimental
“Las Palmerillas” (Almeria, Espafa). Debido a la alta carga contaminante de
estos purines para la preparacion del medio de cultivo los purines fueron
diluidos con agua al 95% (250 litros de purin y 4750 de agua), de forma que la
composicion final se aproxima a la de los medios de cultivo estandar utilizados

para la produccion de microalgas.
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Tabla 1. Composicion quimica de los purines empleados, de cerdo fresco sin digestion
anaerobica (PF) proveniente de Nijar (Almeria, Espafia) y de cerdo digerido anaerébicamente
(PDA) de Castilla La Mancha (Espafia).

Medio de| N-NH," P-PO,3, DQO,
cultivo mg/L mg/L mg/L

PF 7602 451 22260

PDA 4604 1680 169800

Se comenzo el ensayo experimental con el PF y una vez terminado éste,
se continué con el tratamiento de PDA. Cada medio de cultivo se almacenoé en
un tanque de 10000 litros de capacidad (Fig. 3) desde cual se transportaba con
una bomba sumergible de 1.5 HP (Pedrollo, Italia), segun demanda, hacia otro
tanque de 5000 litros (Fig. 4). En este Ultimo tanque se realizaba la dilucién de
los purines de cerdo para luego alimentar los distintos FBRs.

Figuras 3y 4. Izq. Tangue de almacenamiento de medios de cultivo. Drcha. Tanque de dilucion
y alimentacion de medios de cultivo.

Los ensayos se llevaron a cabo en cuatro fotobiorreactores raceways de
polipropileno (FBRS): tres raceways convencionales (RWs) (RW1, RW2, RW3)
(Fig. 5) y uno de capa fina (RI), localizados en la Estacion Experimental “Las
Palmerillas” de la Fundacién CAJAMAR (Almeria, Espana). Los tres primeros
FBRs (RW1, RW2 y RW3) se disefiaron de tal manera que un tabique divide a

cada RW en dos canales de 6 m de largo y 0.6 m de ancho, conectados por
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una curva de 180° en cada extremo. Ambas curvas estan acompafadas de una
paleta construida del mismo material que los RWs, que sirve de guia para el
flujo (Fig. 6). Tienen una superficie de 8.33 m? y una profundidad de 0.12 m. El
volumen total de trabajo en RW1, RW2 y RW3 fue 750, 810 y 850 litros,
respectivamente. La principal diferencia entre los volimenes se debe a la
existencia de un foso de 1 metro de profundidad presente solamente en RW2 y
RW3, para mejorar la transferencia de CO,. Los volumenes de los fosos en
RW2 y RW3 fueron 100 y 150 litros, respectivamente. Para mantener el pH a
8.0 + 0.5, se suministré CO, a una razon de 20 L/min desde la parte inferior de
los sumideros, y en el caso de RW1 desde la parte inferior del reactor, a través
de difusores de polietileno de 25 mm de diametro. El suministro de CO, a los
diferentes FBRs, se efectu6 a partir de CO, puro (99,9 %) adquirido de la firma
Abello Linde (Espafia). La agitacion del cultivo en cada RW se efectud a través
de una rueda de 6 paletas de 0.56 m de largo y 0.02 m de alto, accionada por
un motor eléctrico (Motovario, Italia). Se trabajé a una velocidad de circulacién

del cultivo de 0.2 m/s.
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Fig. 5. Esquema de los tres fotobiorreactores raceways (RW1, RW2 y RW3). Los circulos
blancos en los RWs representan los sensores de pH, los circulos rojos hacen referencia a los
sensores de oxigeno disuelto (O.D.) y temperatura y los circulos negros a los fosos. Las lineas
continuas y discontinuas indican suministro de purines de cerdo y distribucion de CO,,
respectivamente.
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Fig. 6. I1zg. Esquema de un raceways indicando: dimensiones caracteristicas, agitador (rueda
de paletas) y foso (circulo negro). Drcha. Fotografia de RW en Estacion Experimental “Las
Palmerillas”.

El cuarto FBR (RI) consistia en un sistema de bandejas de capa fina
dispuestas en cascadas (Fig. 7), con una superficie total de 33 m? y una
profundidad de 2.5 cm. El volumen total de trabajo fue 1200 litros. A través del
foso, de 1000 litros de capacidad, se burbujeaba aire a un caudal de 60 L/min o
CO; puro a 20 L/min para mantener el pH a 8 + 0.5. La velocidad de circulacién
del cultivo fue de 0.2 m/s, lo cual se consigui6 mediante el empleo de una
bomba Prinze SE-200-M 2 CV (Espafa) situada en la parte inferior del foso que

impulsaba el liquido hasta la bandeja superior.

~y

Figura 7. Fotobiorreactor abierto de capa fina de 1200 litros de capacidad.

Al igual que los RWSs, este reactor estaba equipado con pH-metros,
sondas de oxigeno disuelto y medidor de temperatura. Estas variables estaban
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monitorizadas por un ordenador con tarjeta de adquisicion de datos (Labjack
U12) para registrar en linea los valores de temperatura, oxigeno disuelto y pH.
Ademas se registré la radiacion solar mediante un piranémetro G-54 (LI-COR,
EE.UU.) que mide radiacion PAR a nivel del suelo. Mediante el software
DAQFactory 8.85, se llevd a cabo el control de las variables mencionadas

anteriormente y de la dilucion de los reactores.

Los ensayos se realizaron primero para PF y luego para PDA. Cada
fotobiorreactor raceway (RW1, RW2 y RW3) fue inoculado con la microalga de
agua dulce Scenedesmus sp. hasta una concentracién aproximada de soélidos
suspendidos totales (TSS) de 250 mg/L. La inoculacién se realiz6 desde el
fotobiorreactor de capa fina (RI) en el cual las microalgas fueron previamente

cultivadas (Fig. 8).

Figura 8. Llenado de RW con medio de cultivo e inoculacion con Scenedesmus sp.

La aclimatacion de las microalgas y la compensacion de las pérdidas por
evaporacion se realizaron mediante la alimentacién de los cuatro RWs con el
medio de cultivo operando en modo semi-continuo. La misma tuvo lugar
durante los primeros tres dias del ensayo utilizando para ello una bomba
modelo S-561 82 Husqvarna AB (Suecia). El valor de pH se mantuvo a 8.0

0.5 mediante el burbujeo con CO; puro controlado automéaticamente.
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Una vez sobrepasado el periodo de aclimatacion, se instalaron en los
FBRs valvulas de control automatico (Cepex, L10, Espafa) del caudal de
alimentacion. Los FBRs fueron alimentados diariamente en modo continuo
durante 12 horas, desde las 8:00 am hasta las 20:00 pm (correspondiente al
periodo solar), hasta que el cultivo alcanzase el estado estacionario (valores
constantes de absorbancia del cultivo a 680 nm. y de concentracion de
biomasa). Las velocidades de dilucion (D) para RW1, RW2, RW3 y RI fueron
0.15 dia®, 0.3 dia®, 0.4 dia’y 0.3 dia™, respectivamente. La operacién en
continuo se mantuvo durante al menos dos semanas en cada ensayo, con el
objetivo de garantizar un estado estacionario estable.

Los parametros monitoreados en linea y registrados cada 6 minutos
fueron: pH, temperatura, concentracion de oxigeno disuelto (OD) e irradiacion
incidente sobre la superficie de los RWs. El pH se midi6 mediante sondas de
pH (Crison, Espafia), la temperatura y OD se determinaron con sensores de
oxigeno In Pro 6050/120 (Mettler Toledo, Espafia) y la irradiancia incidente con
un piranémetro G-54 (LI-COR, EE.UU.). El caudal de alimentacién del medio de
cultivo se registré cada dia usando un medidor de flujo (Cepex, Espafia),
mientras que el caudal de salida se calcul6 teniendo en cuenta las pérdidas por
evaporaciéon de agua en cada FBR. Los valores de evaporaciéon en L/m? asi
como temperatura externa promedio fueron registrados en la estacion
meteoroldgica local de la “Las Palmerillas”. El nUmero de horas de sol diarias

se obtuvo a partir de mediciones de radiacion solar en el lugar.

El seguimiento de la evolucion de los cultivos en los RWs se realizd
mediante la extraccion diaria de 500 ml de muestra. En cada muestra extraida
se determind: concentracion de biomasa mediante peso seco y evolucion del
cultivo mediante medida de absorbancia a 680 y 750 nm. La medida de
absorbancia a 680 nm permite determinar de forma mas rapida la
concentracion de biomasa presente en el cultivo. Una vez alcanzado el estado
estacionario, ademas de los analisis de rutina, se realizaron analisis quimicos,
microbiolégicos y espectros de absorcion de los cultivos en el rango del visible.

El analisis quimico permite conocer la composicion del medio de cultivo, tanto
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de las corrientes de entrada como de las de salida, para estudiar el consumo
de nutrientes, las posibles carencias y evaluar la calidad del agua del efluente
de salida. EI andlisis microbiolégico de las corrientes de salidas permite
cuantificar el contenido en bacterias aerobias totales y Escherichia coli. El
barrido de las muestras en el rango del visible (400-800 nm.) permite
determinar el coeficiente de extincion de la biomasa (K,) y conocer la influencia
del medio de cultivo en las propiedades Opticas de la biomasa. El rendimiento
del proceso se ha caracterizado por la eficiencia de remocion, una vez
alcanzado el estado estacionario, de DQO, TOC, TIC, TN, N-NH"4, N-NO3, TP,
Escherichia coli, aerobios totales y productividad de biomasa.

4.5.1. Cuantificacion de biomasa y propiedades Opticas

Para la cuantificacion de la concentracion de biomasa se realizaron
medias de peso seco. Se emplearon filtros de 0.7 um de Machenery-Naguel
previamente introducidos en la estufa FED53 Binder (Tuttlingen, Germany) a
80°C durante 24 horas para eliminar la humedad que pudiesen tener. A
continuacion se filtran 250 ml de cultivo de cada muestra con una bomba de
vacio Neuberger modelo N035 1.2. AN.18 (USA) (Fig. 9) y se dejan secar los
filtros en la estufa a 80°C durante 24 horas. La diferencia entre el peso del filtro
y el peso del filtro con biomasa, corresponde al peso seco de la biomasa en
250 ml. de cultivo, que al multiplicarlo por 1000 ml. permite obtener la

concentracion de biomasa expresada en g/L.

Figura 9. lzg. Sistema de filtracién correspondiente a muestras RW1, RW2, RW3 y RI (de

drcha. aizg.). Drcha. Papel de filtro de 0.7 pm con biomasa de cada FBR.
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Para la determinacion de las propiedades Opticas se realizaron espectros
de absorcion de los cultivos en el rango del visible (400-800 nm.) en un
espectrofotometro de doble haz Helios Genesys (10S UV-VIS; Thermo
Scientific, Horsham, England), haciendo diluciones cuando los valores de
absorbancia superaban 0.8. Luego se calcul6 el promedio de las absorbancias
en el rango del visible y se normaliz6 con respecto a la concentracion de
biomasa (Cbrw) y al dividirlo por el espesor de la cubeta (P) se obtuvo el
coeficiente de extincién (Ka) expresado en m?/g:

Abs

Ky=——
@ CbRw'P

4.5.2. Analisis quimico de los medios de cultivo

Se realiz6 el analisis quimico de la corriente de alimentacion al
fotobiorreactor y el analisis del cultivo, una vez que se alcanzé el estado
estacionario. Estos analisis se llevaron a cabo con los liquidos filtrados de las
muestras extraidas de los RWs y con el filtrado de la corriente de entrada
extraida directamente desde el tanque de alimentacion de 5000 litros. Se
determinaron la concentracién de DQO, carbono orgénico total (TOC), carbono
inorganico total (TIC), carbono total (TC), nitrégeno total (TN), N-NH4*, N-NO3 y
fésforo total (TP). Para ello, cada muestra de los RWs fue previamente filtrada
con un filtro de 1 ym de Machenery-Naguel. Las concentraciones de DQO, TC
(TOC + TIC) y TN se midieron usando el kits Hack-Lange (LCI 400, LCKI 381y
238, respectivamente) (Germany). Por otro lado, las concentraciones de N-
NH"4, N-NO’3 y TP fueron determinadas de acuerdo con los métodos estandar
aprobados por el Ministro Espafiol de Agricultura (1982).

v' Determinacion de fésforo: en un matraz de 25 ml se preparé una
disolucion compuesta por: 1 ml de muestra, 4 ml de agua, 1 ml de
hidroquinona, 1ml de sulfito sédico al 20% y 1 ml de molibdato amonico.
Luego se enraso el matraz aforado y al cabo de 30 minutos se midi6 su

absorbancia a 430 nm. en el espectrofotbmetro de doble haz Helios
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Genesys (10S UV-VIS; Thermo Scientific, Horsham, England). El equipo

arroja resultados en mg P-PO, /L, aplicando la siguiente férmula:

mg P-PO, /L= Pendiente x Absorbancia

donde mg P-PO,?/L: Concentracién de fosfato calculada y registrada por
el espectrofotometro, Pendiente: Obtenida a partir de la curva de

calibracion, Absorbancia: Lectura realizada por el espectrofotometro.

Para expresar el resultado como exige la normativa, en mg P/L se aplicé

la formula:

0.32614 x mg P-PO,>/L = mg P/L

Determinacion de N-NH";: en un matraz de 25 ml se colocé 1 ml de
muestra, 4 ml de agua, 1 ml de tartrato sodico y 1 ml de Reactivo
Nessler. Luego se procedio de la siguiente manera:

e Sise quedaba incoloro no contenia amonio < 0.1ppm.
e Si se coloreaba a amarillo se enrasaba, agitaba, y

transcurridos 15 min. se leia la absorbancia a 410 nm. en el
espectrofotometro de doble haz Helios Genesys (10S UV-
VIS; Thermo Scientific, Horsham, England). El equipo arroja

resultados en mg N-NH,"/L, aplicando la siguiente férmula:

mg N-NH,"/L = Pendiente x Absorbancia

donde, mg N-NH;*/L: Concentracion de amonio calculado y registrado
por el espectrofotometro, Pendiente: Obtenida a partir de la curva de

calibracion, Absorbancia: Lectura realizada por el espectrofotometro.

Para expresar el resultado como exige la normativa, en mg N/L se aplicé

la formula:

0.77649 x mg N-NH,"/L = mg N/L
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v" Determinacion de N-NO7: en un matraz de 100 ml. se afiadié 1 ml. de
muestra, se enraso, se agito y se efectud la lectura de la absorbancia a
A1= 220 nm, y A,= 275 nm en el espectrofotometro de doble haz Helios
Genesys (10S UV-VIS; Thermo Scientific, Horsham, England). La
concentracion de nitrato expresada en mg N/L se determiné de la

siguiente manera:

(A1=2*A,) - b mg N-NO5/L x 0.22590= mg N/L
m

Donde m: Pendiente de la curva de calibracion, b: Ordenada al origen,

A1 Absorbancia leida a 220 nm, A,: Absorbancia leida a 275 nm.
4.5.3. Analisis microbioldgico de los medios de cultivo

Los andlisis microbiolégicos se hicieron segun normativa para recuento de
Escherichia coli y aerobios totales UNE-EN-ISO 9308-1:2001 (2008) y UNE-
EN-ISO 6222:1999 (2008), respectivamente. El andlisis consistio en sembrar 2
ml. de cada muestra en placas de Petri con agar nutritivo Mc. Conkey
(Scharlau, Espafia) e incubar las mismas a 37°C durante 48 horas. Tras la
incubacion, se contaron las colonias bacterianas formadas en cada placa, cada
colonia representa a una unidad formadora de colonia (UFC). Los resultados se

expresaron en UFC/100ml. para ello se utilizé la siguiente férmula:

UFC/100ml.= N° colonias x inverso de la dilucién x 100 ml
2 ml.

La eficiencia de remocion de DQO, N-NH" 4, N-NO3 TOC, TIC, TC, TN,
TP, Escherichia coli y aerobios totales fue calculada para cada RW, en

condicion de estado estacionario, segun la siguiente ecuacion:

(QE'CE_QS'CS)_lo

0
QE'CE

Eficiencia de remocion de nuetrientes (%) =
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Donde, Qg representa el caudal de entrada de purin de cerdo (L/d) y Qs el
caudal de salida (L/d) en cada RW. Cg and Cs son la concentracion de entrada
y salida de DQO, N-NH" 4, N-NO3 TOC, TIC, TC, TN, TP, Escherichia coli y

aerobios totales, respectivamente (en mg/L 6 cfu/100 ml.).

La productividad por &rea de biomasa (W) expresada en g/m?d se

determind de acuerdo a la siguiente ecuacion:

_ Chrw " Qs

w
S

Donde, Cbgrw corresponde a la concentracion de biomasa (g/L) en cada FBR,;
Qs representa el caudal de salida (L/d) en cada RW y S corresponde a la
superficie de los RWs ( Srw1=Srw2=Srws= 8.33 m?y Sgi= 33 m?).

La irradiancia promedio (W/m?) en el interior del cultivo una vez alcanzado
el estado estacionario fue calculada segun la siguiente ecuacion (Molina et al.,
1997):

1,
ko Cp - Leg

Ial. — (1 - e_k“.crb.LcE')

Donde, 1, corresponde a la intensidad espectral incidente (W/m?); Ka
representa el coeficiente de extincion de la biomasa (m?g); Cb es la
concentracién de biomasa (g/m?) y Leq corresponde a la longitud equivalente
del sistema (m).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Se han usado como medios de cultivo purin de cerdo sin digestion
anaerobica (PF) y purin de cerdo digerido anaerébicamente (PDA) diluidos con
agua al 95%. En la figura 10 se muestran las diferencias en cuanto a la

composicion de ambos medios de cultivo.
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mPF 12,90 | 380,10 | 22,57 | 1113,00 | 247,00 | 479,00 | 191,00 | 670,00
mPDA| 138,84 | 230,21 | 83,96 | 8490,00 | 625,00 | 5555,00 | 1141,25 | 6702,50

Figura 10. Composicion de los dos medios de cultivo (PF y PDA) una vez diluidos con agua de

riego hasta una concentracion de 5% (P/P).

En ambos medios de cultivo el nitrégeno esta principalmente en forma de
amonio. En PF la concentracion de amonio es 380 mg/L mientras que en PDA
es un 60% menor. Segun Jongmin et al. (2010) a concentraciones entre 200-
500 ppm de N-NH;" el crecimiento del cultivo puede disminuir hasta un 70%.
Otra fuente de nitrégeno para la microalga es el nitrato, en este caso sucede lo
contrario al amonio, ya que el PDA tiene un contenido de nitrato 11 veces
mayor al contenido en nitrato del PF. Xin (2010) demostré que la microalga
Scenedesmus sp. LX1 crece mas rapidamente con amonio, seguido de urea y
finalmente de nitrato. Sin embargo, la eliminacion de fésforo y nitrégeno fue
mas completa en el cultivo donde éste esta presente en forma de nitrato y urea
gue en aquél con amonio.

En cuanto a fésforo, la concentracion en PDA es aproximadamente cuatro
veces superior a la concentracion en PF, 84 mg/L y 23 mg/L, respectivamente.
La cantidad necesaria de fésforo es mucho menor que la de nitrégeno para una

misma cantidad de biomasa generada. La relacion N/P es un valor que permite
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conocer el estado nutricional del fitoplancton, valores mayores a 20 indican una
deficiencia en fosforo mientras que valores menores de 10, deficiencia en
nitrégeno (Reynolds, 1984; Bulgakov & Levich, 1999; Marinho & Moraes, 2002).
En los medios de cultivos analizados, la relacion N/P son 12 y 9 para PF y
PDA, respectivamente. Estos valores estarian indicando una buena relacion
N/P para PF y una leve deficiencia de nitrdgeno en PDA.

En general, el fitoplancton requiere una proporcion molar aproximada de
106/16/1 de carbono, nitrogeno y fosforo para un crecimiento balanceado del
mismo. Desviaciones de esta proporcidon pueden sugerir limitacion de
nutrientes (Lagus, 2009). Para el caso del medio PF este ratio es de 100/37/3 y
para el caso de PDA es de 100/9/1. Estos ratios estarian indicando que PDA
esta limitado en nitrégeno mientras que PF en carbono. Sin embargo, el control
de pH del sistema mediante inyeccion de CO, a demanda, descarta al carbono
como nutriente limitante durante el cultivo. Por ultimo, la concentracion de DQO
en PDA es aproximadamente 8 veces mayor a la presente en PF, es decir, que

PDA tiene un mayor contenido de materia organica susceptible de ser oxidada.

Los ensayos se han llevado a cabo en continuo a una velocidad de
dilucién constante, segun tipo de FBR, durante el periodo solar. Los resultados
obtenidos de concentracibn de biomasa en estado estacionario para los
diferentes ensayos y reactores se muestran en la figura 11. Se observa como la
concentracion de biomasa en el reactor inclinado es muy superior a la de los
demas fotobiorreactores, para ambos medios de cultivos empleados. Esta
diferencia se debe a que en el RI la disponibilidad de luz es mayor por su
menor profundidad. Por otro lado, conforme aumenta la velocidad de dilucion y
disminuye el tiempo de residencia hidraulico, la concentracion de biomasa en
los raceways RW1, RW2 y RW3 disminuye independientemente del medio de
cultivo empleado (PF 6 PDA). Sin embargo, se observa que en todos los FBRs
se alcanza una mayor concentracién de biomasa cuando se emplea como
medio de cultivo PDA. El hecho de que la concentracion de biomasa sea mayor
con PDA que con PF puede deberse a la mayor concentracion de amonio

presente en este ultimo.
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Figura 11. Concentracion de biomasa alcanzada en estado estacionario en cada uno de los
fotobiorreactores en funcion de la velocidad de dilucién impuesta (inversa del TRH) y medio de

cultivo utilizado.

Los resultados obtenidos a partir del peso seco permiten cuantificar la
productividad de biomasa en estado estacionario, en funcion de la composicion
del medio de cultivo y del tipo de fotobiorreactor empleado (figura 12). Los
valores de productividad por unidad de superficie que se obtuvieron usando
como medio de cultivo PF estan comprendidos entre 4.32 y 26.66 g/m?d.
Mientras que los obtenidos con PDA estan entre 8.39 y 25.84 g/m?d. La
productividad mas alta (26.66 g/m?*d) se consiguié en el reactor de capa fina
Rl empleando como medio de cultivo PF, mientras que el nivel mas pequefio se
obtuvo en el RW3, trabajando con una velocidad de dilucién de 0.4 dias™
(equivalente a un TRH de 2.5 dias) con medio PDA. Los valores de
productividad anteriormente mencionados, son muy similares con los obtenidos
por Fallowfield y Garrett (1985) quienes trabajaron con reactores raceways de

2200 litros para el tratamiento de purines de cerdo.
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Figura 12. Productividad de biomasa alcanzada en estado estacionario en cada uno de los
fotobiorreactores en funcion de la velocidad de dilucién impuesta (inversa del TRH) y medio de

cultivo utilizado.

La productividad alcanzada en RW2 (velocidad de dilucién de 0.3 dias™ y TRH
de 3.33 dias) con medio de cultivo PDA es anéloga a la alcanzada en RI
(velocidad de dilucién de 0.3 dias™ y TRH de 3.33 dfas) alimentado con PF, a
pesar de que el volumen del Rl es muy superior al de RW2, obteniéndose
valores de 26.66 y 25.84 g/m*d, respectivamente. Estos valores fueron
superiores a los reportados por Min et al. (2014) quienes obtuvieron
productividades entre 19.15 y 23.19 g/m?xday empleando como medio de
cultivo purin de cerdo digerido anaerébicamente y un fotobiorreactor abierto de
similar caracteristicas. Por otro lado, se observa que conforme aumenta la
velocidad de dilucion y utilizando como medio de cultivo PF, la productividad
por unidad de superficie disminuye, de igual manera que lo hace la

concentracion de biomasa (Figura 12).

Para estudiar las propiedades Opticas del cultivo se han realizados

barridos de la absorbancia de los mismos una vez alcanzado el estado
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estacionario del cultivo (Figura 13). Los resultados indican que la biomasa
obtenida en el Rl es la que presenta mayor absorbancia y mayor altura del pico
en la zona de 680 nm, correspondiente a la longitud de onda de absorcién de
las clorofilas. Este comportamiento pude ser debido a la menor profundidad
gque presenta este FBR comparado con los otros tres FBRs estudiados. Por el
contrario, las biomasas obtenidas en los demas raceways (RW1, RW2 y RW3)
presentan menor absorbancia y un perfil mas plano a la longitud de onda de las
clorofilas, observandose en RW3 ausencia de pico.

La tendencia que se observa es que al aumentar la velocidad de dilucion
(D) en los FBRs, menor es la absorbancia y la altura del pico a 680 nm.
Ademas se puede ver en la gréfica que los niveles de absorbancias en los
cultivos con medio PDA son mas altos que con PF, probablemente debido a las

diferencias en concentracion de DQO en ambos medios de cultivo.
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Longitud de onda, nm.

e RW1-PDA (0,15) e RW1-PF (0,15) e RW2-PDA (0,30)

= RW?2-PF (0,30) = RW3-PDA (0,40) RWS3-PF (0,40)

e R|-PDA (0,30) RI-PF (0,30) 680 nm.

Figura 13. Variacion de la absorbancia de los cultivos una vez alcanzado el estado estacionario
en funcién de la longitud de onda, medio de cultivo empleado (PF, PDA), tipo de fotobiorreactor

y velocidad de dilucién impuesta.
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Los promedios de 24 horas de radiacion PAR que incidieron en los
cultivos durante los periodos de estado estacionario correspondientes a los
meses de Abril (para el ensayo con PF) y Mayo (para el ensayo con PDA)
fueron: 212 W/m? y 181 W/m?, respectivamente. Estos valores indican que la
radiacion PAR en el mes de abril fue un 17% mayor a la del mes de mayo. Esta
pequefia diferencia se debe a cambios en las condiciones climatologicas.

Un incremento en la irradiancia incidente sobre la superficie del reactor no
implica un aumento de la irradiancia promedio (l,,) que recibe cada célula. Si la
densidad del cultivo aumenta y/o la concentracidbn de materia organica en el
medio de cultivo es alta, se daran fenomenos de sombreado en las células,
disminuyendo |,,. Para determinar la irradiancia media que recibe cada célula
en cada condicion ensayada, es necesario determinar experimentalmente el
valor de Ka en el rango visible (Figura 14). Cuanto mayor es el valor de Ka,
mayor es la atenuacion de la irradiancia en el seno del cultivo.

Los resultados muestran que el medio de cultivo PDA origina una mayor
atenuacion de la luz que PF, esto se debe a que PDA tiene un mayor contenido
de materia organica. Por otro lado, se puede observar que en RW3 el
coeficiente de extincion de la biomasa presenta el valor mas alto, en torno a
0.59 m?/g, esto estaria indicando que la atenuacién de la irradiancia en el seno
del cultivo es muy fuerte comparada con los deméas FBRs. RW2 y RI presentan
similares niveles de atenuacion de la luz, alrededor de 0.16 m?g para PF y
0.21 m?/g para PDA. Sepulveda et al. (2015) reportaron similares valores de Ka
(0.19 y 0.21 m%g a 65 y 109 W/m?) en aguas residuales urbanas digeridas
anaerébicamente diluidas con agua de mar hasta un 50% (P/P). Mientras que
en RW1 el coeficiente de extincion de la biomasa en PF es igual al de RW2 y
Rl pero algo superior (0.30 m%g) cuando se emplea como medio de cultivo
PDA.
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Figura 14. Coeficiente de extincion de la biomasa para los distintos cultivos en estado
estacionario, en funcién de la velocidad de dilucion impuesta, medio de cultivo empleado (PF,

PDA) y tipo de fotobiorreactor empleado.

Se define la irradiancia promedio (I como la irradiancia que recibe una
célula media del cultivo, y se relaciona directamente con la irradiancia incidente
(l,) e inversamente con el paso de la luz del cultivo, la densidad celular del
mismo y el coeficiente de extincion de la biomasa. Conociendo el valor de Ka,
la profundad del reactor, la concentracion de biomasa y la irradiacion solar
incidente, se calcula la irradiancia promedio en el interior del cultivo (la) en
condicién de estado estacionario (figura 15). Los resultados muestran que la
irradiancia promedio (considerando 24 h) en RW1, RW2 y RW3 aumenta a
medida que aumenta la velocidad de dilucion (D) independientemente del
medio de cultivo empleado, sin embargo la productividad de biomasa
disminuye en ese orden. En todos los FBRs la irradiancia promedio es més alta
con PF que con PDA, esto se debe a que PF tiene una concentracion de DQO
aproximadamente 8 veces menor que PDA.

Por otro lado, es importante destacar que l,, mas alta se alcanz6 en el
reactor de capa fina Rl con medio de cultivo PDA, la razon de ello es la
diferencia de profundidad que existe entre este biorreactor y los demas RWs.
Segun Harris (1978) la fotoinhibicion de las algas puede ocurrir a un nivel

radiacion luminica correspondiente a tres veces el nivel de saturacion de la luz
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(3*Ik). EIl nivel de saturacion de la luz (Ik) para Scenedesmus sp. es 120
HE/m?*s (26 W/m?) (Latala, 1991), por lo que la fotoinhibicién en esta especie
ocurrirfa a 360 pE/m*s (78 W/m?). Sin embargo, como se puede ver en la
figura 16 este fendmeno no fue observado en ninguno de los fotobiorreactores

analizados.
25 -

20 -+

5 | I I I
O . T T T 1

RW1 15% RW2 30% RW3 40% RI 30%
TRH= 6,66 dias TRH= 3,33 dias TRH= 2,5 dias TRH= 3,33 dias

mPDA PF

Figura 15. Irradiancia promedio en el interior de los cultivos (considerando 24 h.) en estado
estacionario en funcion de la velocidad de dilucién impuesta, medio de cultivo empleado (PF,

PDA) y tipo de fotobiorreactor empleado.

Los valores de DQO de la alimentacion a la entrada (diluciones de PF y
PDA al 5% P/P) del reactor, a la salida del mismo una vez alcanzado el estado
estacionario y el % de eliminacion se muestran en la Tabla 2. Se observa que a
medida que aumenta la tasa de dilucion (D), mayor es la cantidad de DQO en
la corriente de entrada. En general, los porcentajes de eliminacién de DQO
estuvieron comprendidos entre un 79% y 98%; siendo el porcentaje de
remocion de materia organica mayor en medio PDA que en PF. Algunos
autores relacionan la eliminacién de DQO con la productividad del cultivo y asi
seflalan que en cultivos con baja productividad de biomasa la depuracién de

DQO es como maximo del 8% (Udom et al., 2013), pero para productividades
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mas altas de biomasa, la tasa de depuracion de DQO es mas elevada,
alcanzando valores de hasta el 70% (Min et. al., 2011). En el reactor de capa
fina RI se alcanz6 el mayor porcentaje de remocion, alrededor del 91% en PF y
98% en PDA. Estos valores fueron superiores a los reportados por Molinuevo-
Salces et al. (2010) quienes alcanzaron un 50% de remocion de materia

organica empleando como medio de cultivo PDA y fotobiorreactores abiertos.

Tabla 2. Cantidad diaria de DQO tratada en los diferentes experimentos segin medio de cultivo

empleado, configuracién del fotobiorreactor y velocidad de dilucién impuesta.

, . R -
Reactor Entrada DQO, mg/dia |Salida DQO, mg/dia| % DQO eliminado

PF PDA PF PDA PF PDA
RW115%| 202566 | 955125 | 27803 | 19641 | 86,27 | 97,94
RW2 30%| 290493 | 2063070 | 35833 | 63630 | 87,66 | 96,92
RW3 40%| 378420 | 2886600 | 77996 | 82316 [ 79,39 | 97,15
RI30% | 459669 | 3056400 | 39731 | 52414 [ 91,36 | 98,29

En cuanto a la remociéon de nitrdgeno amoniacal es otro aspecto
importante en el tratamiento de aguas residuales. En la Tabla 3 se indican las
cantidades diarias de amonio en la corriente de entrada al reactor, a la salida
una vez alcanzado el estado estacionario y el porcentaje de eliminacion segun
medio de cultivo y tipo de FBR empleado. Conforme aumenta la tasa de
dilucion (D) en los FBRs, mayor es la cantidad de amonio tratado diariamente
en la corriente de entrada. En general, los porcentajes de eliminacion amonio
estuvieron comprendidos entre un 44% y 99%; siendo el porcentaje de
remociébn de amonio mayor en medio PDA que en PF. Los valores de
eliminacibn de amonio alcanzados en medio PDA (superior al 96%) son
similares a los obtenidos por Posadas et al. (2015) quienes llevaron a cabo el
cultivo de microalgas con aguas residuales procedentes del tratamiento
primario de la estacion depuradora de aguas residuales de Almeria. En
general, la principal forma de remocion de amonio fue por actividad biolégica
porque al estar el pH controlado en 8 (por inyeccion de CO, a demanda), los
cultivos no estaban limitados en carbono y por tanto la eliminacién de amonio

por stripping fue minimizada. La disminucion del porcentaje de remocién de
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amonio en los fotobiorreactores RW2 y RW3 para el caso de PF,
probablemente se debid a la elevada concentracion de amonio con que fueron
alimentados los mismos, originando una inadecuada relacion
sustrato/microalga. Similar comportamiento fue reportado por Molinuevo-Salces
et al. (2010) en FBRs abiertos alimentados con elevadas concentraciones de
amonio. La eficiencia de remocion de amonio mas alta se observo en el reactor
de capa fina RI, valores comprendidos entre 98 y 99%; mientras que la mas
baja en RW2 y RW3 quienes presentaron valores similares para ambos medios
de cultivo. Hay que destacar que la elevada remocién de amonio (97%) en
RW3 con medio PDA se debe principalmente al fendmeno de stripping, debido

a gque la productividad de biomasa en el mismo fue muy baja.

Tabla 3. Cantidad diaria de amonio (N-NH,") tratada en los diferentes estados estacionarios
estudiados segun medio de cultivo empleado, configuracién del fotobiorreactor y velocidad de

dilucién impuesta.

e Entrada N-NH4+, mg N/dia |Salida N-NH4+, mg N/dia] %N-NH4+ eliminado
PF PDA PF PDA PF PDA
RW1 15% 69178 25899 21676 466 68,67 98,20
RW?2 30% 99206 55942 55064 1923 4450 96,56
RW3 40% 129234 78272 70080 2354 45,77 96,99
R130% 156981 82877 541 1190 99,66 98,56

En cuanto a la remocion de nitrato, en la Tabla 4 se indican las cantidades
de nitrato (N-NO3-) tratadas diariamente en la corriente de entrada al reactor,
las cantidades de salida, una vez alcanzado el estado estacionario y el % de
eliminaciéon, en funcion del medio de cultivo y tipo de FBR. A medida que
aumenta la tasa de dilucion (D) en los FBRs, mayor es la cantidad de nitrato en
la corriente de entrada. En general, los porcentajes de eliminacién nitrato
estuvieron comprendidos entre un 39% y 98%. La eficiencia de remocion de
nitrato mas alta se observé en RW1 (98% tanto en PDA como PF), seguido por
RI con una capacidad de eliminacion similar (94% PF y 98% PDA). Por otro
lado, la eficiencia mas baja fue observada en RW3, con valores comprendidos
entre un 39% en PDA y 70% en PF. Esta reduccion, probablemente, esta
relacionada con la baja productividad alcanzada en el mismo. Thaer (2002)
estudio el porcentaje de remocién de nitrato en aguas residuales llevado a cabo

por tres cepas de microalgas (dos de ellas de la especie Scenedesmus) y
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observé que a un tiempo de retencién de 12 dias, el porcentaje de eliminacion
de nitrato por S. abundanse y S .quadricauda fue 23% y 38%, respectivamente.
Los porcentajes de eliminacion obtenidos en este estudio fueron superiores a

los reportados por Thaer (2002).

Tabla 4. Cantidad diaria de nitrato (N-NOj3) tratada en los diferentes estados estacionarios
estudiados seglin medio de cultivo empleado, configuracién del fotobiorreactor y velocidad de
dilucién impuesta.

React Entrada N-NO3-, mg N/dia | Salida N-NO3-, mg N/dia | %N-NO3- eliminado
eactor PF PDA PF PDA PF PDA
RW1 15% 2347 15620 50 376 97,85 97,59
RW2 30% 3366 33739 724 6127 78,50 81,84
RW3 40% 4385 47207 1325 28686 69,79 39,23
R130% 5327 49984 331 1015 93,78 97,97

En cuanto a la remocion de fosfato, en la Tabla 5 se indican las
cantidades de fosfato tratadas diariamente en la corriente de entrada al reactor,
las cantidades de salida, una vez alcanzado el estado estacionario y el % de
eliminacién segun medio de cultivo y tipo de FBR empleado. Al igual que en los
casos anteriores, conforme aumenta la tasa de dilucién (D) en los FBRs, mayor
es la cantidad de fosfato en la corriente de entrada. En general, la eficiencia de
remocién de fosfato estuvo comprendida entre un 65% y 94%, siendo los
porcentajes de remocion mayores en medio PF que en PDA, excepto en el
reactor de capa fina RI donde la eliminacion de fosfato fue mayor en PDA. La
mayor eliminacion de fosforo en medio PF se debe, probablemente, a la mayor
irradiancia promedio que incide en dicho cultivo (14-23 W/m?). Seplveda et al.
(2015) alcanzaron hasta un 86% de eliminacion de fosforo en aguas residuales
urbanas digeridas anaerébicamente diluidas con agua de mar hasta un 50%
(P/P) y trabajando con un nivel de irradiancia de 65 W/m?. El porcentaje més
elevado de eliminaciéon de P-PO4-3 se observé en RI (82% en PF y 93% en
PDA), mientras que el mas bajo en RW3, con valores comprendidos entre un
57% en PDA y 84% en PF. Se puede observar que en RW3, el porcentaje de
remocion disminuye en concordancia con la disminucion de amonio, esto se
debe a la alta concentracibn de amonio con que fueron alimentados los
mismos, originando una inadecuada relacion sustrato/microalga (Molinuevo-

Salces et al., 2010). Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por
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Molinuevo-Salces et al. (2010) quienes alcanzaron un porcentaje de remocion
de fosfato de aproximadamente el 80%. Sin embargo, Posadas et al. (2015)
obtuvieron porcentajes de remocion de fosfato mas bajos, valores
comprendidos entre un 27% y 78%, operando con aguas residuales urbanas
procedentes del tratamiento primario de la estacion depuradora de aguas

residuales de Almeria.

Tabla 5. Cantidad diaria de fosfato (P-PO4'3) tratada en los diferentes estados estacionarios
estudiados seglin medio de cultivo empleado, configuracién del fotobiorreactor y velocidad de

dilucién impuesta.

- Entrada P-PO4-3, mg P/dia | Salida P-PO4-3, mg P/dia | % P-PO4-3 eliminado
PF PDA PF PDA PF PDA
RW1 15% 4108 3749 632 646 84,61 82,76
RW2 30% 5892 8099 504 2568 91,44 68,29
RW3 40% 7675 11332 1210 3924 84,23 65,38
R130% 9323 11998 1686 685 81,92 94,29

En cuanto al carbono inorganico total en la Tabla 6 se indican los
porcentajes de eliminacion de TOC en los diferentes estados estacionarios
estudiados segun medio de cultivo empleado, configuracién del fotobiorreactor
y velocidad de dilucion impuesta. En general, la eficiencia de remocion de TOC
estuvo comprendida entre un 69% y 99%, siendo los porcentajes de remocion
mayores en PDA gue en PF. Los porcentajes de remocion obtenidos para TOC
son muy similares a los calculados para DQO. El porcentaje mas elevado de
eliminacién de TOC se observé en el reactor de capa fina Rl (90% en PFy 99%
en PDA). Mientras que el més bajo en RW3, con valores comprendidos entre
un 69% en PF y 89% en PDA. En el estudio realizado por Posadas et al. (2015)
en aguas residuales urbanas procedentes de tratamiento primario, el
porcentaje de remocién de TOC que se alcanzé en RW1 a un TRH de 6.7 dias
fue de 72%, algo menor al obtenido en este estudio en PF (79.70%). Mientras
gue en RW2 a un TRH de 2.8 dias el porcentaje de eliminacion de TOC fue de
83%, valor préximo al alcanzado en este trabajo en RW2 con PDA (86.70%).
En el caso de RW3 el porcentaje de remocion de TOC que se alcanzé en PF
coincide con el obtenido por Posadas et al. (2015) (68% y TRH de 2.7 dias). En
otro estudio llevado a cabo por Posadas et al. (2014) en aguas residuales de
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piscifactoria y mezcla de aguas residuales urbanas con aguas residuales de
piscifactoria (para balancear el aporte de N) empleando fotobiorreactores
raceways, se obtuvieron porcentajes de remocion de TOC del 65% a TRH de 5
y 7 dias, algo més bajo que los alcanzados en esta investigacion para similares
TRH.

Tabla 6. Porcentaje de remocion de carbono organico total (TOC) en los estados estacionarios
estudiados segun medio de cultivo empleado, configuracion del fotobiorreactor y velocidad de
dilucién impuesta.

% TOC eliminado
Reactor
PF PDA
RW1 15%, TRH= 6,66 dias 79,70 93,50
RW2 30%, TRH= 3,33 dias 74,73 86,70
RW3 40%, TRH=2,5dias 69,08 88,84
RI30%, TRH= 3,33 dias 90,37 98,52

Finalmente se realizaron medidas de la presencia de bacterias totales y
Escherichia coli. Para ello se realizaron siembras en placas de los cultivos en
estado estacionario correspondiente a cada FBR con el objetivo de conocer las
poblaciones presentes en los mismos y comprobar si el aumento del porcentaje
de depuraciéon de DQO es debido a la presencia o no de bacterias. La
metodologia empleada es la misma que la utilizada en las plantas depuradoras
de aguas residuales convencionales. En cuanto al recuento de bacterias
aerobias totales (tabla 7), los resultados muestran que en los dos medios de
cultivo (PF y PDA) se alcanzaron remociones superiores a 5 oOrdenes de
magnitud, lo que en términos relativos lleva a eliminaciones del 100%. Aunque
guedan bacterias en los efluentes tratados, las concentraciones son muy bajas
y proximas a las autorizadas para vertido. Se observa ademas que las
concentraciones de estas bacterias en las corrientes de salida son mas
elevadas en los cultivos con medio PDA que en los realizados con PF, esto se
debe a que PDA tiene un contenido mayor de DQO y menor de amonio que PF,
lo cual justifica la mayor tasa de remocion de la DQO en PDA. Ademas se
observa como la cantidad de bacterias presentes en los reactores RW1, RW2y

RW3 son iguales o incluso superiores a la del reactor de capa fina RI, por lo
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que resulta independiente de la concentracion de microalgas o de la

disponibilidad de luz en los cultivos.

Tabla 7. Recuento de bacterias aerobias totales en la corriente de entrada al reactor, en la de
salida una vez alcanzado el estado estacionario y % de eliminacion segin medio de cultivo

empleado, configuracion del fotobiorreactor y velocidad de dilucién impuesta.

Aerobios totales,
UFC/100mL
Reactor bE PDA
Entrada Salida = e e Entrada | Salida SlrinEiEe

% %
RW1 15% |1,00E+16| 2,84E+03 100,00 1,00E+13 |1,25E+09 99,99
RW2 30% |1,00E+16| 1,83E+03 100,00 1,00E+13 |1,60E+08 100,00
RW3 40% |1,00E+16| 1,49E+03 100,00 1,00E+13 |2,15E+08 100,00
RI130% 1,00E+16| 6,32E+03 100,00 1,00E+13 |2,15E+08 100,00

En cuanto al recuento de Escherichia coli (tabla 8), se observo ausencia
de esta bacteria en medio PDA, tanto en la corriente de entrada al reactor
como en la de salida. Mientras que en medio PF, si bien hubo ausencia de E.
coli en la corriente de entrada, a la salida se detectaron concentraciones
comprendidas entre 13000 y 20000 UFC/100 mL., esto estaria indicando que
se produjeron cambios en las condiciones del medio que favorecieron su

proliferacion.

Tabla 8. Recuento de bacteria Escherichia coli en la corriente de entrada al reactor y en la de
salida una vez alcanzado el estado estacionario segun medio de cultivo empleado, tipo de
fotobiorreactor y velocidad de dilucién impuesta.

E. coli,
UFC/100mL
Reactor
PF PDA

Entrada Salida Entrada | Salida
RW1 15%| 0,00E+00 1,87E+04 |0,00E+00 |0,00E+00
RW?2 30%| 0,00E+00 1,92E+04 |0,00E+00 |0,00E+00
RW3 40%| 0,00E+00 1,90E+04 |0,00E+00 |0,00E+00
R130% 0,00E+00 1,33E+04 |0,00E+00 |0,00E+00

Las Directivas Europeas 91/271/CEE y 98/15/CEE establecen los limites
minimos de eliminacién de nutrientes en aguas residuales para su vertido a

aguas continentales o marinas. Los porcentajes de eliminacion que exigen son:
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DQO= 75%, carbono= 80%, fésforo= 80% y nitrogeno= 70-80%. En general se
han alcanzado altas remociones de nutrientes, los porcentajes de eliminacion
variaron segun medio de cultivo empleado, tipo de fotobiorreactor y velocidad
de dilucién impuesta. El porcentaje de eliminacion de fésforo fue de 65-94%,
RW2 y RW3 con medio PDA no cumplen con la normativa (valores por debajo
del 80%). El porcentaje de remocion de DQO varidé entre 79 y 98% por lo que
se cumple con la norma (valores mayores a 75%). En cuanto a la remocion de
nitrato, se alcanzaron porcentajes de eliminacion de 39-98%, s6lo RW3 con
ambos medios de cultivo (PF y PDA) presento valores por debajo del 70% que
exige la norma. El porcentaje de eliminacion de TOC fue de 69-94%, RW2 y
RW3 con medio PF no cumplen con la normativa (valores por debajo del 80%).
Y por dltimo, el porcentaje de eliminacion de amonio alcanzado vari6 entre un
44 y 99%, RW1, RW2 y RW3 con medio PF no cumplen con los valores

exigidos (valores por debajo del 70%).

6. CONCLUSIONES

La ficoremediacion de purines de cerdo en fotobiorreactores raceways es
una de las mejores alternativas para el tratamiento de residuos agropecuarios
debido a que es una tecnologia facil de aplicar, versatil, y viable econémica y
medioambientalmente.

v' El medio de cultivo PDA presenté mayor contenido de nutrientes (nitrato,
fésforo y DQO) que el medio PF. Sin embargo, el contenido de amonio
fue un 60% menor al de PF.

v' Las mayores productividades de biomasa y eficiencia de remocion de
nutrientes se han alcanzado empleando como medio de cultivo PDA.
Productividades de biomasa comprendidas entre 8.39 y 25.84 g/m®*d y
porcentajes de remocién de DQO, N-NH,", N-NO3, P-PO,*y TOC de
98%, 99%, 98%, 94% y 99%, respectivamente.

v' En el reactor inclinado de capa fina Rl fue donde se alcanz6 la mayor
productividad de biomasa y eficacia de remocién de nutrientes.

Productividad de biomasa de 26.66 g/m®*d y porcentajes de remocién de
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DQO, N-NH;*, N-NO3', P-PO,®y TOC de 98%, 99%, 98%, 94% y 99%,
respectivamente.

v Se observo que tanto la productividad de biomasa como la eficiencia de
remocion de nutrientes decrece conforme aumenta la velocidad de
dilucion (D) en los fotobiorreactores, es decir: RW1y.15>RW2( 30>RW30 40.

v' En cuanto al recuento de bacterias aerobias totales, la remocion fue del
100%, mientras que del recuento de Escherichia coli, se obtuvo sélo

ausencia en medio PDA.
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