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Resumen

Las microalgas son un grupo microbiano muy heterogéneo que proporciona diversas aplicaciones en la
actualidad, entre las que se encuentra la depuraciéon de aguas residuales. El tratamiento de las aguas
residuales resulta muy importante, ya que estas contienen contaminantes que impiden su reutilizacién. En
el presente estudio se ha analizado el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris y su capacidad de
depuracion en aguas residuales de secundario de diferente procedencia. Las microalgas son capaces de
asimilar nitrégeno y fésforo del agua residual en forma de biomasa, pudiendo resultar un proceso mas
econdmico y sostenible frente a otros tipos de tratamientos terciarios. Para demostrar que este proceso es
viable, se ha realizado un ensayo utilizando un sistema de 12 columnas de burbujeo con un volumen de
cultivo de 250 ml, con cuatro diferentes medios de cultivo (ensayos por triplicado): medio control (Arnon
modificado), efluente de secundario procedente de una EDAR (Estacién Depuradora de Aguas Residuales),
efluente de secundario procedente de un reactor de microalgas tipo raceway, y este ultimo efluente
suplementado con lixiviado procedente de la EDAR. Se ha visto que C. vulgaris es capaz de sobrevivir a las
adversas condiciones presentes en las aguas residuales, eliminando eficientemente nitrégeno presente en
forma de amonio y nitrato, y fosforo fundamentalmente en forma de fosfato. Los medios de cultivo que
contenian aguas residuales, ya sean de la EDAR o del raceway, permitieron el crecimiento de la microalga,
comprobando que esta puede crecer utilizando agua residual como Unico medio de cultivo, a pesar de la
posible limitacidon de nutrientes. Se demostrd que cuando el agua residual es suplementada en lixiviado
(con elevada concentracién de N en forma de amonio) el crecimiento es aun mayor, siempre y cuando no
se alcancen los limites de inhibicién para las microalgas. Asi, en este trabajo se ha logrado obtener una
productividad de biomasa de 0.32 g/(L-dia) en ensayos en semicontinuo a una velocidad de dilucién de 0.3
1/dia con elevados porcentajes de depuracidn de nutrientes. Se demuestra, ademas, la importancia de
determinar la cantidad dptima de lixiviado a afiadir, y se proponen ensayos que afiadan hasta un 25% v de
lixiviado en base a un estudio bibliografico.



Abstract

Currently, microalgae are a very heterogeneous microbial group that provides diverse applications
including wastewater depuration. Wastewater treatment is very important as wastewater contain
contaminants that prevent their re-use. The growth of Chlorella vulgaris microalgae and its sewage
treatment capacity in secondary wastewater from different sources have been analyzed in this study.
Microalgae are able to assimilate nitrogen and phosphorus from wastewater into biomass, possibly leading
to a more economical and sustainable process against other sorts of tertiary treatments. In order to
demonstrate that this depuration system is feasible, a trial has been performed using a system of 12
bubbling columns with a working volume of 250 ml, with four different culture media (trials by triplicate):
medium control (modified Arnon), secondary effluent from WTP (Wastewater Treatment Plant), secondary
effluent from a raceway type microalgae reactor, and the latter effluent supplemented with centrate from
WTP. It has been reported that C. vulgaris is able to survive the adverse conditions present in wastewater,
efficiently removing nitrogen present in the form of ammonium and nitrate, and phosphorus basically in
the form of phosphate. The culture mediums containing wastewater, whether from the WTP or raceway,
allowed the growth of the microalgae, proving that it can grow using wastewater as the only culture
medium, despite possible nutrient limitations. It was demonstrated that when wastewater is supplemented
with centrate (with high concentration of N in the form of ammonium) the growth is even greater, as long
as inhibition limits for microalgae are not reached. Thus, in this work a biomass productivity of 0.32
g/(L-day) has been achieved in semi-continuous assays at a dilution rate of 0.3 1/day with high percentages
of nutrient purification. The importance of determining the optimal amount of centrate to be added is also
demonstrated. Studies that add up to 25% v centrate are proposed based on a bibliographic study.



1. INTRODUCCION

1.1 Depuracion de aguas residuales

1.1.1 Concepto de aguas residuales y problematica

Las aguas residuales son todas aquellas aguas que han sido afectadas negativamente en su calidad debido
a la accién humana (Romero Villegas, 2018), y contienen sustancias contaminantes que impiden su
utilizacidon para los propdsitos normales, como la agricultura y la industria. Estas pueden dafar los
ecosistemas donde se vierten, ya que pueden causar que rios y lagos no sean aptos como fuentes de agua

dulce, recreacidn, agricultura e incluso navegacion.

Las fuentes principales de aguas residuales se pueden clasificar seglin su origen en: aguas residuales
urbanas (procedentes de zonas de viviendas y de servicios), aguas residuales agricolas, aguas residuales
ganaderas o aguas residuales industriales (procedentes de locales utilizados para actividades comerciales
o industriales). La composicion de estas aguas esta afectada por dichos origenes, aunque también se suman

contribuciones debido a lluvia e infiltracion (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

Los contaminantes en las aguas residuales son una mezcla de compuestos inorganicos y organicos, siendo
estos ultimos mayoritarios. Entre los contaminantes mas habituales se suelen encontrar: materia orgdanica
biodegradable; organismos patdgenos; nutrientes como fosfatos o nitratos, elementos tdxicos como
metales pesados derivados del petréleo (aceites sintéticos, polimeros); u otros, como sustancias organicas
sintéticas (insecticidas), cloro, hierro, detergentes, etc. (Mihelcicy Zimmerman, 2011). Los iones de metales
pesados son importantes contaminantes de las aguas residuales industriales (Morales Amaral, 2016), que
pueden ser téxicos no solo para las microalgas, sino también para los seres humanos, incluso en pequefas
cantidades. Ejemplos de ellos son: mercurio, plomo, cobre, cromo, zinc o niquel. No obstante, este trabajo
no trata sobre aguas residuales industriales, sino sobre aguas residuales urbanas, en las que los metales
pesados no suelen ser abundantes.

Las escorrentias de usos agricolas, que arrastran fertilizantes (fosfatos y pesticidas), y constituyen una de
las causas por las que la eutrofizacion de pantanos y lagos tiene lugar. Ramalho (1996) define eutrofizacién
como el proceso natural de envejecimiento de los lagos. Sin embargo, la contaminacién debida a las
actividades humanas acelera este proceso de envejecimiento y acorta enormemente la vida del receptor
acuatico o medio receptor (mar, rio o lago), lugar al que las aguas residuales (tratadas o no) ricas en
nitrégeno y fésforo son liberadas, contribuyendo a la aceleracidn de la eutrofizacién ecoldgica (Ramalho,
1996). Ademas, el nitrégeno y el fésforo presentes en las proteinas de las aguas residuales dan lugar a
problemas en los medios receptores, ya que su alta concentracién crea condiciones favorables para el
desarrollo de plantas verdes. El enriquecimiento y la sedimentacidon contribuyen al proceso de
envejecimiento, de manera que el lago se va llenando de plantas y sedimentos en el fondo, y disminuye su
tamafio progresivamente por la invasion de la vegetacidn en las orillas, pudiendo incluso llegar a ser tierra
firme (Ramalho, 1996). En resumen, la extincion de un lago es resultado del enriquecimiento,

productividad, degradacién y sedimentacién.



De todo lo mencionado anteriormente, se desprende que es necesario llevar a cabo un tratamiento
adecuado de las aguas residuales que se generan. La clave para el éxito de la reutilizacion del agua residual
tratada es conseguir que la calidad del efluente tratado cumpla los requisitos de calidad correspondientes
a su nuevo uso (Mihelcic y Zimmerman, 2011). La composicidn del agua, junto con el fin al que vayan a ser
destinadas las aguas tratadas determina las caracteristicas que se deben aplicar durante su depuracién. Asi,
nos podemos encontrar ante diferentes casos. Por ejemplo, si el agua tratada se va a emplear como agua
de regadio, la presencia de una cierta cantidad de materia orgdnica es admisible, e incluso beneficiosa. Sin
embargo, si el agua tratada se va a verter a cauces donde se pretende mantener sus ecosistemas acuaticos
esta presencia de materia orgdnica no seria tolerable. Por su parte, el tratamiento de aguas residuales
industriales requiere de un tratamiento que puede ser muy especifico, atendiendo a la cantidad y
peligrosidad de los contaminantes presentes. En ultimo lugar, la depuracidn de aguas residuales urbanas

se suele realizar con tratamientos mucho mas estandarizados.

En cuanto a las cifras de consumo mundial de agua, se ha triplicado desde 1950 hasta 2006 (INE, 2008), y
aumenté seis veces entre 1900 y 1995, mas del doble de la tasa de crecimiento de la poblacién.
Actualmente, la escasez de recursos hidricos es un problema importante debido al rapido crecimiento de
la poblacidn, ademas del aumento de la actividad agricola e industrial. Por ello, no cabe duda de que la
reutilizacion del agua se ha convertido en un tema de gran relevancia, siendo la depuracién de aguas
residuales cada vez mas necesaria (Morales Amaral, 2016). Esta escasez de agua ha obligado a optimizar su
uso reutilizando las aguas depuradas, que son destinadas en un primer plano para industria, consumos
municipales (limpieza de calles y alcantarillado, riego de parques y jardines, etc.) e irrigacion en agricultura.

También se emplean en un segundo plano para uso doméstico o recargas de aguas subterraneas.

El Ministerio de la Presidencia introduce el término de aguas regeneradas para aquellas que han sido
sometidas a un proceso de tratamiento adicional que permite adecuar su calidad al uso al que se destinan.
En el periodo 2000-2005 el volumen de agua reutilizada aumenté un 69% (INE, 2008). El uso de aguas
regeneradas para consumo humano esta prohibido, salvo en situaciones de catdstrofe y, en todo caso, con
las garantias sanitarias oportunas. El volumen de aguas residuales urbanas depuradas experimenté entre
los aflos 1996 y 2005 un incremento del 150% (INE, 2008). El volumen de aguas residuales tratadas en
Espafia en el afio 2016 fue de casi 13 millones m3/dia; se reutilizaron 1.35 millones m3/dia; y se generé un
volumen de lodos en el tratamiento de aguas residuales de 1.17 toneladas de materia seca/afio (INE, 2008).

Es importante resaltar que la reduccién de la contaminacién de aguas exige la cooperacion de disciplinas
muy variadas (Ramalho, 1996): ciencias aplicadas e ingenieria, ciencias bioldgicas, ciencias de la tierra,

ciencias sociales y econdmicas.

1.1.2 Tratamiento de aguas residuales urbanas

El tratamiento de aguas residuales consiste en una serie de procesos quimicos, fisicos y bioldgicos, cuyo
objetivo es eliminar los contaminantes presentes en el agua residual urbana, que son mayoritariamente
organicos. Normalmente, el tratamiento de aguas residuales urbanas comienza con la separacién fisica de
grandes sdlidos, gracias a un sistema de rejillas o mallas, aunque también se pueden triturar con equipos
especiales. Posteriormente, mediante desarenado se separan los sélidos pequefios mas densos, como la

arena. Después tiene lugar una sedimentacion primaria que separa los sélidos suspendidos presentes en el

5



agua residual. A continuacion, los microorganismos, mayoritariamente bacterias, convierten la materia
organica disuelta generando biomasa, gracias su crecimiento. Este proceso recibe el nombre de
tratamiento o proceso bioldgico, que se encuadra dentro de los tratamientos secundarios. Entonces, la
biomasa generada es separada de nuevo mediante sedimentacién, llamada sedimentacidn secundaria, tras
la cual el agua tratada puede ser sometida a procesos adicionales como desinfeccidon (ozonacién o
cloracién), adsorcidn (carbén activado), intercambio iénico o separacidon por membranas, segun el fin
deseado. Finalmente, se consigue agua limpia o reutilizable y un residuo sélido, que es llamado fango, lodo
o biosdlido (Mihelcic y Zimmerman, 2011). Este tratamiento de aguas residuales urbanas normalmente se
realiza en una estacion depuradora de aguas residuales (EDAR), que normalmente incluye tratamientos

primarios y secundarios (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

Normalmente, primero ha de realizarse un pretratamiento del agua residual. En esta etapa el agua se
prepara para los tratamientos posteriores, eliminando sélidos de gran tamafo para impedir que estos
obstruyan las entradas o salidas de los equipos encargados de la depuracién (Tebbutt, 1983). Existen
diferentes pretratamientos de aguas residuales, que implican la reduccidn de sélidos en suspension en el
agua o el acondicionamiento de las aguas residuales para su descarga en los receptores (Ramalho, 1996).
Para ello, se pueden emplear sistemas mecdnicos, como cribado o desbrozo. También incluye el
desarenado y el desengrasado y desnatado. Se usan tanques de ecualizacién para nivelar caudales o cargas
de materia organica (Mihelcic y Zimmerman, 2011). Este pretratamiento se puede realizar también
mediante sedimentacion, tamices, filtracion o flotacion. Segun Castro Bustamante (2018) la filtracion por
membrana es la operacién de separaciéon fisica que tiene un mayor rendimiento de produccién, sin
requerimiento de agentes quimicos y de bajo consumo energético. Esta se utiliza para eliminar la gran
cantidad de solidos suspendidos presentes en la corriente de agua residual, y es una de las tecnologias mas
modernas utilizadas para la desmineralizacién y purificacion del agua. Dicha membrana no solo funciona
en funcién del tamafio de particula, sino que provoca una separacion selectiva, lo que quiere decir que

algunas sustancias pueden atravesar la membrana, mientras que otras quedan atrapadas en ella.

A continuacién, tiene lugar el tratamiento de aguas residuales pasando por cuatro etapas o niveles en
funcion de las particulas que se eliminan: tratamiento primario, tratamiento secundario, tratamiento
terciario y desinfeccidn. Segin Ramalho (1996) la seleccidon de los procesos de tratamiento de aguas
residuales depende de diferentes factores, entre los que se encuentran los siguientes: caracteristicas del
agua residual (DBO, materia en suspension, pH y productos téxicos); calidad del efluente de salida; coste y
disponibilidad de terrenos, ya que algunos tratamientos biolégicos son viables econédmicamente solo si se
dispone de terrenos de bajo coste; consideracion de las futuras ampliaciones o prevision de limites de
calidad de vertidos mas estrictos, que necesiten tratamientos mas sofisticados en el futuro; y coste local

del agua.



Tabla 1. Clasificacion convencional de los procesos de tratamiento de aguas residuales (Ramalho, 1996).

Tipos de tratamiento de aguas residuales

¢ Tratamiento primario

Cribado o desbozo
Sedimentacion
Flotacion

Separacion de aceites
Homogeneizacian
Meutralizacidn

¢ Tratamiento secundario

Lodos activos

Aifreacion prolongada (procesos de oxidacion total)

Estahilizacion por contacto

Otras modificaciones del sistema convencional de lodos activos: aireacian por fases,
mezcla completa, gireacion descendente, alta carga, aireacidn con oxigeno puro
Lagunaje con aireacion

Estabilizacian por lagunaje

Filtros bioldgicos (percoladores)

Discos biolagicos

Tratamientos anaerobios: procesos de contacto, filtros (sumergidos)

&« Tratamiento terciario o “avanzado”

Microtamizadol

Filtracian (lecho de arena, antracita, diatomeas...)
Precipitacion y coagulacian

Adsorcian (carban activada)

Intercambio idnico

Osmosis inversa

Electrodidlisis

Claracidn y ozonizacion

Procesos de reduccion de nutrientes

Otros

Tratamiento primario

Durante esta etapa, se eliminan los materiales flotantes y las particulas en suspension en el agua que sean

mas densos que esta. El agua pasa a través de filtros cada vez mas pequefios, de manera que se separan

entre el 90 y el 95% de los sélidos presentes en el agua residual, y la DQO es reducida entre el 20 y el 40%

(Ramalho, 1996). Los tratamientos que se llevan a cabo durante el tratamiento primario son los siguientes:

e Coagulacidn-floculacidn: se afiaden sustancias, como hidréxido de hierro o sulfato de aluminio, que

induzcan la coalescenciay la floculacion. De esta forma, se favorece la sedimentacién de las particulas

sélidas, coloides y macromoléculas del agua (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

e Sedimentacion: los sélidos se separan por la fuerza de la gravedad (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

® Precipitacion quimica: se agregan sustancias, como carbonato de calcio, para precipitar en forma de

sales insolubles algunas impurezas presentes en el agua (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

e Neutralizacidn: se utiliza durante el tratamiento primario en los siguientes casos que se presentan en

la depuracién de aguas (Ramalho, 1996):

- Antes de cargar aguas residuales a un medio receptor.

- Antes de la carga de aguas residuales industriales al sistema de alcantarillado municipal.



- Antes del tratamiento bioldgico o quimico. El pH debe estar comprendido en un rango de 6.5
a 8.5. El proceso bioldgico por si solo puede conseguir una neutralizacion, y puede tener
capacidad tampdn como resultado de la produccién de CO, que da lugar a la formacidén de
carbonatos y bicarbonatos en la solucidn.

e Homogeneizacidon: puede ser utilizada para otros objetivos aparte de la neutralizaciéon, como reducir
las variaciones de las corrientes de aguas residuales, consiguiendo una corriente mezclada y
homogénea, con un caudal relativamente constante al que llega a la planta de tratamiento. Otro
objetivo seria aminorar las variaciones de la DBO del afluente a los sistemas de tratamiento (Ramalho,
1996).

Tratamiento secundario

La expresion “tratamiento secundario” se refiere a aquellos procesos de tratamiento biolégico de las aguas
residuales, tanto aerobios como anaerobios, segiin Ramalho (1996). Durante este tratamiento bioldgico se
eliminan las macromoléculas y coloides que no han sido eliminados anteriormente, es decir, se elimina la
materia organica disuelta en el agua (DBO). Para ello, se pueden emplear procesos quimicos, que
principalmente incluyen la precipitacion mediante el uso de polielectrolitos; o bioldgicos, que son los mas
utilizados, especialmente para tratar aguas residuales urbanas, y consisten en la degradacién de la materia

organica mediante microorganismos (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

Los efluentes son llevados a un tratamiento secundario directamente o pasando por una neutralizacién u
homogeneizaciéon, procesos explicados anteriormente. Los tratamientos de aguas residuales
convencionales durante el tratamiento secundario usan bacterias aerobias para degradar materia organica
a CO; y otros compuestos. Estos microorganismos necesitan concentraciones de oxigeno disuelto de al
menos 2 mg/L, motivo por el que se debe aportar oxigeno, con el consiguiente gasto energético, que

finalmente encarece el proceso (Morales Amaral, 2016).
Clasificacion de los procesos bioldgicos

Segun Mihelcic y Zimmerman (2011) la clasificacidn de los procesos bioldgicos aplicados a la depuracién de
aguas se realiza en base al metabolismo que emplean los microorganismos para degradar la materia

organica como sigue:

® Procesos aerobios: los microorganismos que convierten la materia orgdnica necesitan oxigeno para
su metabolismo. EI mas comun para depurar aguas es el proceso de lodos o fangos activos.

® Procesos anaerobios: los microorganismos que actdan en la conversidon de la materia organica no
necesitan oxigeno para su metabolismo, ya que emplean otro aceptor de electrones. Un ejemplo de
estos procesos es la digestion anaerobia de los fangos activos (proceso de estabilizacién de fangos).

® Procesos anoxicos: los microorganismos que actlan en la conversiéon de la materia organica
metabolizan el nitrégeno de los nitratos o nitritos en nitrégeno gas (N2), en ausencia de oxigeno. No
obstante, las principales vias bioquimicas empleadas por estos organismos no son anaerobias, sino
modificaciones de las vias aerobias. Por este motivo se emplea el término andxico, en lugar de

anaerobio.



Proceso de fangos activos

El proceso de fangos activos es uno de los procesos bioldgicos mas utilizados en el tratamiento de aguas
residuales urbanas. El nombre de este proceso proviene de la produccion de una masa activada de
microorganismos, es decir, los microorganismos trabajan activamente en la degradacidon de la materia
organica (Mihelcic y Zimmerman, 2011). Este proceso consiste en desarrollar un cultivo microbiano
disperso en forma de floculos, en un tanque de aireacion que es alimentado con agua residual, como se
puede ver en la Figura 1. La aireacién se logra mediante aireadores mecdnicos, ya que es necesario
suministrar oxigeno para los microorganismos aerdbicos, especialmente bacterias. Por otra parte, la
aireacion evita la sedimentacion, favorece una buena mezcla en el biorreactor, y homogeneiza la mezcla
de los fléculos microbianos con el agua residual. La mezcla contenida en el reactor recibe el nombre de
“liquido mezcla”, y consiste en el liquido, los sélidos residuales y los microorganismos, (mezcla de reaccidn

o mixed liquor ML), como explican Mihelcic y Zimmerman (2011). En esta mezcla se pueden encontrar:

e Sdlidos suspendidos del liquido mezcla (SSLM): medida de sdélidos en suspension totales del liquido
mezcla del tanque de aireacidn.

e Sdlidos suspendidos volatiles (SSV): manera de describir la biomasa del reactor, debido a que la mayor
parte de los sélidos son microorganismos con un alto contenido en carbono en su estructura celular.

e Solidos suspendidos del liquido mezcla volatiles (SSLMV): fraccidn volatil de SSLM, que representa la
biomasa del tanque de aireacidon. SSLMV consiste en bacterias, tanto facultativas como aerobias; lodo,
formado por fléculos de sustancias extracelulares, contenido intracelular (proteinas, lipidos, etc.),
células bacterianas y restos celulares; células con motilidad; protozoos; y materia organica no

biodegradable.

Reactor biolégico Decantador
de fangos activos secundario

Agua residual
pretratada , Agua

p"‘M‘ . ‘ tratada
....' '.:'.' ':‘ l:..:‘
AR U h
Aire
WG E LTS ) 1, Lodoen
Recirculacion eXCeS0

de lodos

Figura 1. Proceso de fangos activos (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

En el tanque de aireacion las bacterias convierten la materia organica disuelta (medida como CDBO y NDBO)
en CO,, agua, nitratos, y materia orgdnica. Este proceso consiste en un proceso de autodepuracion
acelerada, reforzada y controlada. Los fendmenos presentes en este sistema son aquellos que se presentan
en los rios o lagos naturales, con la diferencia de que en los tanques de aireacion los organismos se agrupan

en gran nimero y en un espacio reducido.

En cuanto al denominado fango activo, estd formado por una poblacion heterogénea de microorganismos

(bacterias unicelulares, hongos, algas, protozoos y rotiferos) que cambian constantemente en funcién de
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las condiciones ambientales y en funcion de las variaciones de la composiciéon de las aguas residuales
(Ramalho, 1996). En este fango las bacterias son los microorganismos mas importantes, ya que son los
principales causantes de la descomposicién de los contaminantes del afluente, asimilando la materia
organica disuelta en el agua. Por otro lado, los protozoos y los rotiferos contribuyen a retirar las bacterias
dispersas que, de otro modo, no sedimentarian. En general, las bacterias que intervienen en el proceso de
fangos activos incluyen los géneros Pseudomonas, Zoogloea, Achromobacter, Flavobacterium, Nocardia,
Bdellovibrio, Mycobacterium, y los dos tipos de bacterias nitrificantes mas comunes son Nitrosomas y
Nitrobacter. Adicionalmente, se pueden presentar diversas formas filamentosas tales como Sphaerotilus,

Begiatoa, Thiothrix, Lecicothrix, y Geotrichum (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

Tratamiento terciario o avanzado

Consiste en una serie de procesos fisicos, quimicos y biolégicos que estdn destinados a conseguir una
calidad del efluente superior a la del tratamiento secundario, con el objetivo de eliminar las materias
disueltas que no han sido eliminadas en el tratamiento anterior, como describe Ramalho (1996). El
tratamiento secundario a veces no es suficiente y resulta inadecuado para proteger el medio receptor
(Mihelcic y Zimmerman, 2011), por lo que es necesaria la eliminacién de algunos contaminantes, y sobre
todo la eliminacidn de nutrientes (nitrogeno y fésforo) que se lleva a cabo durante el tratamiento terciario.
El motivo por el que se quieren eliminar los sélidos en suspension es que pueden constituir una parte
importante de la DBO de los efluentes de las plantas de tratamiento. Esto se puede llevar a cabo mediante

microtamizado, filtracion y coagulacién, segun Ramalho (1996).
Desinfeccidn

El objetivo de esta ultima etapa antes de la descarga del agua tratada es eliminar organismos patdgenos.
Este proceso se basa en un conjunto de tratamientos de tipo fisico-quimico, segun el uso posterior que
vaya a tener el agua (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

Linea de lodos. Obtencidn de lixiviado

En cuanto al lodo, se lleva a cabo una separacién de insolubles, frecuentemente mediante un filtro de
bandas que permite separar los sélidos de la fraccién liquida del digestato, el cual se obtiene después de la
digestion anaerobia de los lodos activos (Romero Villegas, 2018). Esta fraccion liquida es lo que se denomina
lixiviado. Presenta un elevado contenido en nutrientes, principalmente fésforo y nitrégeno, con una
concentracidon de amonio de hasta 400 mg/L (Morales Amaral, 2016). Este alto contenido en nutrientes se
debe al proceso de mineralizacién ocurrido durante la digestién anaerdbica. Este efluente procedente del
“escurrido” de fangos a la salida del digestor anaerobio (Morales Amaral, 2016) contiene materiales
organicos e inorganicos de forma suspendida, ademdas de microorganismos patdégenos. Ademads, este
liguido presenta un olor intenso, es negro, y puede formar espuma. Por Ultimo, tienen una alta carga

organica, DQO y DBOs que son factores de contaminacién (Guevara Naranjo, 2019).
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1.1.3 Caracterizacion del agua residual urbana

La composicion del agua residual urbana, formada por microorganismos, compuestos organicos e
inorganicos, es tan compleja que no resulta practica su caracterizacién en base a un analisis quimico y
biolégico exhaustivo, por lo que se recurre a la utilizacidon de pardmetros empiricos para cuantificar la carga
contaminante del agua (Mihelcicy Zimmerman, 2011). La composicidn de las aguas residuales urbanas varia
segun la ubicacidn y el tiempo, pudiendo diferir considerablemente la composicidn de las mismas incluso
de un dia para otro en una misma EDAR. Por ello, es importante medir periédicamente varios parametros
para caracterizar tanto el agua residual de entrada a la planta, como los efluentes resultantes de la misma,

cuantificando asi los contaminantes que contienen.
A continuacidn, se definen las principales variables medibles:

e Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO): cantidad de oxigeno (mg/L) que resulta necesaria para la
oxidacion bioquimica aerobia de la materia organica biodegradable de los componentes de las aguas
residuales (Castro Bustamante, 2018; Ramalho, 1996). Representa la oxidacion para producir energia, la
sintesis de células y la respiracién enddgena. Segun Mihelcic y Zimmerman (2011) la DBO tiene dos
componentes: la DBO carbonosa (debida al consumo de oxigeno por microorganismos quimioheterdtrofos)
y la DBO de la nitrificacidon (debida al consumo de oxigeno por microorganismos quimioautotrofos). Una
elevada DBO implica una disminucidn del oxigeno disuelto del agua, pudiendo causar anaerobiosis y muerte
de organismos. De ahi que su eliminacion constituya un objetivo principal del tratamiento de aguas.

Normalmente se mide la DBOs, que indica la cantidad de oxigeno que las bacterias y otros microorganismos
consumen durante 5 dias a una temperatura de 20°C en una muestra de agua para la degradacion aerébica
de las sustancias contenidas en ella (Lexikon, 2020). Para aguas residuales urbanas tipicas un valor de DBOs
esta en torno a 200 mg/L (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

0D,—0D,

DBOs () = =5

(1]

Siendo: OD:: oxigeno disuelto medido al principio del ensayo
OD;: oxigeno disuelto medido después de 5 dias de incubacién a 20 °C

V: volumen de agua

e Demanda Quimica de Oxigeno (DQO): cantidad equivalente de oxigeno (mg/L) necesaria para oxidar los
componentes organicos del agua utilizando agentes quimicos oxidantes (Castro Bustamante, 2018).
También se puede definir como la cantidad de oxigeno necesaria para oxidar por completo el sustrato, por
lo que proporciona informacidn sobre la materia total, tanto orgdnica como inorgdnica. La medida de la
DQO se realiza mediante oxidacion con dicromato y valoracidn del dicromato sobrante tras la oxidacién
que luego se convierte a oxigeno equivalente (Mihelcicy Zimmerman, 2011). Para aguas residuales urbanas

tipicas la DQO estd en torno a 450 mg/L (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

e Larelacion DBOs/DQO indica la biodegradabilidad de las aguas residuales: las aguas muy biodegradables
tienen un valor mayor de 0.4; las aguas biodegradables tienen un valor entre 0.2 y 0.4; y las aguas poco
biodegradables tienen un valor menor de 0.2 (Castro Bustamante, 2018). Segin Mihelcic y Zimmerman

(2011) para aguas residuales municipales se asume que DBO/DQO es aproximadamente 0.67.
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e Sdlidos totales (ST): masa del residuo que queda tras un proceso de evaporacion y secado a 1042C. Una
parte de estos sélidos se encuentra disuelta (sélidos disueltos totales, SDT), mientras que otra se encuentra
en suspension (sélidos en suspensidn totales, SST) (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

e Sélidos sedimentables: materia que puede ser separada mediante sedimentacion o decantacién
(Mihelcic y Zimmerman, 2011).

e Sdlidos en suspensidn totales (SST): incluye materia sedimentable y sélidos no sedimentables, debido a
su pequefio tamafio o a la presencia de fuerzas electrostaticas. Se separan mediante filtracién del agua con
un filtro. No todos los sélidos en suspension son biodegradables, ya que parte puede corresponder con
sustancias inorganicas (Mihelcic y Zimmerman, 2011).

e Sdlidos en suspension volatiles (SSV): son los sélidos en suspensidn biodegradables. No todos los sdlidos
en suspension lo son, ya que parte puede corresponder con sustancias inorganicas (Mihelcic y Zimmerman,
2011). Se determinan por calcinacién a 5002C. Por ello se suele utilizar como parametro para cuantificar el
contenido en biomasa del agua residual.

e Sdlidos en suspension fijos (SSF): residuo que queda tras la calcinacion mencionada en el punto anterior.

e Nitrégeno: en las aguas residuales aparece en forma de nitratos y nitritos minoritariamente, y en forma
de amoniaco y nitrégeno organico mayoritariamente. El nitrégeno es considerado un contaminante en las
aguas residuales debido a que puede causar eutrofizacion, ademas de perjudicar la salud de animales y
humanos (Ghafari et al., 2008). Segun la legislacién de la Unién Europea, el nitrégeno en el efluente de las

plantas de tratamiento no debe exceder 10 mg/L (Molazadeh et al., 2019).

La oxidacién del material nitrogenado contribuye a la demanda de oxigeno si la incubacion se lleva a cabo
durante un periodo de tiempo suficientemente largo. La nitrificacién se logra durante el tratamiento
secundario por bacterias litotréficas (Mihelcic y Zimmerman, 2011) y tiene lugar en dos etapas (Ramalho,
1996):

- El ion amonio se oxida a nitrito (Ecuacion 2) en presencia de microorganismos Nitrosomonas:
2NHs+ 4+ 302 - 2NO2 + 2H,0 + 4H+ [2]
- Los nitritos se oxidan a nitratos (Ecuacién 3) en presencia de microorganismos Nitrobacter:

2NOy 4 02 = 2NO3- (3]

e Fésforo: el fésforo contenido en las aguas residuales se encuentra en diversas formas, tanto organicas
como inorgdnicas. En los medios de cultivo suele incorporarse en forma de HPO4* o H,PO4 (Hernadndez
Pérez y Labbé, 2014). Segun la legislacidn de la Unidn Europea, el fésforo en el efluente de las plantas de

tratamiento no debe exceder 1 mg/L (Molazadeh et al., 2019).

La composicién tipica de un agua residual urbana en cuanto a DQO, nitrégeno proveniente de nitratos,
nitrégeno amoniacal y fosforo proveniente de fosfato para el tratamiento primario, secundario, terciario y

digestion anaerobia podria ser la que se muestra en la Tabla 2:
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Tabla 2. Composicion del efluente en cada etapa del proceso (Romero Villegas, 2018).

Tratamiento DQO (mg/L) N-NO; (mg/L) N-NH;" (mg/L) P-PO43(mg/L)
Primario 430 0 5 11
Secundario 110 0 20 10
Terciario <125 0 <10 <1
Digestion aerobia 300 5 506 12

1.2 Biotecnologia de microalgas

Las microalgas son un diverso grupo de microorganismos unicelulares existiendo alrededor de 300.000
especies diferentes en el planeta, de las cuales solo se han descrito alrededor de 40.000 (Lewandowski et
al., 2018). Este grupo incluye cianobacterias (procariotas), asi como especies de microalgas eucariotas
capaces de crecer en diversos ambientes (Lewandowski et al., 2018). La mayoria son fotoautdtrofas, es
decir, la luz es su fuente de energia, mientras que el CO; es su fuente de carbono.

1.2.1 El proceso fotosintético

Se puede afirmar que la fotosintesis que realizan las microalgas es un proceso de gran importancia, ya que
el fitoplancton marino produce aproximadamente el 50% del oxigeno en la atmésfera (Gamarra Santos,
2019). Las microalgas utilizan la radiacidon fotosintéticamente activa o PAR (Photosynthetically Active
Radiation), que estd comprendida en el rango de longitud de onda de 400 a 700 nm. La fotosintesis
convierte la energia luminica absorbida en energia de tipo quimico, utilizable para el desarrollo y
crecimiento celular, siendo el NADPH y el ATP las moléculas en las que queda almacenada esta energia
guimica. La fotosintesis oxigénica se puede expresar como una reaccion de oxidorreduccién promovida por
la energia de la luz, en la que agua y CO; se convierten en oxigeno y carbohidratos. Entonces, la
estequiometria de la fotosintesis oxigénica permite calcular la relacion entre: CO; fijado, O, liberado, y

glucosa generada:
6CO2 + 12H20 + luz (energia) - C¢H1206 + 602 + 6H20 [4]

Este proceso, que supone la conversidon de materia inorganica en materia organica, ocurre en complejos
enzimaticos que estdn presentes en las membranas celulares. En definitiva, la luz es recolectada por un
sistema de pigmentos, que actian como antenas y dirigen la energia absorbida hacia los centros de
reaccién, donde las reacciones fotoquimicas tienen lugar. El cambio fotoquimico inicial provoca un bombeo
de electrones a través de las paredes del cloroplasto que produce una diferencia de concentracién de
protones entre ambos lados de la membrana, capaz de provocar la fosforilacion de ADP produciendo ATP.
En ultimo término, estas moléculas de ATP son utilizadas para fabricar compuestos quimicos mediante

reacciones anabdlicas con el fin de satisfacer las necesidades energéticas del organismo.

Los pigmentos fotosintéticos son de gran importancia, hasta el punto en que Reol (2003) afirma que son la
base de la vida sobre la Tierra. Los pigmentos primarios tienen como funcion la captacién de la energia
luminica. El pigmento primario en todas las algas es la clorofila a, que esta asociada a proteinas del centro
de reaccidn y a los pigmentos antena del fotosistema | (PSI) y fotosistema Il (PSll), y se puede clasificar

segln se trate de organismos fotosintéticos procariotas (bacterioclorofila a) o eucariotas (clorofila a).
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Chlorophyta dispone de clorofila b que actia como recolector de luz, ademas de transferir la energia
luminosa hacia la clorofila a (Mena Bolafios, 2019). La clorofila a, junto con la clorofila b se asocian a los
complejos externos cosechadores de energia del PSI y PSIl denominados LHCI y LHCII, respectivamente
(Nelson y Yocum, 2006). Estos estdn acompafiados de otros pigmentos accesorios (carotenoides), cuya
funcién es ampliar el espectro de absorcidn de los pigmentos primarios, ademas de proteger frente a una
cantidad de luz excesiva, disipando el exceso de energia absorbida, de manera que no sea dafiina (Gamarra
Santos, 2019). Los carotenoides son una clase de pigmentos que se producen en dos tipos principales, la
clase de hidrocarburos (carotenos) y la clase oxigenada (xantofilas), que tienen una fuerte propiedad

antioxidante.

1.2.2 Cinética de crecimiento celular

Para analizar los cultivos de microalgas es necesario obtener expresiones para la velocidad especifica de
crecimiento celular (i) y para la productividad volumétrica de biomasa (Pb). La concentracion de biomasa

(Cb) se expresa en masa seca por unidad de volumen de cultivo. Es usual encontrarla expresada en gramos
por litro (g/L), gramos por metro cubico (g/m?3) o kg por metro cubico (kg/m3). La velocidad especifica de

crecimiento (u) es una medida de la capacidad de generacidn de biomasa. Mide la cantidad de gramos de
biomasa que es capaz de generar cada gramo de biomasa en la unidad de tiempo:

1 dcCb

W= o (5]

Siendo: u: velocidad especifica de crecimiento, g biomasa formada/(g biomasa seca-dia), o
simplemente 1/dia
Cb: concentracidn de biomasa, g/m3

dCb/dt: variacién de la concentracion de biomasa respecto al tiempo, g/(m3dia)

Existen diversos modos de operacion de fotobiorreactores. El cultivo en modo discontinuo consiste en
introducir en el fotobiorreactor el medio de cultivo junto con el indculo de microalgas y dejar que
evolucione durante un periodo de tiempo determinado. Cuando la concentracién de biomasa o
biomoléculas de interés ha alcanzado su maximo valor se cosecha, se limpia el reactor y entonces comienza
una nueva operacion. Este sistema permite una mayor versatilidad del reactor, pero presenta periodos
muertos entre cada carga, lo que hace que la productividad global disminuya. En el cultivo semicontinuo se
cosecha una parte del volumen del reactor reponiendo dicho volumen con medio de cultivo nuevo. De esta
forma, se eliminan los tiempos muertos entre cargas, por lo que se pueden conseguir mayores
productividades que en el cultivo discontinuo. En el modo de operacién en continuo se introduce medio
fresco constantemente al cultivo mezclado homogéneamente durante el periodo iluminado, a la misma vez
que se extrae el mismo caudal de cosechado del reactor, de manera que se alcanza un estado estacionario
gue permite operar sin detenciones. Cuando la variable fija es la velocidad de dilucién se dice que el sistema
actla como un quimiostato, mientras que, cuando la variable fija es la concentracidn de biomasa el sistema
se denomina turbidostato. Para Morales Amaral (2016) el modo continuo es el mas adecuado debido al
acoplamiento que se produce entre el proceso fotosintético dependiente de la luz solar, y la generacion de
aguas residuales que alcanza sus valores maximos en las horas diurnas, disminuyendo durante la noche

considerablemente.
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Si nos centramos en un cultivo discontinuo, recordemos en primer lugar que el crecimiento celular tiene

lugar de tal modo que se distinguen cuatro etapas (Castro Bustamante, 2018):

e Fase de latencia o fase lag: se produce después de la inoculacion. En esta etapa no tiene lugar la
replicacion de ADN, y no hay creacién de nuevas células. Las células se estan adaptando al medio.

e Fase de crecimiento exponencial: las células se reproducen a la velocidad maxima para las condiciones
ambientales determinadas, ya que no hay limitacién de nutrientes.

e Fase estacionaria: cuando se agota un nutriente se detiene el crecimiento, de manera que la
poblacién de células permanece estacionaria (la regeneracién de células nuevas se compensa con la

muerte de células viejas).

e Fase de muerte: se produce la muerte celular: se agota el sustrato y la poblacidn celular desciende,
ya que la tasa de mortalidad es superior a la tasa de generacién de nuevas células.

08 -
Fase estacicnaria

0.5 -

=
i
1

Fase de muerte
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In (Cb/Cha)
=
[#E]
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L] 5 10 15 20 25
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Figura 2. Crecimiento celular en discontinuo (Castro Bustamante, 2018).

La velocidad especifica de crecimiento varia con respecto al tiempo. Cuando el cultivo se encuentra en
condiciones de saturacién de nutrientes U es constante y se denomina pmax. En este caso la ecuacién

diferencial que define pu (Ecuacion 5) se integra, dando lugar a un crecimiento exponencial:
Cb = Cbo - eMmax't [6]

Siendo: Cb: concentracion de biomasa, g/m?3
Cbo: concentracién de biomasa inicial, g/m?
Umax Velocidad especifica de crecimiento maxima, 1/dia

t: tiempo, dia

Operando:
Ccb
1n@ = Wnax 't (7]
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Por tanto, la velocidad especifica de crecimiento maxima se puede calcular a partir de la pendiente de In

(Cb/Cbo) versus tiempo.

En el caso de las microalgas, si planteamos un cultivo en continuo, la limitacién mas habitual del crecimiento
es la limitacién por luz. La relacién entre u e irradiancia (l) representaria el modelo de crecimiento de
limitacion por luz. Existen diferentes ecuaciones propuestas que varian fundamentalmente en la forma de
la curva p-l. Por ejemplo, Molina Grima et al. (1994) propusieron un modelo de limitacién de luz para

cultivos continuos mediante la siguiente ecuacién:

— HmaxTay [8]
IF+IT,
Siendo: lav: irradiancia promedio en el interior del reactor, pE/(m?s)
Ik: irradiancia a la que se alcanza la mitad de la velocidad maxima de crecimiento, o
constante que depende de la especie de microalga, uE/(m?:s).

n: pardmetro establecido empiricamente, que da forma sigmoidal si n>1

En un cultivo operado en modo continuo normalmente se suele trabajar en quimiostato, por lo que la
velocidad especifica de crecimiento de la biomasa es constante y coincide con la velocidad de dilucidn

impuesta al cultivo (1 = D).

La productividad volumétrica de biomasa (Pb) mide la masa de biomasa que se genera por unidad de

volumen de cultivo y tiempo. Puede obtenerse en cada momento como el cociente del incremento de la
concentracion de biomasa (ACb) en un incremento dado de tiempo (At). Esto nos daria la productividad
media del periodo. Si se mide en un At muy pequefio, tenemos la definicién de productividad volumétrica

instantanea:

_dob
Pb = p” [9]

Siendo: Pb: productividad de biomasa, g/(m3-dia)
dCb/dt: velocidad de crecimiento microbiano, g/(m3-dia)

De la definicidn de p, se deduce que ambas variables estan relacionadas, de modo que en un cultivo en

continuo alcanzaremos un estado estacionario y tendremos que:
Pb=u-Cbh=D-Ch [10]

Siendo: Pb: productividad volumétrica de biomasa, g/(m3-dia)
Cb: concentracidn de biomasa, g/m3
u: velocidad especifica de crecimiento, 1/dia

D: velocidad de dilucidn, 1/dia

La irradiancia incidente, los ciclos de luz-oscuridad, la disponibilidad de nutrientes y la temperatura, entre

otras variables, influyen en la productividad de biomasa y de formacién de productos de interés.
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1.2.3. Cultivo de microalgas

Son varios los factores que afectan al cultivo de microalgas. Entre ellos se puede destacar:

Luz: es el principal factor limitante, y esta relacionada con un buen disefio de los fotobiorreactores
(Sutherland et al., 2015). La concentracién celular reduce considerablemente la penetracion de luz en el
cultivo causando un uso deficiente de luz (Park y Lee, 2001) debido al sombreado, lo cual afecta la
disponibilidad de luz para las células. Cuando no existe limitacidn por nutrientes, la fotosintesis se incrementa
con el aumento de la intensidad luminica hasta alcanzar la maxima velocidad de crecimiento especifica para
cada especie en el punto de saturacion por luz. Pasado este punto, se alcanza el punto de fotoinhibicion
(cuando la concentracion de CO; es mas baja que la de oxigeno), produciéndose resultados perjudiciales para
las células e incluso la muerte, conduciendo a la pérdida de eficiencia fotosintética y productividad del cultivo
(Hernandez Pérez y Labbé, 2014). Para evitar eso, es necesario que las microalgas se encuentren en un
ambiente adecuado para su desarrollo, lo que quiere decir que debe tener un aporte adecuado CO; en el
medio de cultivo y una eficiente eliminacién de oxigeno disuelto en el medio (Romero Villegas, 2018).

Temperatura: debe encontrarse en el intervalo de 18 a 30 °C para un crecimiento éptimo de la microalga
Chlorella (Barona Altamirano, 2014). Temperaturas por debajo de 16°C retardan el crecimiento de las
especies, mientras que temperaturas superiores a 35°C pueden ser letales. La produccién algal aumenta
proporcionalmente con la temperatura hasta alcanzar la temperatura éptima de cada especie. Por encima
de esta, larespiracién aumentay la fotorrespiracion reduce la productividad global. La temperatura se puede
controlar en un sistema de cultivo cerrado mediante cambiadores de calor, pero en un sistema de cultivo

abierto el Unico mecanismo de atenuacion de la temperatura del cultivo es la evaporacidn.

pH: es de gran importancia en los cultivos debido a que es el responsable de la disponibilidad y solubilidad
de CO; y de los nutrientes esenciales (Romero Villegas, 2018). La modificacion de este factor determina en
gran medida la disponibilidad de las fuentes de carbono inorganico. El pH del cultivo estd influenciado por
varios factores como la productividad algal, la respiracidn, la alcalinidad y composicion idnica del medio de
cultivo, la actividad microbiana tanto autotréfica como heterotréfica y, por ultimo, la eficiencia del sistema
de adicion de CO, (Hernandez Pérez y Labbé, 2014). Cada especie necesita un rango determinado de pH para
alcanzar un crecimiento dptimo, siendo el rango de pH dptimo para C. vulgaris de 6 a 8 (Naderi et al.,
2015). Por encima o debajo de éste, tiene lugar un descenso de la productividad, que no solo afecta el
crecimiento algal, sino también la capacidad de eliminar el nitrégeno en sistemas de tratamientos de aguas
(Park et al., 2011). El pH puede controlarse con un sistema automatizado de inyeccién de CO; a demanda

fijando el pH éptimo como punto de consigna.

Nutrientes: la biomasa necesita tener disponibles distintos tipos de nutrientes para su crecimiento. Los
macronutrientes forman parte de la estructura de la célula y se necesitan en mayor porcentaje (N, P, C, H,
S...). Los micronutrientes son elementos que la célula necesita en pequefias cantidades y que habitualmente
forman parte de enzimas (Fe, Mn, Cu o Mo) (Rodriguez Gonzalez y Serrano Luna, 2012). El nutriente mas
importante para las microalgas es el carbono, seguido del nitrogeno, que se incorpora como nitrato (NOs’) o
como amonio (NHz*). El fésforo es fundamental en muchos procesos celulares, tales como la formacion de
acidos nucleicos y transferencia de energia. Ademads, aparece en importantes intermediarios metabdlicos y

en moléculas estructurales como los fosfolipidos.
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Oxigeno disuelto: la intensa fotosintesis realizada durante el dia en sistemas de cultivo puede aumentar los

niveles de oxigeno disuelto en el medio. Una elevada saturacion puede afectar la productividad de algas: en
2001 Molina et al. determinaron que a una saturacidn del 200% existe una reduccién del 17% en la
productividad. Debe configurarse un adecuado sistema de desorcion de oxigeno del sistema de forma que
se garantice que el oxigeno disuelto se encuentre siempre por debajo de 250%Sat., teniendo en cuenta que

en un cultivo externo los valores maximos se alcanzan alrededor del mediodia solar.

1.2.4 Aplicaciones de las microalgas

Las microalgas han despertado un enorme interés en los ultimos afios debido a su rapido crecimiento en
comparacion con las plantas superiores y a la interesante composiciéon de su biomasa. Presentan una gran
capacidad de generacidon de biomasa de composicién compleja que puede ser modulada mediante las
condiciones de cultivo, por ejemplo, modificando la irradiancia incidente, los ciclos luz-oscuridad, la
temperatura de cultivo, o la concentracién de ciertos de nutrientes con el fin de aumentar la produccién de
acidos grasos poliinsaturados, pigmentos (clorofilas o carotenoides), proteinas, enzimas antioxidantes,
exopolisacaridos, polialcoholes u otros diversos compuestos bioactivos. A partir de ellas se pueden obtener
productos de alto valor en la nutricion y salud humana y animal, acuicultura, cosméticos, etc. y productos de
bajo valor afiadido como biocombustibles

1.2.4.1 Produccidn de biocombustibles

La disminucién de los recursos petroleros, junto con el aumento de la demanda de los mismos han llevado a
diferentes profesionales a buscar nuevas fuentes renovables de biocombustibles, tales como biodiesel y
bioetanol, productos de bajo valor derivados de la agricultura. Es importante destacar que los
biocombustibles no son la solucién definitiva a los problemas energéticos, ambientales y econdmicos que
nuestro planeta sufre. Pero son una fuente alternativa de energia, complementaria de las tradicionales a
corto, y con muchos rasgos prometedores a largo plazo, en el que la primera gran incégnita es cémo
evolucionaran los combustibles fésiles, que hoy en dia constituyen la base para la economia a nivel mundial
(Ramos et al., 2016).

Las microalgas se consideran una buena alternativa a los cultivos tradicionales para la produccion de
biocombustibles debido a su alta velocidad de crecimiento y al hecho de no competir por suelos cultivables
ni fuentes de agua (Valdés Santiago et al., 2018). Asi se da el salto desde los biocombustibles de segunda
generacion a los de tercera generacidn. La produccion de biodiesel a partir de microalgas ha tenido un papel
muy importante, ya que pueden producir grandes cantidades de triacilgliceroles (20-50% en peso de células
secas), como materia prima para biodiesel (Kim et al., 2010). Ademas, a partir de los carbohidratos presentes
en la biomasa se pueden obtener bioalcoholes, como apuntan Kim et al. (2010). Por ultimo, la biomasa

residual puede someterse a un proceso de digestién anaerobia para obtener biogas.

1.2.4.2 Produccién de biofertilizantes, bioestimulantes y biopesticidas

Durante las ultimas décadas, se han utilizado desmesuradamente fertilizantes quimicos que generan el
empobrecimiento del suelo y agotan los cultivos, motivo por el que se han investigado tecnologias
alternativas. De este modo surgen los biofertilizantes, que pueden ser derivados de organismos vivos o los

organismos en si. Los biofertilizantes constituyen una alternativa mas ecoldgica, rentable y sostenible a los
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fertilizantes sintéticos, ya que ademas de mejorar los cultivos disminuyen la contaminacién ambiental, pues
son productos que mejoran las propiedades del suelo y estimulan el desarrollo de las plantas (Carvajal
Proafio, 2017). Asi, las microalgas pueden ser fuentes de este tipo de productos. Los bioestimulantes usados
en agricultura derivados de microalgas basan su éxito en la presencia de pequefas cantidades de compuestos
activos para el metabolismo vegetal, con el fin de ahorrarle a la planta gastos energéticos innecesarios en
momentos de estrés (Mera et al, 2020). Los biopesticidas microbianos, los cuales pueden ser
microorganismos completos o metabolitos producidos por los mismos con propiedades antibidticas, son una
opcion para reemplazar los pesticidas quimicos, que tienen efectos negativos sobre la salud humana, entre
ellos, induccién de céncer, enfermedades neurolégicas, diabetes, enfermedades respiratorias o fetales y
desdrdenes genéticos. Debido a esto, es necesario desarrollar alternativas ecoldgicas para el control de

plagas para agricultura que aseguren la produccién de alimentos (Valdés Santiago et al., 2018).

1.2.4.3 Industria alimentaria, farmacéutica y cosmética

Recientemente se han desarrollado multitud de productos basados en microalgas o en extractos obtenidos
a partir de las mismas centrados en alimentacién humana o animal, nutracéuticos, cosmecéuticos, etc. En
algunos trabajos, como el de Cerdn Garcia (2013) se menciona que las microalgas han desarrollado un
relevante papel en la industria alimentaria (alimentacion humana o piensos para el ganado) y en la industria
farmacéutica y cosmética, debido al hecho de que muchos consumidores buscan productos mas naturales
con beneficios para la salud. También se emplean desde hace décadas en acuicultura para mejorar la salud
y aspecto de los peces y para biorremediacidn, gracias a su capacidad quelante, motivo por el que se emplean
para el tratamiento de aguas residuales.

Los extractos de microalgas se pueden encontrar principalmente en productos para el cuidado de la piel,
siendo las principales especies utilizadas Arthrospira y Chlorella (Stolz y Obermayer, 2005). Las microalgas
también son utilizadas para productos de proteccién solar y cuidado del cabello (Spolaore et al., 2006). Segun
Spolaore et al. (2006) las microalgas son capaces de mejorar el contenido nutricional de los alimentos y, por
lo tanto, afectar positivamente la salud de los seres humanos y los animales. Esto se debe a su composicidn
quimica con un alto contenido proteico y con presencia de acidos grasos poliinsaturados. Algunos de los
PUFAs mas interesantes obtenidos a partir de las microalgas son: y-Acido linolénico (GLA) producido por
Arthrospira; Acido araquiddnico (AA), producido por Porphyridium; Acido docosahexanoico (DHA) producido
por Crypthecodinium o Schizochytrium; y Acido eicosopentanoico (EPA) producido por Nannochloropsis,
Phaeodactylum o Nitzschia. Todos ellos se utilizan como suplemento nutricional. EPA y DHA se utilizan
ademas en la acuicultura. También presentan pigmentos como la clorofila (0.5-1% de peso seco) o los
carotenoides (0.1-0.2% de peso seco en promedio y hasta 14% de seco para el B-caroteno de Dunaliella),
antioxidantes de gran interés. Los principales carotenoides utilizados comercialmente son: B-caroteno,
astaxantinay, de menor importancia, luteina, zeaxantina, licopeno y bixina (Del Campo et al., 2000). Sus usos
mas importantes son colorantes naturales de alimento y aditivo para piensos. La relevancia nutricional y
terapéutica de ciertos carotenoides se debe sobre todo a su capacidad para actuar como provitamina A
(Garcia Gonzalez et al.,, 2005; Gouveia y Empis, 2003). Los carbohidratos de las microalgas se pueden
encontrar en la forma de almiddn, glucosa, azlcares y otros polisacaridos. Su digestibilidad es alta, por lo

gue no hay limitacidn en usar microalgas enteras secas en alimentos o piensos (Becker, 2004).
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1.2.5 Caracteristicas de Chlorella vulgaris

De entre las microalgas existentes, en este trabajo se ha seleccionado la microalga verde unicelular
Chlorella vulgaris para estudiar su crecimiento y su capacidad de depuracién de aguas residuales. Se trata
de uno de los protistas fotosintéticos mas populares, perteneciente a la siguiente clasificacién cientifica:
Dominio: Eukaryota, Reino: Protista, Divisién: Chlorophyta, Clase: Trebouxiophyceae, Orden: Chlorella,
Familia: Chlorella, Género: Chlorella. (Céspedes Bernal, 2019). Tiene una alta velocidad de crecimiento
(Canovas et al., 1996) y exhibe un gran potencial en tratamiento de aguas residuales. C. vulgaris puede
tolerar las condiciones ambientales rigurosas que se encuentran en las aguas residuales y asimilar

eficientemente nitrégeno y fésforo presentes en ellas (Pittman et al., 2011).

Chlorella vulgaris se descubrié en 1890 como la primera microalga con un nucleo bien definido. El nombre
Chlorella proviene de la palabra griega “chloros”, que significa verde, mientras que el sufijo se refiere a su
tamaio microscépico. Es una microalga sin flagelo que crece en agua dulce y ha estado presente en la tierra
desde hace 2500 millones de afios. Desde entonces, su integridad genética se ha mantenido constante
(Krienitz et al., 2015; Safi et al., 2014, como citd Céspedes Bernal, 2019). Esta es considerada una microalga
termotolerante (Trivedi et al., 2019, como citaron de Oliveira et al., 2019), y normalmente incluye 14-22%
de lipidos, 51-58% de proteinas, 12-17% de carbohidratos y 4-5% de acidos nucleicos (Kim et al., 2010).

Morfolégicamente es una célula esférica de 2-10 um de didmetro, y contiene los pigmentos verdes
fotosintetizadores clorofila a y clorofila b en su cloroplasto (Navinta Huashuayo, 2019). La especie Chlorella
ha sido ampliamente utilizada con las siguientes aplicaciones: salud, nutricion humana y animal,
cosméticos, biocombustibles o aditivos de alimentacidn (Santos Montes et al., 2014). Por ejemplo, Chlorella
sp. ha mostrado una buena capacidad de producciéon de carotenoides, que tienen multiples aplicaciones en
el sector de la industria alimentaria, farmacéutica, nutracéutica, sanitaria y cosmética, debido a su alto

valor comercial (Rajesh et al., 2017).

1.3 Depuracion de aguas residuales mediante cultivos de
microalgas

Las microalgas requieren nitrégeno, fosforo, CO,, luz y una serie de micronutrientes para su crecimiento.
Puesto que, como se ha mencionado, las aguas residuales urbanas son ricas en nitrégeno y fdsforo, el
cultivo de microalgas en ellas permitiria eliminar estos contaminantes mediante su incorporacién a la
biomasa microalgal. Concretamente para C. vulgaris, mas del 64% del nitrégeno total es reciclado en forma
de biomasa (He et al., 2013). La indudable habilidad de las microalgas para eliminar nitrégeno y fésforo
inorganico hace que puedan ser utilizadas como una herramienta de biorremediacion para el tratamiento
de aguas residuales, siendo considerada una practica econémica y prometedora (Ledda et al., 2015). Los
tratamientos microalgales ofrecen una opcidn poco costosa para la eliminacion de nutrientes mediante
tratamiento terciario (Tang et al., 2011). En sistemas convencionales los tratamientos terciarios tienen el
propdsito de eliminar compuestos como el amonio, los nitratos y los fosfatos, lo que incrementa hasta
cuatro veces el coste en comparacidon con un tratamiento primario. El tratamiento de aguas residuales
asistido por microalgas puede proporcionar beneficios, como un aumento en el oxigeno disuelto debido a

la fotosintesis microalgal, una reduccién en la poblacién de bacterias patégenas y la eliminacion de metales
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pesados (Molazadeh et al.,, 2019) y de algunos compuestos orgdnicos toxicos (Romero Villegas, 2018),
reduciendo el riesgo de contaminacion secundaria (de la Nole y Basséres, 1989). El biotratamiento de
aguas residuales con microalgas (ficorremediacion) para la eliminacién de nitrogeno y fosforo fue

propuesta a finales de los afios 50 por William Oswald (Oswald y Gotass, 1957).

La produccion de microalgas requiere el aporte de agua y de elementos (N, C, P, Mg 0 S) que normalmente
son suministrados en forma de fertilizantes. El empleo de agua dulce y fertilizantes puede suponer entre
un 10 y un 50% del coste de produccién de la biomasa de microalgas (Acién Fernandez et al., 2012). Este
coste puede evitarse si se utiliza agua residual para la produccién de microalgas, ya que estas estan
cargadas de nutrientes que pueden ser consumidos por las microalgas, contribuyendo asi a generar un
efluente depurado. Ademads, las normativas de vertido de aguas residuales son cada vez mas estrictas, por
lo que es necesario desarrollar nuevas técnicas de depuracidn que sean mas eficientes y sostenibles (Gémez
Serrano et al., 2015).

Los sistemas de depuracién de aguas pueden clasificarse en convencionales o naturales. Los sistemas
convencionales son los mas utilizados en depuracién de aguas residuales urbanas, sobre todo en grandes
nucleos de poblacién, y presentan la ventaja de que requieren poca superficie. Sin embargo, presentan la
desventaja de que se requiere un consumo elevado de energia con el fin de degradar materia organica
mediante los procesos aerobios en los que se basan las plantas convencionales de tratamiento de aguas
residuales. Se ha visto que la biorremediacién de aguas residuales mediante microalgas consume mucha
menos energia que los sistemas convencionales: 0.52 MJ/m? versus 3.6 MJ/m? (Ledda et al., 2015). Por
tanto, las microalgas tienen un papel muy importante en los procesos de depuracidon debido al descenso
de los costes (Morales Amaral, 2016). Los sistemas naturales o sistemas de lagunas son una alternativa mds
econdmica y sostenible, ya que utilizan recursos ambientales como la luz solar, y el proceso de depuracidn
es realizado por bacterias, algas, y vegetacién y fauna propia del medio (Garcia et al., 1998). Ademas, la
biomasa producida mediante microalgas es rica energéticamente, y puede ser posteriormente procesada
para producir biocombustibles, biofertilizantes, biopolimeros, biopldsticos o colorantes de alimentos

naturales, como se menciond en el apartado sobre aplicaciones de las microalgas.

Las microalgas mas utilizadas en los procesos de tratamiento de aguas residuales son los géneros Chlorella
y Scenedesmus, aunque las cepas Muriellopsis y Botryococcus también han sido probadas (Gomez Serrano
et al., 2013; Sutherland et al., 2014). En realidad, no hay cepas utilizadas especificamente en el tratamiento
de aguas residuales, sino que cualquier cepa que combine alta productividad de biomasa y tolerancia a las
condiciones adversas al aire libre puede ser utilizada. La tolerancia de una cepa a unas aguas residuales
particulares utilizadas como medio de cultivo debe verificarse. Ademas, identificar las cepas mas
productivas y eficientes puede mejorar el proceso, el rendimiento vy la fiabilidad. Para ello, ademas de la
productividad y la composicidn bioquimica, otras propiedades celulares como el peso celular, la eficiencia
de la utilizacién de la luz y los requerimientos de nutrientes deben tenerse en cuenta (Gémez Serrano et
al., 2013).

A la hora de realizar la depuracidn de aguas mediante microalgas, ha de tenerse en cuenta que lo normal
serd que se presente un consorcio de microalgas y bacterias estableciéndose una relacidn simbiética: las
microalgas consumen CO; y los compuestos minerales producidos por las bacterias a través de Ila

degradacion aerdbica de la materia organica, produciendo oxigeno fotosintético, que es necesario para que
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estas bacterias lleven a cabo esta degradacién (Figura 3). La simbiosis entre los cultivos de microalgas y
bacterias procedentes de fangos activos aumentan la capacidad de depuracion del sistema (Olguin, 2012).
La utilizacién de microalgas ha demostrado ser eficiente en la reduccién de DBO y DQO gracias a ese aporte

de oxigeno a las bacterias aerébicas que ayudan a la biotransformacién (Hernandez Pérez y Labbé, 2014).

Figura 3. Mecanismo de accidn para consorcios microalgas-bacterias en aguas residuales (Morales Amaral, 2016).

1.3.1 Suplementacion del medio de cultivo con lixiviados

A la hora de cultivar microalgas, a menudo no basta con aportar directamente agua residual procedente de
un tratamiento primario o secundario (que tiene contenidos relativamente bajos de N y P), sino que es
necesario suplementarla con mas nutrientes. Para ello, es conveniente suplementarla con lixiviado, pues
es una fuente rica en nutrientes que puede sustituir a los fertilizantes quimicos, los cuales incrementan los
costes de produccién y disminuyen la sostenibilidad medioambiental del proceso global (Ledda et al., 2015).
Es decir, el uso de lixiviado es un método eficaz para reducir el coste de produccién de microalgas y
aumentar la sostenibilidad, logrando altas productividades y elevadas tasas de eliminacidon de nutrientes,

siempre y cuando se usen cepas adecuadas, y el sistema opere adecuadamente.

No obstante, el lixiviado puede contener también compuestos que inhiban el crecimiento de los cultivos
como urea, acidos orgdnicos, fenoles y pesticidas, que a altas concentraciones podrian tener efectos
adversos, y limitar el uso de estos efluentes en el proceso (Ledda et al., 2015). Por este motivo, es necesario
optimizar la cantidad de lixiviado con la que resulta ideal suplementar el medio en el que se cultiven las
microalgas. Por ejemplo, el contenido en nitrégeno del lixiviado suele ser elevado y es por ello necesario
diluir el lixiviado, ya que normalmente el nitrogeno esta en forma de amonio y puede inhibir el crecimiento
a concentraciones elevadas (Ledda et al., 2015). Las concentraciones de nitrégeno y fésforo, en ninguiin caso
pueden ser mayores que los limites de inhibicién, estando la inhibicion por amonio a concentraciones

mayores de 100 mg/L, para muchas cepas de microalgas (Ledda et al., 2015).

Segln Morales Amaral et al. (2015), las microalgas son especialmente sensibles a altas concentraciones de
amonio y altos valores de pH, ya que por encima de pH 9 la mayoria de los iones amonio estan en forma de
NH; que desacopla el transporte de electrones en el fotosistema Il y compite con el agua en las reacciones
de oxidacidn que conducen a la generacidn de O,. En dicho estudio se comprobd que Chlorella sorokiniana
fue completamente inhibida a una concentracidn total de NHs/NH4* de 15 mM (250 mg/L) y pH 8.7 en un
fotobiorreactor de tipo columna de burbujeo de 50 L. Este valor es similar al obtenido en el estudio de

Ledda et al. (2015), en el que C. sorokiniana fue completamente inhibida a una concentracion de amonio
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de 210 mg/L. Goto et al. (2018) comprobaron que el crecimiento de C. vulgaris se inhibié a una
concentracién de amonio de 239 mg/L a un pH de 8.5. El uso de microalgas tolerantes a NHs;, como C.
sorokiniana, puede aumentar la estabilidad del proceso.

Por otra parte, C. vulgaris puede acumular fésforo intracelularmente hasta concentraciones de 0.5 M, de
manera que pueden utilizar sus reservas en un medio sin fésforo (Arce Portugal, 2018).

Otro factor clave, ademas de la adecuada concentracién de Ny P en el medio, es el cociente N:P, tanto en
el lixiviado como en el medio de cultivo. Los experimentos de Molazadeh et al. (2019) revelaron que una
relacion N:P de 10 fue el cultivo mas productivo para C. vulgaris, generando la concentracién maxima de
biomasa con un valor de 0.79 g/L, una velocidad de crecimiento especifica de 0.42 1/dia, una productividad
de biomasa de 0.085 g/(L-dia) y una tasa de biofijacién de CO, de 0.143 g/(L-dia).
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2. OBJETIVO Y PLAN EXPERIMENTAL

El presente trabajo se llevd a cabo en el centro IFAPA (Instituto de Investigacién y Formacién Agraria y
Pesquera de Andalucia) de Almeria bajo el convenio de colaboracién con la Universidad de Almeria. El
objetivo general de este trabajo fue estudiar a escala de laboratorio el crecimiento de la microalga Chlorella
vulgaris ala par que analizar su capacidad de depuracion de nitrégeno y fosforo de aguas residuales urbanas

con distinta composicion.

Inicialmente estaba previsto realizar dos series experimentales, tal como se detalla a continuacién. No
obstante, debido a la crisis provocada por el SARS-Cov-2, y al amparo de los cambios propuestos por la
Comisién Académica del Grado en Biotecnologia de la Universidad de Almeria, la segunda serie
experimental ha quedado elaborada como “resultados esperables” considerando la hipdtesis de trabajo y

los resultados obtenidos por otros autores.

2.1 Analisis de crecimiento de la microalga y la depuracion de
agua en cuatro medios diferentes

El propésito de la primera serie experimental es estudiar el crecimiento de Chlorella vulgaris y su capacidad
de depuracién utilizando agua residual de distinta procedencia: se pretende comparar el agua residual de
secundario obtenida en una EDAR convencional (EDAR El Bobar) con el efluente de un reactor raceway con
cultivo de microalgas alimentado con agua residual de primario. Es decir, agua residual de secundario
obtenida mediante dos tratamientos alternativos. El objetivo es comprobar si ambos efluentes son
similares y si la microalga se comporta de manera similar en ambos. Ademds, también se realizé un ensayo
suplementando el agua residual con lixiviado para conseguir un mayor aporte de nutrientes, puesto que el
contenido en N y P de las aguas de secundario suele ser bajo respecto de los requerimientos que tiene un
cultivo de microalgas. Los datos serdn comparados con un ensayo control donde se cultiva la microalga con
medio de cultivo Arnon (Arnon et al., 1974) modificado. Asi, los cuatro ensayos propuestos se realizaron

con los siguientes medios:

e Control: medio de cultivo estandar, medio Arnon modificado (suplementado en nitrato).
e Agua residual de secundario obtenida de EDAR.
e Agua residual de secundario obtenida de reactor raceway (RW).

e Agua residual de secundario obtenida de RW suplementada con lixiviado.

2.2 Optimizacion del aporte de lixiviados al medio

En la segunda serie experimental se pretendia optimizar el aporte de lixiviado al medio con objeto de
maximizar la productividad de biomasa a la vez que la depuracién del mismo. Para ello, se habia propuesto
realizar cuatro ensayos: un control, igual a la primera serie experimental, y tres ensayos con distintos
aportes de lixiviado. Como ya se ha comentado, se hara una revisién bibliografica al respecto debido a la

imposibilidad de realizacidn de estos ensayos por la crisis Covid-19.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Microorganismo y sistema de cultivo

La microalga utilizada fue Chlorella vulgaris (Mosonmagyardévar Algal Culture Collection, Hungary). Esta se
inoculd con un 10% en volumen en un sistema de 12 columnas de burbujeo de vidrio de 3 cm de diametro
y 45 cm de altura, con un volumen de operacion de 250 ml (Figura 4). Disponen de una varilla de vidrio que
llega hasta el fondo para suministrar burbujeo de aire a 0.2 v/(v-min) que proporciona la mezcla del cultivo
y ayuda a la retirada de Oz. El aporte de CO2 se hace a demanda mediante un sistema de control que lo
inyecta cuando el pH supera la consigna impuesta de 8.0. La temperatura se mantuvo en 252C. La
iluminacidn se realizé mediante 8 lamparas fluorescentes de encendido y apagado progresivo para simular

el ciclo circadiano, con una irradiancia promedio incidente de 2622 pmoles de fotones/(m?:s).

Figura 4. Sistema de columnas de burbujeo en interno.

Respecto al modo de operacion de los fotobiorreactores, durante este trabajo se realizo, en primer lugar,
un cultivo en modo discontinuo para estudiar el crecimiento de la microalga en los distintos medios:
concentracién de biomasa alcanzada al final de la fase de crecimiento exponencial, productividad de
biomasa y velocidad especifica de crecimiento (u). Seguidamente, se procedid al cultivo en modo
semicontinuo a una velocidad de dilucién de 0.3 1/dia para simular las condiciones de operacion reales en
una planta a mayor escala. Esto implicaba sustituir cada dia 75 ml de cosechado por medio de cultivo fresco.

En cuanto al medio de cultivo, se compard el crecimiento de la microalga en cuatro medios diferentes:

e Control: medio de cultivo Arnon suplementado en nitrato (Tabla 3).

e SWW: efluente obtenido tras el tratamiento secundario de agua residual en la Estacién Depuradora
de Aguas Residuales El Bobar (Almeria, Espafia).

e SWW-RW: efluente obtenido tras la realizacién de un tratamiento secundario de agua residual de
primario mediante microalgas cultivadas en un raceway externo de 11200 L (IFAPA, Almeria).

e SWW-RW-C: efluente anterior suplementado en un 10% en volumen con lixiviado obtenido de la
EDAR El Bobar.

25



La Tabla 3 muestra la composicién del medio Arnon suplementado en nitrato. Para preparar 5 L de medio
de cultivo se llevan a cabo los siguientes pasos. Para preparar la disolucidn Arnon A se afiade 1 ml de las
disoluciones Stock 2 a 8, y 10 ml de la disolucién 1 (nitrato sddico 85 g/L) en un matraz aforado de un
volumen de 1 L, enrasando con agua destilada. Por otra parte, se prepara la disolucién Arnon B. Para ello,
en otro matraz aforado se vierte 1 ml de K;HPO, 0 disolucidn 9 por cada litro de medio de cultivo, y se
enrasa con agua destilada hasta un volumen de 4 L. Ambas disoluciones se esterilizan en autoclave a 1212C
durante 30 minutos en dos botellas separadas para evitar la aparicion de precipitados de fosfato. Tras ello,
cuando ambas disoluciones, Ay B, se encuentren a temperatura ambiente, se mezclan en ambiente estéril,

en campana obteniendo asi un volumen total de 5 L de medio de cultivo.

Tabla 3. Medio Arnon modificado de Arnon et al. (1974).

. .. Nomenclatura . . V disolucién/
Disolucién . . Disoluciones Stock a preparar . .
disoluciones L medio de cultivo
1 NaNO; 1M (85 g/L) 10 ml
2 NaV03(0.239 g/L) 1ml
3 Na;MoO, - 2 H,0 (1.26 g/L) 1ml

HsBOs (2.82 g/L)
MnCl; - 4H,0 (1.81 g/L)

4 D7 ZnS0, - 7H,0 (0.222 g/L) 1ml
CuSO; - 5H,0 (79 mg/L)
CoCl, - 6 H,O
Arnon A 5 MgSQO, - 7H,0 (124 g/L) 1ml
6 CaCl; - 2H,0 (15 g/L) 1ml
7 NaCl (117 g/L) 1ml
Disolver 16 g EDTAy 10.4 g KOH

en 186 ml H,0
8 Solucién Disolver 13.7 g FeSO4 7 H,0 1ml

Fe-EDTA en 364 ml H,0

Mezclar ambas soluciones

y burbujear 24h

Arnon B 9 KaHPO4 1M (174 g/L) 1ml

3.2 Toma de muestras y analisis del cultivo

La evaporacién de agua se compensaba cada dia antes de proceder a la toma de muestras, la cual se
realizaba en campana de flujo laminar y siempre a la misma hora. Una vez tomada la muestra, se procedia

a realizar los siguientes analisis:

e Concentracion de biomasa

Para determinar el crecimiento de los cultivos mencionados anteriormente en los diferentes
fotobiorreactores se midié diariamente la absorbancia a 750 nm mediante espectrofotometro (Thermo
Scientific, Genesys 10S UV-VIS), pudiendo determinar la concentracion de biomasa mediante cuatro curvas
de calibrado: para el control (Ecuacidn 13), para SWW (Ecuacidn 14), para SWW-RW (Ecuacidn 15) y para

SWW-RW-C (Ecuacién 16), siendo FD el factor de dilucién aplicado a las muestras. No obstante, la
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estimacion de concentracion de biomasa por espectrofotometria fue validada mediante peso seco, para lo
que se filtraron 40 ml de cultivo en un filtro Whatman con un didmetro de poro de 1 pum previamente
pesado. Estos filtros se secaron durante 24 h en una estufa a 8092C y posteriormente, se pesaron

nuevamente, permitiendo asi obtener el peso seco de biomasa en g/L.

Cb (2) = 0.6628 - Absys, - FD R? = 0.9587 [11]
Cb (2) = 0.5667 - Absyso - FD R? = 0.9880 [12]
Cb () = 0.5473 - Absyso - FD R? = 0.9767 [13]
Cb (2) = 05793 Absyso - FD R? = 0.9835 [14]

e Estado fisiolégico de la célula

El estado fisioldgico de las células de cada uno de los cultivos es determinado diariamente por la
cuantificacion de la fluorescencia de las clorofilas (Fv/Fm), lo que muestra la actividad del aparato
fotosintético. Es decir, se mide el rendimiento fotosintético éptimo (Fv/Fm), mediante un fluorimetro. Para
ello, se introducen 2 ml de cultivo en una cubeta, se somete a 15 min de oscuridad y se mide en un

fluorimetro (AquaPen AP 100, Photon System Instruments, Republica Checa).

® QObservacion morfologica

Al comienzo y al final de cada ensayo se realizé un estudio del estado del cultivo y la morfologia celular por
microscopia Optica a diferentes aumentos (x 10 y x 40), con el microscopio LEICA DM500 (Alemania) con
camara LEICA ICC50 W (Alemania). De esta manera, se comprueba que se mantiene un cultivo monoalgal y
no han crecido especies no deseadas.

3.3 Analisis de nutrientes

Tanto el medio de cultivo empleado en cada ensayo, como el sobrenadante obtenido tras el cosechado de
las muestras de cada fotobiorreactor se analizaron en cuanto a contenido en amonio nitrato, amonio y
fosfato. Estos ensayos se realizaron con los sobrenadantes obtenidos el ultimo dia tanto del ensayo en
discontinuo (al comenzar la fase estacionaria) como del ensayo en semicontinuo (estado estacionario). Se
utilizaron los métodos oficiales estandar aprobados por el Ministerio de Agricultura de Espafia (1982) para
analizar el agua de entrada y de salida de los fotobiorreactores.

e Nitrato

En un matraz de 50 ml se introducen 0.5 ml de muestra (previamente filtrada) y 2.5 ml de HCl al 37% v y se
enrasa con agua destilada. Se agitan los matraces y se mide la absorbancia en espectrofotometro a 220y
275 nm usando una cubeta de cuarzo. Posteriormente, se calcula la concentracion de nitrato empleando la

siguiente recta de calibrado:

Cnitrato(%) = (AbSZZO -2 Ab5275) . 1638 -FD RZ = 09998 [15]
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e Amonio

En un matraz aforado de 25 ml se introduce 1 ml de la muestra (previamente filtrada) y se afiade 1 ml de
tartato sddico al 20% v y 1 ml de reactivo Nessler. Posteriormente, se enrasa con agua destilada y se agitan
los matraces. Pasados 15 min, se mide la absorbancia en espectrofotometro a 410 nm usando una cubeta
de cristal. Seguidamente se calcula la concentracién de amonio (mg/L) empleando la siguiente recta de

calibrado:
Camonio (22) = 0.0066 - Absy1 - FD R? = 0.9984 (16]

e Nitrégeno total

Una vez analizado el contenido en nitrato y en amonio de las muestras, se calcula el contenido en nitrégeno

total como la suma de la contribucidn del nitrégeno presente en ambas moléculas.
e Fosfato

Para medir la concentracion de fosfato se emplea un matraz aforado de 25 ml en el cual se introducen 1 ml
de muestra (previamente filtrada), 1 ml de una disolucidén de hidroquinona (0.25 g en 50 ml de agua
ultrapura), 1 ml de sulfito sédico al 20% v, y 1 ml de una disolucién de molibdato amédnico (12.5 g de
molibdato amdnico, 37.5 ml de 4cido sulfurico al 96% v, y se enrasa hasta 250 ml con agua ultrapura). Los
matraces se enrasan con agua ultrapura y se agitan. Pasados 30 min, se mide la absorbancia en
espectrofotdmetro a 430 nm usando una cubeta de cristal. Posteriormente, se calcula la concentracion de

fosfato empleando la siguiente recta de calibrado:

Cosfato (L) = 0.0005 - Absyze - FD R? = 0.9960 [17]
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Analisis de crecimiento de la microalga y la depuracion de
agua en cuatro medios diferentes

El crecimiento de la microalga se estudié en cuatro medios de cultivo diferentes operando los
fotobiorreactores primero en modo discontinuo y, a continuacién, en modo semicontinuo. Paralelamente
se ha analizado el consumo de nutrientes por la microalga depurando de esta forma el medio aportado.
Chlorella sp. tiene alta eficiencia de eliminacién (superior a 80%) de nutrientes en los efluentes del
tratamiento primario y secundario de aguas residuales urbanas (Lau et al., 1995; Wang et al., 2010). La
adaptacion de Chlorella sp. a altas concentraciones de nutrientes conduce a su aplicacién en el tratamiento
de aguas residuales (Borowitzka, 1999). Esta microalga ha sido elegida porque puede asimilar
eficientemente nitrégeno y fésforo (Pittman et al., 2011) a la vez que tolera altos niveles de CO; y otras
condiciones ambientales adversas (Molazadeh et al., 2019).

4.1.1 Cultivo discontinuo
4.1.1.1 Crecimiento del microorganismo

Concentracién de biomasa vy productividad de biomasa

La concentracion de biomasa experimenté un aumento con los dias para todos los medios ensayados
(Figura 5 a). Para el dia 7 de cultivo todos los cultivos habian alcanzado una concentraciéon cercana a 1.0
g/L. Para el dia 11 se produjo un importante incremento de la concentracion en el ensayo llevado a cabo
con medio suplementado en lixiviado (SWW-RW-C) acercandose a los 2.0 g/L, valor muy superior al
ligero aumento observado en el control (1.12 g/L). Cabe destacar que los valores alcanzados empleando
el efluente de la EDAR (SWW) y el efluente del raceway (SWW-RW) son similares, lo que nos lleva a
pensar que el tratamiento secundario realizado mediante sistemas de produccién de microalgas (donde
se dispone de consorcios microalgas-bacterias) ofrece un efluente de similares caracteristicas al
obtenido mediante los procesos convencionales llevados a cabo en una EDAR. Con respecto a la
productividad de biomasa (Figura 5 b), el control presenté la menor productividad, 0.26 g/(L-dia). Los
cultivos en SWW y SWW-RW presentan productividades similares entre ellos: 0.35 g/(L-dia) y 0.30
g/(L-dia), respectivamente. Se puede observar que el medio de cultivo mas productivo fue SWW-RW-C,
alcanzando un valor de 0.40 g/(L-dia). Estos resultados son los esperables: la adicidn de lixiviado supone
un aporte mayor de nutrientes en el medio, que permite que la microalga pueda alcanzar una mayor
concentracién de biomasa en el mismo tiempo con respecto al empleo de medios no suplementados.
Los bajos valores alcanzados al final del ensayo empleando el control (Arnon) con respecto al medio
suplementado en lixiviado han de estar relacionados con el mayor agotamiento de nutrientes en el caso
del Arnon. Asi, si vemos las graficas aportadas en el apartado 4.1.1.2 sobre consumo de nutrientes,
podemos ver como al final el cultivo llevado a cabo con medio Arnon habia consumido practicamente

todo el Ny el P aportados.
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Figura 5. Evolucién de la concentracion de biomasa con el tiempo en el cultivo discontinuo (a) y productividad de
biomasa mdxima y final (dia 11) (b) alcanzada para los distintos medios de cultivo ensayados: control (Arnon
modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-RW (efluente de secundario de raceway) y SWW-RW-C
(efluente de secundario de raceway suplementado con lixiviado).

Si se lleva a cabo una comparacidn con otros autores, se puede ver que Wong et al. (2017) en experimentos
en discontinuo con C. vulgaris en medio Bold Basal durante 12 dias en un estanque de 6 L obtuvieron una
concentracidn de biomasa de 0.9 g/L, siendo este valor ligeramente inferior al obtenido utilizando medio

Arnon modificado en el presente estudio. La productividad de biomasa promedio fue de 0.0716 g/(L-dia),

(calculada a partir de Pb =(Cbh-Cbo)/t). Si se comparan ambos medios, se puede observar que el medio Bold
Basal contiene 0.0676 g de nitrégeno y 0.0532 g de fésforo (Wong et al., 2017), mientras que el Arnon
modificado contiene 0.0369 g de nitrégeno y 0.056 g de fosforo. Aunque el medio Bold Basal presente una
mayor cantidad de nitrégeno, el crecimiento obtenido es algo menor debido a que en el experimento de
Wong et al. (2017) la irradiancia incidente suministrada a los cultivos fue mas baja (70 pumoles de
fotones/(m?-s)).
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Es importante destacar que toda la bibliografia encontrada respecto a crecimiento microalgal en agua
residual es comparable no solo con el medio SWW, sino también con el medio SWW-RW. La diferencia
entre ellos es principalmente que el agua residual de secundario procedente de la depuradora El Bobar es
mas rica en N de lo que habitualmente se espera para un afluente de un tratamiento secundario, si bien
cumple con toda la legislacién aplicable para su vertido. El resultado es que ese efluente (y el medio SWW-

RW-C que esta suplementado en lixiviado) es rico en nutrientes, e incluso comparable al medio Arnon.

El estudio de Chawla et al. (2020) realizado en discontinuo en vasos de 100 ml de cultivo y con una
irradiancia incidente de 50 pmoles de fotones/(m?:s), se centré en el potencial de cultivos de microalgas
para la depuracion de tres tipos de agua residual (no esterilizadas) con diferente procedencia: de una planta
de tratamiento de aguas residuales, de una industria de procesamiento de lacteos y de un matadero. Se
obtuvo para C. vulgaris una concentraciéon de biomasa maxima de 0.78 g/L usando aguas residuales

tratadas, lo que se corresponde con los medios SWW y SWW-RW. La diferencia de concentracién y

productividad de biomasa respecto al presente estudio se debe a que la composicidn del agua procedente
de una planta de tratamiento de aguas residuales es muy variable, no solo con el lugar de procedencia, sino
incluso de un dia para otro. Para el experimento de Chawla et al. (2020) el agua presentaba las siguientes
concentraciones: 14 mg/L N-NOs, 46.8 mg/L N-NH4" y 15.5 mg/L P-PO43. Por su parte, el medio SWW
utilizado en este trabajo presenta 2.8 mg/L N-NOs’, 77.7 mg/L N-NHz* y 5.1 mg/L P-PO43. La razén por la
que las microalgas crecieron mas en el presente estudio es, probablemente, porque el N total disponible
es mayor (80.5 mg/L frente a 60.8 mg/L).

Kim et al. (2010) cultivaron C. vulgaris en discontinuo utilizando como medio de cultivo agua residual de
una planta de tratamiento, lo que es comparable los medios SWW y SWW-RW. En este experimento la fase
de adaptacidn al agua residual fue de 24 h, mientras que en el presente trabajo fue algo mas larga, 48h
(Figura 5 a). Esta mayor duracion de la fase lag puede ser debida a la acidez del agua que se utilizé, lo que
al inicio pudo provocar cierto estrés a las células. Hernandez (2010) concluyé que, al usar un efluente sin
tratamiento, la microalga C. vulgaris precisa de un proceso de adaptacion largo para comenzar la absorcién
de nutrientes. Sin embargo, al utilizar un efluente filtrado y desinfectado, C. vulgaris comienza la absorcién
de nutrientes a partir del segundo dia de cultivo, como afirman Ramos y Pizarro (2018), lo que esta en

sintonia con lo observado aqui.

Kim et al. (2010) afirmaron que la concentraciéon de C. vulgaris se incrementd hasta 0.13 g/L en el dia 9 de
cultivo, valor bastante menor que el obtenido durante este experimento, que seria aproximadamente 1 g/L
en el dia 9. Esta menor concentracién de biomasa obtenida en el experimento de Kim et al. (2010) se puede
atribuir al hecho de que el agua residual utilizada por este autor era escasa en nutrientes en comparacion
con el agua utilizada en el presente experimento. Prueba de ello es que el efluente de aguas residuales
procedente de la planta contenia una concentracion de N-NH;" de solamente 7.7 mg/L y 0.90 mg/L de

fosforo total, existiendo una clara limitacidén por nutrientes.

En el estudio de Ge et al. (2018), los cultivos de C. vulgaris se realizaron en columnas de burbujeo de 2 L
con una irradiancia promedio dentro del reactor de 75 a 120 umoles de fotones/(m?s). El crecimiento y la
eliminacion de nutrientes por C. vulgaris fueron optimizados en condiciones autotroéficas, heterotréficas y
mixotréficas empleando el efluente de la digestidon anaerobia en una planta de tratamiento de agua

residual (esterilizado). Las condiciones mixotréficas promovieron un mayor crecimiento de biomasa (0.72
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g/L en 12 dias), siendo este valor menor que el obtenido en el presente estudio para el medio SWW-RW-C
(1.95 g/L). Segun este autor, al afiadir glicerol en la fase exponencial tardia se generd la maxima
productividad de biomasa, con un valor de 0.07 g/(L-dia), en comparacién con 0.17 g/(L-dia) en este estudio.
El crecimiento en el presente estudio fue mayor debido, probablemente, a disponer de una mayor
irradiancia y un mayor aporte de nutrientes: en el presente estudio 154 mg/L de N total y 4.3 mg/L de P-

PO,3, en comparacion con 80.3 mg/L de N total y 2.9 mg/L de fésforo.

Velocidad especifica de crecimiento maxima (¢ maxima)

En cuanto a la velocidad especifica de crecimiento maxima, se puede observar cdmo el control presenta el
menor valor de u méxima (0.62 1/dia), mientras que SWW-RW-C presenta el mayor valor (0.76 1/dia). Los
valores de i méxima para los medios SWW y SWW-RW son practicamente idénticos: 0.70 y 0.71 1/dia. Estos
resultados sugieren, como se ha explicado anteriormente, que estos dos medios aportan caracteristicas
similares en cuanto a crecimiento de la microalga y, por tanto, podrian ser utilizados indistintamente como
medio de cultivo.
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Figura 6. Velocidad especifica de crecimiento mdxima (i mdxima) para los distintos medios de cultivo ensayados:
control (Arnon modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-RW (efluente de secundario de raceway) y
SWW-RW-C (efluente de secundario de raceway suplementado con lixiviado).

En el estudio de Lim et al. (2010) observaron cultivando C. vulgaris durante 10 dias en medio Bold Basal un
valor de u maxima de 0.4 1/dia, siendo este resultado menor al obtenido en este estudio con medio Arnon
modificado (0.62 1/dia). Esto probablemente se debe a que en el presente estudio la irradiancia
suministrada a los reactores es mucho mayor; Lim et al. (2010) emplearon estanques de 40 L, en los que la

irradiancia incidente tomé valores desde 135 hasta 1193 umoles de fotones/(m?:s).

En el estudio de Ruiz-Marin et al. (2010) las cepas C. vulgaris y S. obliquus fueron cultivadas en discontinuo
en biorreactores de 2.5 L de cultivo. Se cultivaron bajo 135 umoles de fotones/(m?:s), empleando medios
artificiales por un lado, y aguas residuales urbanas, por otro. El agua residual artificial fue preparada
simulando la cantidad en nutrientes del efluente de secundario procedente de una planta de tratamiento
de aguas residuales que contenia 2 mg/L N-NOs’, 32.5 mg/L N-NHs*y 2.5 mg/L P-PO43. Los medios de cultivo
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artificiales presentaron una mayor tasa de crecimiento (0.377 1/dia para C. vulgaris y 0.401 1/dia para S.
obliquus), en comparacion con cultivos en aguas residuales (0.186 1/dia para C. vulgaris y 0.285 1/dia para
S. obliquus). Estos valores son menores que los aportados aqui para los medios SWW y SWW-RW debido a

una menor disponibilidad de nutrientes, ademas de una menor irradiancia en el estudio de Ruiz-Marin et

al. (2010), en comparacion con este estudio.

En el experimento de Kim et al. (2010), realizado con agua residual procedente de una planta de
tratamiento, no se especificd el valor de u maxima, para C. vulgaris, aunque este puede ser calculado, a partir
de la pendiente de los valores de Cb versus tiempo. De esta manera, se calculd un valor de p maxima de 0.46
1/dia, siendo este valor menor a los presentados en el presente estudio para los medios SWW y SWW-RW

y debido a la baja disponibilidad de nutrientes ensayada (7.7 mg/L N-NHg4*).

Rendimiento fotosintético (Fv/Fm)

Segun Baker (2008) se puede definir Fv/Fm como la maxima eficiencia cuantica del fotosistema Il (PSII). Su
relevancia fisioldgica radica en que es la maxima eficiencia a la cual se utiliza la luz absorbida por el PSII
para reducir el electrén aceptor primario de la quinona del PSIl. Segin Campbell y Tyystjarvi (2012) un
centro de PSIl fotoinactivado pierde la capacidad de mediar la transferencia fotoquimica de electrones.
Para la mayoria de los estudios de fitoplancton, el método preferido es monitorear los cambios en el
rendimiento fotoquimico del PSIl a lo largo del tiempo, midiendo el ratio variable de fluorescencia de la
clorofila al maximo de fluorescencia. Bajo un conjunto de supuestos generales, el parametro Fv/Fm es igual
al maximo rendimiento fotoquimico del PSII (Butler, 1978). La medida de Fv/Fm funciona bien para plantas
con sistemas de antena Chl a/b en los que la fluorescencia in vivo estd dominada por la emisién de Chl a
asociado con el PSIl. Las diferencias taxondmicas en Fv/Fm pueden resultar de contribuciones a la
fluorescencia minima (Fo) de pigmentos fuera del PSIl. Debido a la fluorescencia de tales pigmentos, los
valores medidos de Fv/Fm pueden resultar de la excitacién y emision de longitudes de onda (Simis, Babin,
Huot, Metsamaa, Seppéld, como se citéd en Campbell y Tyystjarvi (2012)).

El estudio del estado del aparato fotosintético es importante, ya que permite saber si el cultivo presenta
estrés y, por tanto, saber si la capacidad fotosintética del cultivo se ve limitada. Si el cultivo presenta
limitaciones fotosintéticas, su crecimiento se limitarda y, ademds, el consumo de los nutrientes serd
ineficiente. Segun Rizzo et al. (2014) los valores maximos de Fv/Fm fueron obtenidos en el rango de 0.70 a
0.72 en la ventana de 650-685 nm, donde estos valores son cercanos a aquellos que se obtienen en las
clasicas técnicas de fluorescencia por induccion (Baker, 2008). Por tanto, se puede considerar que para

valores cercanos a 0.70 el cultivo no presenta estrés en el aparato fotosintético.

En la Figura 7 se puede observar que los medios de cultivo SWW-RW-C y SWW estaban estresados al
principio del ensayo (Fv/Fm de 0.4), mientras que el medio SWW-RW vy el control presentaban un estrés
menor (Fv/Fm de 0.6 a 0.7). El dia 5 todos los cultivos se aproximaban a un valor de Fv/Fm de 0.7, indicando
ausencia de estrés. Hacia el final del cultivo en modo discontinuo, los nutrientes se van agotando y los
cultivos comienzan a estresarse, tal como muestra la ligera bajada en los valores de Fv/Fm medidos (valores
de 0.5a0.6).
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Figura 7. Rendimiento fotosintético (Fv/Fm) respecto al tiempo durante el modo operativo discontinuo para los
distintos medios de cultivo ensayados: control (Arnon modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-RW
(efluente de secundario de raceway) y SWW-RW-C (efluente de secundario de raceway suplementado con lixiviado).

4.1.1.2 Consumo de nutrientes
Como ya es sabido, las microalgas son una alternativa bioldgica para eliminar Ny P de las aguas residuales.
Asi pues, se ha analizado su capacidad de eliminacidon en los distintos medios ensayados en el cultivo
discontinuo de C. vulgaris. La Figura 8 a muestra que el P-PO4 ha sido eliminado en la misma medida en
SWW y SWW-RW (aproximadamente 60%). Pero en el medio SWW-RW-C la eliminacién de P-PO4?3 fue
menor (16%). El medio Arnon (control) tiene una entrada de P-PO4 bastante mas elevada (30 mg/L) con
respecto al resto de medios, cuyos valores varian de 4.3 a 6.8 mg/L. Las aguas residuales urbanas
normalmente se caracterizan por un bajo contenido en materia organica e inorgdnica y un elevado
contenido en P (Gémez Serrano, 2017), aunque en este caso dicho contenido no es muy alto. El lixiviado,
afiadido al medio SWW-RW-C se caracteriza por un mayor contenido en materia organica y especialmente
en amonio, aunque la concentracion de fésforo es baja (Gémez Serrano, 2017). He et al. (2013) observaron
en discontinuo que un consorcio de C. vulgaris y bacterias consumid el fésforo total rapidamente en 10 dias
con una eficiencia de eliminacidén de 98% en las aguas residuales no esterilizadas, porcentaje mucho mayor
que el presentado en este estudio, ya que un consorcio de microalgas-bacterias tiene una mayor eficiencia
de eliminacion de nutrientes que un cultivo monoalgal. No obstante, empleando el medio Arnon, se elimind

mas del 90% del fésforo aportado con el mismo.
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Figura 8. Fésforo (a) y nitrégeno inorgdnico total (b) para la entrada, salida y total eliminado para los distintos medios
de cultivo ensayados: control (Arnon modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-RW (efluente de
secundario de raceway) y SWW-RW-C (efluente de secundario de raceway suplementado con lixiviado).

Para comparar la eliminacion de N en los diferentes medios de cultivo se va a estudiar el grado de
eliminacion del N inorganico total, y posteriormente se especificara la forma en la que se encuentra (nitrato
0 amonio). La eliminacién de N total fue de 94y 92% para el control y para el medio SWW, respectivamente
(Figura 8 b). Este también fue eliminado eficientemente para SWW-RW (87%) y SWW-RW-C (81%). En
comparacién con otros autores, Molazadeh et al. (2019) demostraron que C. vulgaris absorbe tanto N como
P en el rango de 70 a 95%. En el presente estudio, la eliminacién de N se encuentra dentro de este rango,

demostrando como puede existir una limitacién del crecimiento en todos los medios por falta de nitrégeno.
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En cuanto a la eliminaciéon de N y P, los porcentajes de eliminacidon de nutrientes en porcentaje de este
estudio pueden parecer considerablemente menores en comparacion con los valores descritos por
Magnotti et al. (2016). Sin embargo, si se analizan los datos de concentracién (mg/L) se puede observar
cémo se eliminé una mayor cantidad de ambos en el presente estudio. Magnotti et al. (2016) cultivaron C.
vulgaris en discontinuo durante 10 dias y vieron que asimilaba el 83% de 19.3 mg/L de N-NOs (16 mg/L) y
el 100% de 2.5 mg/L de ortofosfato y presentes en el agua residual. En el presente trabajo, se eliminé en el
medio SWW-RW un 72% de 25.9 mg/L de N-NOs (18.7 mg/L) y 57% de 6.7 mg/L de P-PO43 (3.8 mg/L).

Lim et al. (2010) trabajaron en discontinuo cultivando C. vulgaris durante 12 dias en un estanque (40 L)
utilizando aguas residuales procedentes de la industria textil, consiguiendo una menor eliminacidn en
comparacién con el presente estudio. Asi, depuraron un 45% de 6.5 mg/L de N-NH4* (2.9 mg/L) y un 33%
de 7.1 mg/L de P-PO43 (2.3 mg/L).

En el estudio de Ruiz-Marin et al. (2010) también trabajaron con C. vulgaris en discontinuo en biorreactores
de 2.5 L, con una irradiancia de 135 umoles de fotones/(m?s). Emplearon un medio artificial que simulaba
la composicion de un efluente de secundario procedente de una planta de tratamiento, que contenia 2
mg/L de N-NOs", 32.5 mg/L de N-NHs* y 2.5 mg/L de P-PO43. En dicho medio, C. vulgaris elimind un 74% de
32.5 mg/L N-NH4"(24.1 mg/L). Por otra parte, en aguas residuales urbanas naturales se eliminé un 60% de
48 mg/L N-NH4* (28.8 mg/L). Ambos valores son inferiores al presentado en este trabajo en el medio SWW-
RW (47.2 mg/L).

Volviendo a los resultados de este trabajo, si la fuente de nitrégeno se desglosa en amonio y nitrato, para
el N-NH4* (Figura 9 b) se observa cémo fue eliminado en su totalidad (100%) para todos los medios de
cultivo estudiados (excepto en el medio Arnon donde el nitrégeno es suministrado exclusivamente en
forma de nitrato). La entrada de N-NH4* tuvo un valor de 78 mg/L para el medio SWW y de casi el doble,
123 mg/L, para el SWW-RW-C, debido a que en este medio el N es suplementado en forma de amonio en
el lixiviado. Para el medio procedente del raceway, la entrada de N-NH,* fue menor, de 28 mg/L. Esto se
debe a la variabilidad del agua de primario que se suministra tanto a la EDAR como al raceway, y a la

capacidad de depuracién de sendos tratamientos secundarios.
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Figura 9. Nitrégeno en forma de nitrato (a) y de amonio (b) para la entrada, salida y total eliminado para los distintos
medios de cultivo ensayados: control (Arnon modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-RW (efluente
de secundario de raceway) y SWW-RW-C (efluente de secundario de raceway suplementado con lixiviado).

En cuanto al nitrato, la entrada de N-NOs™ para el control es elevada, ya que el medio Arnon modificado
aqui utilizado esta suplementado en nitrato. En este ensayo se elimind casi en su totalidad (96%). En el
medio SWW se detectd un valor muy bajo para la entrada de nitrato, y algo mayor para los medios SWW-
RW y SWW-RW-C. El porcentaje de eliminacion para el medio SWW fue 0% porque no habia casi nada
presente, mientras que para el medio SWW-RW-C fue 6%, pero recordemos que en estos dos medios habia
una mayor entrada de nitrogeno amoniacal que es consumido. En el medio SWW-RW, mas pobre en
nitrégeno amoniacal, se consigue una eliminacidon del N-NO;™ presente del 72%. Esto muestra que las
microalgas asimilan primero el N presente en forma de amonio. La eliminacidn de las diferentes formas de
N (nitrato, amonio y nitrito) tiene un comportamiento secuencial, el nitrito (producto intermedio e
inestable en el proceso de nitrificacion) y el nitrato no son absorbidos por las microalgas hasta que el

amonio es consumido en su gran mayoria (Kim et al., 2010).
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Durante el experimento de Kim et al. (2010) la concentracion inicial de amonio (7.7 mg/L) fue mucho mas
baja que las concentraciones iniciales de este trabajo. Segln este autor la concentracién de N-NHs* no
disminuyé durante la fase lag inicial, pero luego disminuyé bruscamente de 7.7 mg/L a 3.4 mg/L, al mismo
tiempo que disminuyd la concentracion total de carbono inorganico durante la fase de crecimiento
exponencial (24 a 96 h). Finalmente, el dia 9 disminuyo su concentracidén a 1 mg/L, siendo el porcentaje de
eliminacion de 86%. En el presente trabajo se ha conseguido la completa eliminacién del nitrogeno

amoniacal, incluso aunque las concentraciones a la entrada fueran mucho mayores.

El experimento de Chawla et al. (2020) se realizé en discontinuo durante 12 dias con C. vulgaris,
consiguiendo una elevada eficiencia de eliminacion: 95% de 14 mg/L N-NOs (13.3 mg/L), 97% de 46.8 mg/L
N-NHz* (45.4 mg/L) y 99% de 15.5 mg/L P-PO43(15.3 mg/L). En el presente estudio se elimind para el medio
SWW-RW el 72% de 25.9 mg/L N-NOs (18.6 mg/L), el 100% de 28.3 mg/L N-NH,*, y el 57% de 6.8 mg/L P-
PO,3 (3.9 mg/L). En comparacion, la eliminaciéon de N-NOs fue mas favorable en el presente estudio para
el medio SWW-RW, mientras que la eliminacién de N-NH4* fue menor en el presente estudio con respecto
a los resultados de Chawla et al. (2020). Por su parte, la eliminacién de P-PO,42 fue menor en el presente
estudio para el medio SWW-RW.

Ge et al. (2018) realizaron un estudio en discontinuo utilizando aguas residuales con aporte de lixiviado y
C. vulgaris, y comprobaron que en condiciones que presentan una alta produccién de biomasa, el nitrégeno
y el fésforo fueron eliminados casi completamente. Se obtuvieron porcentajes de eliminacién de mas de
99%, tanto para nitrégeno total como para P-POs3, con una entrada de 80.3 mg/L y 2.9 mg/L,
respectivamente. Estos resultados para eliminacidn de N total son comparables a los obtenidos con el
medio SWW, en el que se observod un porcentaje de eliminacién de nitréogeno total de 92%, con una entrada
de 80.5 mg/L, si bien la eliminacién de P fue solo de 55 % (entrada de 5 mg/L).

Araujol y Morales (2004) realizaron un tratamiento similar al realizado en este trabajo para el medio SWW-
RW. Observaron una eliminacion total de N-NH," al final del experimento en todos los cultivos con agua
residual, valores similares a los aqui presentados. Por otra parte, la eliminacién maxima en agua esterilizada
para Chlorella sp. fue del 44% de 5.5 mg/L P-PO,43, eliminando 2.4 mg/L, valor en el rango de los obtenidos
en el presente estudio para los medios SWW (2.8 mg/L) y SWW-RW (3.9 mg/L).
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4.1.2 Cultivo semicontinuo

4.1.2.1 Crecimiento del microorganismo

Concentracién de biomasa y productividad de biomasa

Una vez alcanzada la fase estacionaria de crecimiento en el cultivo discontinuo se iniciaron los ensayos
en semicontinuo con una velocidad de dilucién de 0.3 1/dia. Como muestran los resultados (Figura 10),
tras dos semanas de cultivo se habia alcanzado el estado estacionario. Hay que tener en cuenta que el
estado estacionario se alcanzaria en menos dias, pero puesto que las instalaciones del IFAPA estan
cerradas en fin de semana, los ensayos se alargaron para demostrar la consecucién del estado
estacionario. Se puede observar que con el medio SWW-RW-C se alcanzé una mayor concentracion (1.06
g/L) y productividad de biomasa (0.32 g/(L-dia)) respecto a los demas medios, con los que se alcanzaron
valores algo mas bajos (Figura 10), si bien fueron similares en todos ellos. Esto probablemente se deba
a que todos los cultivos podrian tener limitacién de nutrientes, pues en el control se elimina
practicamente el 100% del fosforo y en el resto de los medios el 100% de nitrégeno (ver seccién 4.1.2.2
sobre consumo de nutrientes). En cualquier caso, lo principal es que se ha demostrado que se puede
obtener un cultivo estable con una productividad de biomasa superior a 0.25 g/(L-dia) con cualquiera de
los medios empleados. Ademas, esto lleva a pensar que un mayor aporte de lixiviado podria permitir
alcanzar mejores resultados debido al mayor aporte de nitrogeno. Esto llevaria a plantear
posteriormente una segunda serie experimental en la que ensayariamos distintos aportes de lixiviado

con objeto de optimizar la dosis del mismo.
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Figura 10. Concentracién de biomasa en estado estacionario (a) y productividad de biomasa (b) para los distintos
medios de cultivo ensayados: control (Arnon modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-RW (efluente
de secundario de raceway) y SWW-RW-C (efluente de secundario de raceway suplementado con lixiviado).

Si se realiza una comparacién con otros autores, se puede ver que Gémez Serrano et al. (2015) realizaron
un experimento analogo al aqui presentando a una velocidad de dilucién de 0.3 1/dia. Los medios de cultivo
utilizados fueron Arnon modificado y agua de secundario tratada obtenida de una planta de tratamiento,
filtrada y no esterilizada. Usando medio Arnon modificado (N 150 mg/L y P 145 mg/L) alcanzaron una
concentracidn de biomasa superior a 1.5 g/L para C. vulgaris. En el trabajo aqui presentado el medio Arnon
modificado tiene menores concentraciones de N (129 mg/L) y P (30 mg/L). Este bajo valor de P parece
limitar el crecimiento del cultivo (ver seccién 4.2.2.1), lo que explicaria que hayamos alcanzado una menos

concentracién de biomasa, de 1 g/L, en comparacion con estos autores.

Las concentraciones de biomasa logradas por Gdmez Serrano et al. (2015) fueron el doble cuando se utilizd
medio Arnon (1.5 g/L) en comparacién con agua de secundario tratada (0.7 g/L); se observo que era debido
a la limitacion de nutrientes cuando se utiliza agua residual. En el presente estudio se alcanzaron valores
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de concentracién de biomasa de hasta 0.95 y 0.85 para los medios SWW y SWW-RW, respectivamente, algo

mayores a los alcanzados por estos autores, debido a que los medios SWW y SWW-RW utilizados tenian
una mayor concentracion de N en comparacién con el estudio de Goémez Serrano et al. (2015). En el
presente estudio los medios SWW y SWW-RW presentaban 273 mg/L y 88 mg/L, respectivamente, de N a

la entrada en el medio.

GAmez Serrano et al. (2015) alcanzaron una productividad de biomasa de 0.6 g/(L-dia) en medio Arnon. En
el presente estudio fue menor, alcanzado 0.26 g/(L-dia), quizas debido a una limitacién por fosfato en el

medio Arnon modificado aqui empleado. Por otro lado, estos autores obtuvieron una productividad de

biomasa de 0.20 g/(L-dia) empleando agua residual. En el presente estudio se observaron valores
superiores debido a una mayor disponibilidad de nutrientes en los medios andlogos empleados: 0.29
g/(L-dia) para el medio SWW, y 0.25 g/(L-dia) para el medio SWW-RW. Los mencionados autores observaron
ademas que los valores de productividad de biomasa obtenidos utilizando agua de secundario fueron
mayores de 0.50 g/(L-dia) empleando Muriellopsis sp. y S. subpicatus, indicando que estas cepas son mas
productivas que C. vulgaris.

Por otra parte, Ge y Champagne (2016) emplearon agua residual de secundario para cultivar la microalga
C. vulgaris en fotobiorreactores con 1.8 L de cultivo, afiadiendo cuatro porcentajes diferentes de lixiviado
(4.1%, 9.5%, 17.2% y 36.2%), siendo las concentraciones de nitrégeno total de 57.4, 129.3, 229.9 y 478.7
mg/L, respectivamente. Realizaron ensayos en semicontinuo reemplazando el 66% del cultivo, y
comprobaron que la concentracion de biomasa era similar (0.42-0.51 g/L) para todas las concentraciones
de lixiviado ensayadas. Ademas, obtuvieron valores de productividad de biomasa que se encontraban en el
rango de 0.18 a 0.31 g/(L-dia), y determinaron que la productividad de biomasa disminuia conforme
aumentaba el porcentaje de lixiviado suministrado. En todos los ensayos realizados en el presente trabajo
se obtuvieron valores mayores de concentracién de biomasa debido a que en el estudio de Ge y Champagne

(2016) la velocidad de dilucién aplicada fue muy alta, mas del doble de la aqui ensayada.

GOAmez Serrano (2017) cultivd Muriellopsis sp. en columnas de burbujeo de 250 ml en semicontinuo con
una tasa de dilucién de 0.3 1/dia. Emplearon agua residual de secundario suplementada con nutrientes que
podrian limitar el crecimiento por encontrarse presentes en baja concentracién (N, P y Fe), con el objetivo
de descartar la presencia de cualquier sustancia téxica en el agua residual de secundario. Los resultados
mostraron valores iguales de produccién, tanto empleando el medio identificado como éptimo (33% de
agua residual de secundario), como agua residual de secundario (100%) suplementada con nutrientes
adicionales. Asi se descarté la presencia de cualquier toxico en el agua utilizada. Para confirmar que esto
es asi para cualquier microalga, se realizaron ensayos con otras especies (Pseudokirchneriella subcapitata,
Chlorella vulgaris, Chlorella fusca, Chlorella sp. y Scenedesmus subspicatus). Demostraron asi que el agua
residual de secundario puede usarse directamente como medio de cultivo para una amplia variedad de
microalgas dulceacuicolas, aunque su baja concentracion de nutrientes puede provocar un descenso de la
productividad de biomasa. Esto nos permite incidir en la recomendacion de suplementar con lixiviado el
agua residual a tratar, con objeto de obtener mayor productividad de biomasa y, ademas, contribuir a

depurar este residuo.
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Rendimiento fotosintético (Fv/Fm)

Se puede observar en la Figura 11 que los cultivos comenzaban a estar estresados al final del cultivo
discontinuo, lo que se corresponde con el dia 0 de cultivo semicontinuo. Sin embargo, al iniciar el cultivo
en modo semicontinuo estos se recuperaron casi de inmediato alcanzando un valor de Fv/Fm préximo a

0.70 que se mantuvo durante todo el ensayo.
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Figura 11. Rendimiento fotosintético (Fv/Fm) respecto al tiempo durante el modo operativo semicontinuo para los
distintos medios de cultivo ensayados: control (Arnon modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-RW
(efluente de secundario de raceway) y SWW-RW-C (efluente de secundario de raceway suplementado con lixiviado).

GAmez Serrano et al. (2015) comprobaron en semicontinuo que los valores de Fv/Fm permanecieron
constantes, y con un valor superior a 0.65 para C. vulgaris cultivada en medio Arnon. Sin embargo, los
valores observados de Fv/Fm cuando se trabajé con agua residual de secundario, comparable a los medios

SWW y SWW-RW, fueron de 0.45 debido a las condiciones de cultivo adversas, ya que las aguas residuales

utilizadas en dicho experimento eran escasas en nutrientes. Sin embargo, en el presente estudio, las aguas

utilizadas eran mas ricas en nutrientes, por lo que el valor de Fv/Fm no resulté perjudicado.

En otro estudio, realizado por Morales Amaral et al. (2015) el valor de fluorescencia de las clorofilas en
semicontinuo para medio Arnon se encontrd alrededor de 0.6 para Muriellopsis sp. y P. subcapitata. Se
utilizo lixiviado como unica fuente de nutrientes, pero diluido bajo diferentes porcentajes de lixiviado (10-
60%). Dicho lixiviado tenia una concentracion de 1.6 mg/L de nitrato, 35.3 mg/L de fésforo y 406 mg/L de
amonio, concentraciones que disminuyeron con las diluciones realizadas. Concretamente, dichas medidas
de Fv/Fm mostraron que Muriellopsis sp. no estaba estresada a ninglin porcentaje de lixiviado en el medio
de cultivo, mientras que P. subcapitata se estresé con porcentajes de lixiviado mayores de 40%: las medidas
realizadas en los cultivos de P. subcapitata mostraron que los valores de Fv/Fm disminuyeron desde 0.60,
cuando se utiliza un medio de cultivo Arnon o porcentajes de lixiviado inferiores a 30%, a 0.49 cuando se
utiliza el 60% de lixiviado. Esto indica que ha de tenerse precaucidn si se desea incorporar altos porcentajes
de lixiviado al cultivo, estableciendo para cada cepa y condiciones de cultivo cudl es el maximo permitido

sin que el cultivo resulte estresado.
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4.1.2.2 Consumo de nutrientes

En lo que respecta al consumo de nutrientes en los ensayos en semicontinuo, el control presenta un
contenido en P-PO42 a la entrada de 30 mg/L, que fue eliminado en un 98%. En el resto de medios el mayor
porcentaje de eliminacién para P-PO43 fue de 79% en el medio SWW-RW, seguido del medio SWW-RW-C
con un valor de 59%, y finalmente un valor de 9% para SWW (Figura 12 a), si bien tanto entradas como
salidas en todos estos ensayos fueron muy bajas (menor a 7 mg/L). Por su parte, el N inorganico (Figura 12
b) fue eliminado casi en su totalidad en todos los casos, mostrando asi una deficiencia en este nutriente
que hard que el crecimiento de los cultivos esté limitado. Los porcentajes de eliminacion de N total
obtenidos fueron de 93-98% para SWW, SWW-RW y SWW-RW-C. En el medio control se obtuvo una

eliminacidn un poco menor, del 73%.
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Figura 12. Fésforo (a) y nitrégeno inorgdnico total (b) para la entrada, salida y total eliminado para los distintos medios
de cultivo ensayados: control (Arnon modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-RW (efluente de
secundario de raceway) y SWW-RW-C (efluente de secundario de raceway suplementado con lixiviado).
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Si se distingue la procedencia del nitrégeno entre N-NOs" y N-NH;*, se puede ver como el N amoniacal se
elimina completamente en todos los medios que lo contienen, quedando tan solo un pequefio porcentaje
del N aportado en forma de nitrato en dichos medios. Aun asi, la eliminacion de nitrato presente en el agua
residual fue elevada para todos los casos estudiados: 94% para SWW-RW, y alrededor de 70% para el
control, y para los medios SWW y SWW-RW-C.
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Figura 13. Nitrégeno en forma de nitrato (a) y en forma de amonio (b) para la entrada, salida y total eliminado para
los distintos medios de cultivo ensayados: control (Arnon modificado), SWW (efluente de secundario de EDAR), SWW-
RW (efluente de secundario de raceway) y SWW-RW-C (efluente de secundario de raceway suplementado con
lixiviado).

El estudio de Morales Amaral et al. (2015) fue realizado en semicontinuo con una tasa de dilucién de 0.3
1/dia utilizando columnas de burbujeo de 250 mlidénticas a las aqui empleadas. El medio Arnon modificado
empleado en el estudio de Morales Amaral et al. (2015) contenia 140 mg/L de nitrégeno total y 39 mg/L de
fosforo (valores similares a los ensayados en este trabajo para el control). Para Muriellopsis sp. y P.
subcapitata se consiguieron porcentajes de eliminacion de N del 79% y 71%, respectivamente, y
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porcentajes de eliminacidn de P del 27% y 21%, respectivamente. Estos resultados estan en consonancia

con los obtenidos en el presente estudio con el medio Arnon modificado, aunque se trata de diferentes

microalgas.

En el estudio de Orfanos y Manariotis (2019) se trabajé con agua residual filtrada en un tanque de 50 L que
contenia agua procedente de la industria textil de algodén. Este fue inoculado con un precultivo de
Chlorococcum sp. y fue alimentado con un efluente secundario (con 14.6 mg/L N-NOs~, 0 mg/L N-NHz"y 3.2
mg/L P total) para examinar el crecimiento de microalgas. En el interior del tanque, la concentracién de N-
NOs™ disminuyd un 60% (desde 10 hasta 4 mg/L), mientras que la concentracién de P disminuyd un 93%
(desde 3 a 0.2 mg/L). En el presente estudio se eliminé en el medio SWW-RW un 94% de 57.7 mg/L N-NO3~
(54.2 mg/L) y un 79% de 5.8 mg/L P-PO,3 (4.6 mg/L). La eliminacién de N y P en el presente estudio en el

medio SWW-RW fue mayor en comparacién con el estudio de Orfanos y Manariotis (2019), debido a que

el aporte de N en el ensayo de estos autores fue mucho mas bajo.

En el estudio de Souza Celente et al. (2019) se cultivd C. vulgaris en biorreactores con un volumen de 200
L empleando agua residual de secundario con concentraciones de N-NH;* de 96 mg/L, 119 mg/L de N total
y 4.8 mg/L de P soluble. Se elimind hasta 99%, 70% y 44% para N-NH,*, N total y P Soluble, respectivamente,
lo que se corresponde con 95 mg/L de N-NH4*, 83.3 mg/L de N total y 2.1 mg/L de P-soluble. Este medio es
analogo al SWW-RW empleado en el presente trabajo. Si se comparan, se observa cdmo para el medio

SWW-RW se eliminaron 4.6 mg/L de P-PO43 y 84 mg/L de N total, valores similares en ambos estudios.

Los resultados obtenidos por Gomez Serrano et al. (2015) en cuanto a la capacidad de eliminacion de
nutrientes confirman que Muriellopsis sp. y S. subpicatus fueron capaces de eliminar completamente el
nitrégeno y el fosforo contenidos en un el medio en ensayos con una velocidad de dilucién de 0.3 1/dia. El
medio era agua residual urbana de secundario suplementada con purines vy filtrada, presentando 17 mg
N/L (principalmente en forma de amonio) y 10 mg P/L. Estas concentraciones de entrada de nutrientes
estan por debajo de las presentadas en el presente trabajo para todos los medios ensayados, de ahi que se

consiga la completa eliminacién de ambos.

Ge y Champagne (2016) cultivaron C. vulgaris en aguas residuales ensayando cuatro diferentes porcentajes
de lixiviado (4.1%, 9.5%, 17.2% y 36.2%) en fotobiorreactores autoclavables con un volumen de cultivo de
1.8 L. Entre ellos, el medio mas similar a SWW-RW-C es el que posee un 17.2% de lixiviado, y que presentaba
230 mg/L de N total y 47 mg/L de P-PO,43. Se elimind un 89% de N total y un 95% de P-PQO,43, lo que equivale
a 204.7 mg/L de N total y 44.7 mg/L de P-PO,3. En el presente estudio, se eliminé para el medio SWW-RW-
C un 93% de 198 mg/L de N total (184 mg/L) y un 59% de 2.7 mg/L de P-PO,3 (1.6 mg/L). La eliminacién de
nitrégeno fue similar a la alcanzada en el presente estudio, si bien la eliminacién de fésforo fue mayor

porque en nuestro estudio la entrada de este nutriente es muy baja.

Por otra parte, el medio de Ge y Champagne (2016) mas similar a SWW-RW es el que tiene 9.5% de lixiviado,
y que presenta 112 mg/L N-NH4*, 119 mg/L de N total y 17.8 mg/L P-PO43. Consiguieron eliminar un 99%
de N-NH4*, un 98% de N total y un 99% de P-PO43, lo que equivale a 110.9 mg/L N-NH4*, 116.6 mg/L de N
total y 17.6 mg/L P-PO43. En el medio SWW-RW del presente estudio (con 88.4 mg/L de N total y 5.8 mg/L
de P) se elimind una mayor cantidad de N total (85 mg/L) y de N-NH4" (30.7 mg/L) pero una menor cantidad

de fdsforo (4.6 mg/L) por la misma razon antes comentada.
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Todos estos resultados ponen de manifiesto el gran potencial de los cultivos de microalgas para depurar
aguas residuales y la necesidad en muchos casos de la suplementacién con lixiviado, de manera que con un
mayor aporte de nutrientes se puedan obtener mayores productividades de biomasa a la vez que se depura
un residuo resultante del proceso de tratamiento de agua residuales o incluso otro tipo de residuos, como

pueden ser los purines o efluentes de otro tipo de industrias.

4.2 Optimizacion del aporte de lixiviado al medio. Resultados
esperables

La suplementacion con lixiviado puede permitir alcanzar mejores resultados debido al mayor aporte de
nutrientes. Esto nos llevaria a plantear una segunda serie experimental en la que ensayariamos distintas
dosis de lixiviado aportado con el objetivo de optimizarla. La crisis del Cov-SARS-2 no ha permitido la
realizacion de esta segunda serie experimental, por lo que se presentan a continuacién los resultados

esperados en base a una busqueda bibliografica.

En el estudio de Ge y Champagne (2016) C. vulgaris fue cultivada en fotobiorreactores de 1.8 L. Esta
microalga fue cultivada en agua residual con cuatro porcentajes de lixiviado (4.1%, 9.5%, 17.2% y 36.2%)
tanto en discontinuo (dia 0 a 16) como en semicontinuo (dia 16 a 34) a una velocidad de dilucién de 0.66
1/dia. En lo que se refiere a depuracion de nutrientes, estos autores reportan porcentajes depuracidon de N
y P superiores al 90% en todos los casos, excepto para el ensayo en semicontinuo al 36.2% donde la
depuracion de N total baja al 84%, valor igualmente elevado. Los valores de concentracion de biomasa se
encontraron en el rango de 0.42-0.51 g/L. La productividad de biomasa descendia con el porcentaje de
lixiviado afiadido desde valores de 0.31 hasta 0.18 g/(L-dia) (Tabla 4). Comparando la concentracion inicial

de nutrientes en el medio en estos ensayos con los del presente estudio para el medio SWW-RW-C, se

observa que dicho medio podria situarse entre los ensayos al 9.5% y al 17.2% de Ge y Champagne (2016).
Los datos de productividad de biomasa en semicontinuo presentados en la Tabla 4 se han calculado a partir
de los datos presentados en el estudio de Ge y Champagne (2016), aplicando Pb=D-Cb.

Tabla 4. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: depuracion de nutrientes en semicontinuo, y
productividad de biomasa obtenida al finalizar el semicontinuo (dia 16 a 34) cultivando C. vulgaris (Ge y Champagne,
2016).

L. Nutrientes en el medio (mg/L) Depuracion (%) i
Lixiviado (%) . . Pb (g/(L-dia))
N-NO; N-NH,* P-PO,3 | Nitrégeno Fésforo
4.1 4.6 52.7 10.7 99.3 99.6 0.31
9.5 6.8 112.5 17.8 97.7 99.2 0.28
17.2 9.1 220.9 47.0 89.4 95.0 0.21
36.2 14.0 468.8 85.8 84.0 96.6 0.18

En el trabajo de Morales Amaral et al. (2015) se estudio la produccidn de las microalgas Muriellopsis sp. y
Pseudokirchneriella subcapitata en columnas de burbujeo de 250 ml utilizando lixiviado como unica fuente
de nutrientes, con una irradiancia incidente de 800 umoles de fotones/(m?:s) que conllevd irradiancias

promedio en los cultivos de 30 a 50 umoles de fotones/(m?s). Se realizaron ensayos con diferentes
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porcentajes de lixiviado diluido en agua con el fin de establecer la concentracion dptima en el medio de
cultivo. No se detectaron cantidades de nitrato relevantes a la salida en experimentos utilizando lixiviado,
por lo que no se observé nitrificacion (el amonio es consumido principalmente por las microalgas). Se operd
en modo discontinuo durante 5 dias y se pasé a modo semicontinuo con una tasa de dilucién del 30%
usando diferentes medios de cultivo: Arnon modificado (control) o mezclas de agua dulce vy lixiviado en
diferentes porcentajes (10-60%). El medio de cultivo Arnon fue autoclavado, mientras que las mezclas de
lixiviado y agua dulce fueron utilizadas directamente, sin pretratamiento. Los resultados obtenidos por
estos autores (Tabla 5) demostraron que la productividad de biomasa fue mdxima para concentraciones de
lixiviado de 40-50%, logrando valores similares a los alcanzados con el control (medio Arnon). Por encima
del 50% de lixiviado (160 mg N/L) se presento toxicidad, por lo que el rendimiento del cultivo disminuyd,
marcando de esta forma un 50% de lixiviado como el limite tolerable para el cultivo. En cuanto a la
eliminacion de nutrientes, con Muriellopsis sp. se lograron valores mayores de eliminacién de nutrientes
(96.5-97.6% de N; y 52.4-100% de P), en comparacion con P. subcapitata (12.9-96.5% de N; 14.3-100% de
P).

Tabla 5. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: productividad de biomasa obtenida para P.

subcapitata y Muriellopsis sp. (Morales Amaral et al., 2015).

Nutrientes en el medio (mg/L) Pb (g/(L-dia))
Lixiviado (%)
Nitrégeno Fésforo P. subcapitata Muriellopsis sp.
0 (Arnon) 121 39 1.00 1.18
10 57 3.5 0.79 0.85
20 87.5 7 0.82 0.9
30 118 10.5 0.90 1.01
40 122 14. 1.02 1.11
50 145 18 0.99 1.13
60 166 22 0.85 1.12

Tabla 6. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: depuracion de nutrientes obtenida para P.

subcapitata y Muriellopsis sp. (obtenida a partir de los datos de Morales Amaral et al., 2015).

Depuracion P. subcapitata (%) Depuracion Muriellopsis sp. (%)
Lixiviado (%)
Nitrégeno Fosforo Nitrégeno Fosforo
0 (Arnon) 68.3 23.1 83.3 25.6
10 95 100 96.6 100
20 96.5 100 97.6 100
30 60.9 72.7 96.5 100
40 57.6 57.1 96.8 78.6
50 37.9 33.3 96.6 72.2
60 12.9 14.3 96.5 524
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Sepulveda et al. (2015) cultivaron Nannochloropsis gaditana en columnas de burbujeo de 0.5 L con una
irradiancia incidente de 500 umoles de fotones/(m?:s) en semicontinuo a una velocidad de dilucién de 0.25
1/dia. Se observé una fuerte reduccion de la capacidad de depuracion de nitrégeno cuando el porcentaje
de lixiviado en el medio de cultivo aumentd por encima del 50%, debido a un gran exceso de N-NH.*. En el
rango de 30 a 50% la productividad de biomasa fue de 0.40 g/(L-dia), al igual que la productividad obtenida
en el presente estudio para el medio SWW-RW-C. Los porcentajes de lixiviado menores a 20% restringieron
los rendimientos de biomasa debido a la deficiencia de fésforo. En la Tabla 7 se muestran los valores
obtenidos. La mayor productividad fue obtenida con una concentracion de 334 mg/L de N-NH,4*. Este dato,
superior al ensayado en el presente estudio, hace pensar que un mayor aporte de lixiviado podria hacer

aumentar la productividad de biomasa.

Tabla 7. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: depuracion de nutrientes y productividad de
biomasa obtenida cultivando N. gaditana (Sepulveda et al., 2015).

L. Nutrientes en el medio (mg/L) Depuracion (%) i
Lixiviado (%) . _ Pb (g/(L-dia))
N-NOs" N-NHz* P-POs3 | Nitrégeno Fosforo
30 2.0 145 10.8 40 93 0.38
40 2.6 192 14.4 38 82 0.38
50 4.6 334 25.1 20 80 0.42

En el trabajo de Ledda et al. (2015) se pretendia optimizar el porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo
para cultivar N. gaditana, realizando experimentos a escala piloto en raceways (860 L) y fotobiorreactores
tubulares (340 L) en externo en modo semicontinuo con una dilucién de 0.3 1/dia. Se utiliz6 medio Algal
como control (0% lixiviado) y agua de mar filtrada y esterilizada con diferentes porcentajes de lixiviado
(15%, 20% y 30%). Se demostrd que la microalga N. gaditana puede ser producida utilizando lixiviado con
porcentajes inferiores al 30%; a esta dosis se provocd inhibicion por exceso de amonio (Tabla 8). Para esta
microalga no se observé aumento de la productividad con el porcentaje de lixiviado afiadido, siendo
maxima para el menor porcentaje ensayado. No obstante, hay que tener presente también que se trata de
una cepa marina a la que se aifade agua dulce con la suplementacién en lixiviado. Por tanto, el mdximo a

afiadir seria del 20%, con concentraciones de N por debajo de 100 mg/L.

Tabla 8. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: productividad de biomasa obtenida en un

fotobiorreactor tubular y en raceway cultivando N. gaditana (Ledda et al., 2015).

Nutrientes en el medio (mg/L) Pb (g/(L-dia))
Lixiviado (%)
N-NOs N-NH4* P-PO,3 Tubular Raceway
0 112.0 0 22.4 0.48 0.10
15 0.7 47.9 3.6 0.45 0.09
20 1.3 95.7 7.2 0.4 0.08
30 2.0 145 10.8 0.15 0.04
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En términos de depuracidn de nitrogeno, en reactores tubulares se obtuvo una alta eficiencia de
depuracion, si bien para el 30% de lixiviado se redujo la depuracidn de N hasta el 63% debido a la menor
productividad de la biomasa (Tabla 9). En reactores raceway se obtienen valores inferiores de

depuracion debido a la menor productividad de biomasa en este sistema de cultivo.

Tabla 9. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: depuracion de nutrientes obtenida en un

fotobiorreactor tubular y en un raceway cultivando N. gaditana (Ledda et al., 2015).

Depuracion tubular (%) Depuracion raceway (%)
Lixiviado (%) - - . .
Nitrégeno Fésforo Nitrogeno Fésforo
0 85 76 18 20
15 90 94 37 85
20 80 95 33 90
30 63 95 42 78

Las productividades de biomasa obtenidas por Ledda et al. (2015) utilizando lixiviado al 15% y 20% estan
en el mismo rango que aquellas obtenidas por Sepulveda et al. (2015) con la misma microalga vy
suministrando agua de mar con diferentes porcentajes de lixiviado en semicontinuo, aunque en este
estudio los autores concluyeron que las productividades mdaximas tienen lugar usando elevados
porcentajes de lixiviado, de 30 a 50%. Esto se debe a que, en el estudio de Sepulveda et al. (2015) las
condiciones eran diferentes: los experimentos se realizaron en el laboratorio utilizando reactores de
columna de burbujeo, CO; puro y condiciones de cultivo controladas. Esto demuestra la gran importancia

de verificar los resultados de laboratorio en condiciones reales de operacion.

Los tres estudios que van a ser presentados a continuacion (Romero Villegas et al. (2018a), Romero Villegas
et al. (2018b) y Romero Villegas et al. (2017)) operaron en semicontinuo, con una tasa de dilucion de 0.3
1/dia. Utilizaron distintos porcentajes de lixiviado, el cual, sin diluir, tenia una concentracién de 6.6 mg/L
de N-NOs’, 732 mg/L de N-NH;* y 14.1 mg/L de P-PO,3.

Tabla 10. Composicion de los diferentes medios segtn los porcentajes de lixiviado ensayados en los estudios de Romero
Villegas et al. (2018a), Romero Villegas et al. (2018b) y Romero Villegas et al. (2017)).

Nutrientes en el medio (mg/L)
Lixiviado (%)
N-NO;3 N-NH," P-PO,3
20 13 146 4.2
30 2.0 219 4.4
40 2.6 293 5.6
50 3.3 336 7.0

Romero Villegas et al. (2018a) estudiaron la produccion de la microalga Geitlerinema sp. (98%, cultivo no
monoalgal) en externo en fotobiorreactores planos de 400 L y observaron la mayor productividad de
biomasa cuando se utilizé un 20% de lixiviado, consiguiendo elevadas capacidades de eliminacién de
nutrientes para nitrogeno y fdosforo. La productividad de biomasa disminuye con la concentracién de

lixiviado, si bien puede ser debido a la concentracién de amonio tan elevada en los ensayos llevados a cabo
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a los mayores porcentajes de lixiviado. Los rendimientos de depuracién fueron elevados en los ensayos

realizados hasta 40% de lixiviado.

Tabla 11. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: depuracion de nutrientes y productividad de

biomasa obtenida para un cultivo no monoalgal, donde predominaba Geitlerinema sp. (Romero Villegas et al., 2018a).

A Depuracion (%) ]
Lixiviado (%) — _ Pb (g/(L-dia))
Nitrogeno Fésforo
20 84 80 0.33
30 78 83 0.27
40 80 79 0.21
50 65 42 0.025

Romero Villegas et al. (2018b) trabajaron con raceways con cultivos en los que coexistian cuatro cepas:
Pseudanabaena sp., Halamphora sp., Geitlerinema sp. y Nannochloropsis sp. (siendo esta ultima la
predominante). De nuevo observaron una reduccion de la productividad de biomasa con el incremento del
porcentaje de lixiviado, alcanzando elevados porcentajes de depuracién en todos los casos.

Tabla 12. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: depuracion de nutrientes y productividad de
biomasa obtenida cultivando un consorcio de microalgas, siendo N. gaditana dominante (Romero Villegas et al.,
2018b).

— Depuracion (%) ]
Lixiviado (%) — . Pb (g/(L-dia))
Nitrégeno Fésforo
20 85 80 0.27
30 84 79 0.21
40 79 80 0.19
50 80 86 0.025

Romero Villegas et al. (2017) trabajaron en fotobiorreactores tubulares de 340 L en externo con cultivos de
N. gaditana en los que coexistian Geitlerinema sp., Chlorella sp., Limnothrix sp. y Chaetophorales sp. Una
vez mas, las condiciones mas eficientes para la produccién de biomasa y eliminacién de nutrientes tuvieron

lugar cuando se utilizé un 20% de lixiviado.

Tabla 13. Influencia del porcentaje de lixiviado en el medio de cultivo: depuracion de nutrientes y productividad de

biomasa obtenida en un consorcio de microalgas, siendo N. gaditana dominante (Romero Villegas et al., 2017).

o Depuracioén (%) i
Lixiviado (%) — - Pb (g/(L-dia))
Nitrégeno Fésforo
20 100 99 0.60
30 100 98 0.55
40 98 92 0.41
50 70 81 0.20
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Todos estos resultados indican que hay que optimizar el aporte de lixiviado en funcidn de las caracteristicas
del mismo, de manera que no se rebasen los limites de concentracion de amonio (y/o otras posibles

sustancias presentes en el medio que pudieran resultar toxicas).

Asi pues, comparando todos estos datos con los obtenidos en el presente trabajo, podria haber potencial
de aumento de la productividad de biomasa alcanzada si se aumentase el porcentaje de lixiviado
suplementado al medio, pues no hemos observado efectos téxicos y, puesto que practicamente todo el
nitrégeno era consumido, podriamos estar teniendo una limitacién por este nutriente. Se ha ensayado un
10% de lixiviado que contenia 148 mg/L de N-NH4" en el medio (SWW-RW-C), valor inferior a los ensayados
por otros autores como se ha analizado anteriormente. Goto et al. (2018) comprobaron que el crecimiento
de C. vulgaris se inhibié a una concentracién de amonio de 239 mg/L. Otros datos encontrados en
bibliografia muestran una concentracion éptima de N-NH4* para C. vulgaris en torno a 220 mg/L (Ge y
Champagne, 2016). Por todo ello, se propondria optimizar la cantidad de lixiviado a aportar llevando a cabo
ensayos con concentraciones superiores de lixiviado: 15, 20 y 25%. En principio no se probarian
concentraciones superiores por disponer ya de una concentracién demasiado elevada de amonio que

pudiera ejercer efectos toxicos.
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5. CONCLUSIONES

1. Las aguas residuales pueden utilizarse sinérgicamente para eliminar los nutrientes presentes en las
mismas, asi como para cultivar microalgas. Los resultados obtenidos en el presente estudio indican que
la utilizacién de la microalga C. vulgaris para la absorcidn de nutrientes y crecimiento en aguas residuales

es factible.

2. Se ha comprobado que el efluente de secundario obtenido en una EDAR (SWW) y el obtenido
mediante un tratamiento con microalgas en un raceway (SWW-RW) permiten alcanzar resultados
similares en cuanto a productividad de biomasa, demostrando que cualquiera de ellos puede ser

utilizado indistintamente.

3. Los datos obtenidos durante la primera serie experimental, llamada “andlisis de crecimiento de la
microalga y la depuracion de agua en cuatro medios diferentes”, demuestran que se puede obtener un
cultivo estable de C vulgaris con una productividad de biomasa superior a 0.25 g/(L-dia) con cualquiera
de los medios empleados.

4. La suplementaciéon del medio con lixiviado (SWW-RW-C) permite aumentar la productividad de
biomasa desde 0.25 g/(L-dia) para el medio sin suplementar (SWW-RW) hasta 0.32 g/(L-dia), alcanzando
porcentajes de eliminacién de nutrientes del 59% para P-PO43 y del 93 % para el N total a 0.3 1/djia.

5. El aporte de lixiviado, rico en nutrientes, puede permitir aumentar la productividad de biomasa a la
par que depura estos medios. El porcentaje de lixiviado a afiadir se debe optimizar, sugiriendo los datos
observados en bibliografia ensayar porcentajes de aporte de lixiviado superiores al aqui ensayado (10%

v) e inferiores al 25% v.
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