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Resumen

El uso de las microalgas, como sistema bioldgico alternativo para el tratamiento de las aguas
domésticas ha sido objeto de numerosas investigaciones debido a su capacidad de remover
cantidades significativas de nitratos, fosfatos y materia organica. Ademas la biomasa producida
representa una fuente potencial de alimento, quimicos y pigmentos, entre otros productos de interés.
En este trabajo se estudid la remocion de nitratos y fosfatos del medio de cultivo Bold utilizando
Scenedesmus incrassatulus inmovilizado en alginato de calcio, como una nueva alternativa tecnoldgica
de remocién. Se trabajo con dos fotorreactores air-lift en condiciones controladas de temperatura
(20°C), flujo de aire (1 L/min), a una densidad de flujo foténico (DFF) de 250 umolm™s, durante un
periodo de 8 dias. Para el seguimiento del crecimiento se llevaron a cabo determinaciones diarias de
nitratos, fosfatos y pigmentos. Asi mismo, se verifico la viabilidad de la microalga en las microesferas
de alginato a lo largo del proceso. Mediante el sistema en estudio se logrd en el dia 8, una remocion
del 60% de la cantidad inicial de nitratos, mientras que los fosfatos disminuyeron en un 47%. En el
dia 2 se alcanzé la mayor produccion de clorofila a (6.5 mg/l) y para carotenos el valor mas alto
también se alcanzo este mismo dia (12.7 mg/L). El examen de viabilidad de la microalga mostré
resultados positivos al observarse al microscopio formacion de un nimero importante de cenobios,
tres dias después de la inoculacion en medio Bold de las células extraidas de las microesferas,
concordante con un color verde intenso en los cultivos.
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Bio-remediation of water with phosphates and nitrates using immobilized Scenedesmus
incrassatulus
Abstract

The use of microalgae, as an alternative biological system for the treatment of domestic water has
been the subject of numerous investigations due to their ability to remove significant amounts of
nitrates, phosphates and organic matter. Besides, the produced biomass represents a potential source
of food, chemicals and pigments, among other products of interest. In this research, it was studied
the removal of nitrates and phosphates from the cultivation medium “Bold” using immobilized
Scenedesmus incrassatulus in calcium alginate as a new alternative removal technology. Two air-lift
photo-reactors were used under controlled conditions of temperature (20 ° C), air flow (1 L / min), a
photon flux density (PFD) from 250 p molm™, over a period of 8 days. To monitor the growth, daily
determinations of nitrates, phosphates and pigments were carried out. Thus, it was also verified the
feasibility of microalgae in microspheres alginate throughout the process. Through the system under
study, it was achieved on day 8, a removal of 60% of the initial amount of nitrates while phosphates
decreased by 47%. On day 2, the highest production of chlorophyll a (6.5 mg / I) was reached and
the highest value of carotenes (12.7 mg / L) was also reached. Three days after the inoculation in the
Bold’s Basal Medium of the cells extracted from the microspheres, the feasibility test of Microalgae
showed positive results by
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observing under the microscope the formation of large number of cenobies with a bright green on the
cultivation.

Keywords: Scenedesmus incrassatulus , nitrates, phosphates immobilization, bioremediation.

Biorremediagdo de aguas com fosfatos e nitratos usando imobilizado Scenedesmus
incrasssatulus

Resumo

O uso de micro-algas, como sistema alternativo para o tratamento bioldgico de aguas residuais
domésticas tem sido objecto de numerosos estudos devido a sua capacidade para remover
quantidades significativas de nitratos, fosfatos e matéria organica. Além disso, a biomassa produzida é
uma potencial fonte de alimentacdo, produtos quimicos e pigmentos, entre outros produtos de
interesse. Neste trabalho, a remogado de nitratos e fosfatos do meio de cultura usando Scenedesmus
incrassatulus Negrito imobilizada em alginato de célcio como uma tecnologia alternativa para a
remocao. Photoreactors trabalhou com dois air-lift com temperatura controlada (20 ° C), o fluxo de ar
(1 1/ min), uma densidade de fluxo de foétons (PFD) 250 pmolm-2 s-1 durante um periodo de 8 dias.
Para o acompanhamento do crescimento foram realizadas determinacdes diarias de nitratos, fosfatos
e corantes. Do mesmo modo, verificada a viabilidade da microalga em microesferas de alginato
durante o processo. Utilizando o sistema em estudo foi realizado no dia 8, a remocao de 60% da
guantidade inicial de nitratos, fosfatos, enquanto diminuiu em 47%. No dia 2 de produgao aumentada
alcancada clorofila a (6,5 mg / ) e para a maior caroteno também alcancar esse mesmo dia (12,7 mg
/ L). O teste de viabilidade mostrou microalga resultados positivos observados microscopicamente a
formacdo de um numero significativo de coenobia, trés dias apos a inoculagdo do meio de células em
negrito extraido a partir das microesferas, concordante com uma cor verde em culturas.
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Introduccién

Las diversas actividades del hombre
producen importantes residuos
industriales y domésticos que son
vertidos a los cuerpos de agua
ocasionando graves problemas de
contaminacion y procesos de
eutrofizacion que pueden llevar a la
destruccion completa de ecosistemas, al
superar la capacidad normal de
autodepuracion de los mismos. Para
recuperar el papel fundamental que
cumplen las comunidades microbianas en
los distintos ciclos tréficos se hace
necesario realizar tratamientos de tipo
primario  (mecanico) y secundario
(bacteriano). Sin embargo este Ultimo
ocasiona la descarga de efluentes ricos
en nitratos y fosfatos que pueden ser
posteriormente removidos por
microalgas, con la consecuente
produccién de biomasa que puede ser
utilizada como complemento nutricional
para animales y el hombre (1). Los
primeros estudios sobre la posibilidad de
utilizar microalgas como microorganismos
depuradores de aguas residuales, debido
al aprovechamiento de los nutrientes
inorganicos, fueron reportados por
Caldwell 1946 (2). Posteriormente
Oswald en 1957 (3), introduce un nuevo
concepto al hablar de producciéon masiva
de microalgas. Luego en California se
cultivan masivamente microalgas en
reactores con células en suspension (4).
Sin embargo estos sistemas presentan
dificultades para recuperar la biomasa
presentandose como solucion el disefo
de sistemas que utilizan microalgas
inmovilizadas en diferentes medios de
soporte tales como: carragenina,
quitosano, alginato y agar. Ya desde
1982 (5), realizaron estudios
microscopicos que permitian argumentar
que el efecto de la inmovilizacién sobre la
morfologia de las células era
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despreciable. En 1985 (6), demostraron
un incremento de la produccion de
hidrocarburos empleando Botryococcus
brauni inmovilizado.

De la Noue 1J., Proulx D (7) son
considerados los pioneros de la utilizacion
de la inmovilizacion como tecnologia de
remocion de fdsforo y nitrdgeno, al
utilizar Phormidium spp para
biorremediar aguas residuales urbanas.
Las ventajas de la inmovilizacién
microalgal fueron planteadas por (8,9)
argumentando la aceleracién de las
reacciones bioquimicas por incremento
de la densidad celular presentada por el
atrapamiento, el aumento en Ia
permeabilidad del substrato y las pocas
pérdidas celulares, con la consiguiente
mayor  estabilidad operacional del
bioproceso.

Estudios realizados por (10) utilizando
Spirulina  maxima inmovilizada en K-
carragenina para el tratamiento terciario
de residuales porcinos diluidos al 50%,
mostraron remociones entre el 70 y 80%
para amonio en 100 dias. Asi mismo se
realizaron estudios comparativos de
tratamientos terciarios entre el empleo
de células libres e inmovilizadas,
presentando mejores resultados estas
ultimas (11). En la actualidad ha
despertado un gran interés la utilizacién
de biomasa microalgal inmovilizada para
remocion de metales pesados por los
serios problemas que éstos pueden
acarrear a la salud y porque los métodos
convencionales (electrodialisis,
precipitacion, etc.) resultan muy costosos
y menos efectivos (12); aunque ya (13),
indicaron como las microalgas pueden
acumular metales y en algunos casos
transformarlos en especies menos
nocivas. Por otra parte (14) demostraron
el incremento significativo de remocion
de fosforo y amonio al inmovilizar de
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forma conjunta Chlorella vulgaris 'y

Azospirillum brasiliene, esto
comparativamente con el alga
inmovilizada sola. Otros estudios de
biorremediacion de aguas residuales
domésticas  utilizando microalgas
inmovilizadas y coinmovilizadas,
demostraron porcentajes de eliminacién
superiores al 90% de amonio, nitrato y
fésforo en tiempos inferiores a 10
dias(15,16).

La inmovilizacidon es pues, un proceso
que consiste en la localizacion de una
enzima O un microorganismo completo
en un espacio definido sin perder su
actividad catalitica ¢ viabilidad en el caso
de las células. Esto supone la seleccion
de un soporte que no afecte el
metabolismo celular, albergue cantidades
importantes de células, posea estabilidad
a la temperatura y el pH, ademas de
transparencia y porosidad para permitir la
difusion de los nutrientes asi como un
bajo costo (17,18). Este trabajo pretende
realizar un estudio preliminar de
remocion de nitratos y fosfatos por parte
de Scendesmus incrassatulus utilizando el
medio de cultivo Bold, que sirva como
base para el disefio de un proceso de
bioremediacion de aguas residuales
domésticas, con la obtencidén de biomasa
microalgal de alto valor agregado para
alimentacioén animal como un
subproducto.

Materiales y Métodos

Microorganismo

La microalga utilizada Scenedesmes
incrasstulus fue obtenida de la coleccion
del Laboratorio de Biotecnologia de
Microalgas perteneciente al
Departamento de  Biotecnologia vy
Bioingenieria del CINVESTAV.

:9
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Preparacion del inéculo

Scenedesmus incrassatulus fue cultivado
en el medio Bold (19) durante 7 dias
hasta alcanzar una concentracion de
1x10E6 células/ml. Luego la biomasa fue
fitrada utilizando una membrana
Millipore® de 0.45 pm y resuspendida en
medio Bold carente de fosfatos y nitratos.

Inmovilizacion

El método de inmovilizacion empleado
fue microencapsulacion con alginato en
condiciones de esterilidad. La figura 1
muestra un esquema general del
procedimiento, suministrado por el
Laboratorio de Microalgas del CINVESTAV

Fotobioreactores

Se trabajo con reactores air lift de 2 litros
de volumen, 300 ml de microesferas por
reactor, flujo de aire de 1L/ m y una DFF
de 250 pmolm™s1 con fotoperiodo de
12-12. La figura 2 muestra los reactores
instalados.

Figura 2. Fotobioreactores 1 y II con células de
Scenedesmus incrassatulus inmovilizadas

Determinaciones analiticas
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Los métodos siguientes fueron realizados
para seguir las cinéticas de consumo de
nutrientes y el crecimiento:
- Determinacion de
Método de Griess Ilosvay (20)

nitratos:

- Determinacion de fosfatos:
Método modificado de (21)

- Determinacion de pigmentos:
Método de (22)

Prueba de viabilidad de Scenedesmus
incrassatulus en las microesferas de
alginato de sodio

Para determinar la viabilidad de las
microalgas en las microesferas, después
del proceso de biorremediacion, se
realizd la prueba de Vviabilidad. Se
tomaron asépticamente 3 mililitros de
microesferas, las cuales fueron
resuspendidas en citrato de sodio 0.1 M
estéril hasta su completa disolucion,
posteriormente fueron lavadas e
inoculadas en medio Bold. El sistema fue
expuesto a una intensidad de luz de 250
pumolm?s?, con un flujo de 0.5 L/m,
realizandose observaciones microscdpicas
diariamente.

Resultados y Discusion

Determinaciones analiticas

Los resultados de consumo de nitratos se
muestran en la figura 3, en la que se
puede apreciar en el dia 8 una remocion
del 60%. La cinética de remocion de
fosfatos se presenta en la figura 4, donde
se puede observar una remocién del 47%
a los 8 dias. La produccién de pigmentos
se muestra en las figura 5. En el dia 2 se
alcanzd la mayor produccion de clorofila
a (6.5 mg/l). Los maximos valores de
carotenoides se observaron en el dia 2
(12.7 mg/L), esto muy probablemente
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como consecuencia del estrés debido a la
inmovilizacion. Esta situacion disminuye
posteriormente posiblemente por la
adaptaciéon que hace la microalga a su
nuevo microclima.

Determinacion de Nitratos

Consumode nitratos

Concentracion de nitratos (mgil)

1 2 3 4 5

Tiempo {d)

Figura 3. Consumo de nitratos por Scenedesmus
Incrassatulus

Determinacion de Fosfatos

Consumo de Fosfatos
140

105 fm

0123456)789

Tiempo (dias
Figura 4. Consumo de fosfatos por Scenedesmus
incrassatulus

o

Fosfa;osmgﬂ
(93]

o

Determinacion de Pigmentos

CONCENTRACION DE PIGMENTOS

Pigmentos (mal)

Tiempo (d)

[ ——cLoroFILAa —=—CLOROFILAD CAROTENOIDES |
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Figura 5. Produccion de diferentes pigmentos por
Scenedesmus incrassatulus en el medio Bold
Prueba de viabilidad

Los resultados de la prueba de viabilidad
son mostrados en las figuras 6 y 7.

La figura 6 muestra la evolucién del color
de los cultivos: el cuadro A muestra el
indculo inicial; el cuadro B, muestra el
color presentado por el cultivo a los tres
dias de inoculado y cuadro C, muestra el
color presentado por el cultivo a los 5
dias. También se muestran las
observaciones microscopicas de cada uno
de los cultivos a través del tiempo, en los
que se aprecia un incremento en el
nimero de cenobios a medida que
transcurria la fermentacion.

La figura 7 muestra los reactores con las
microesferas a intervalos del bioproceso y
la observacidon microscépica de las
mismas con un aumento de 100x:
microesferas iniciales (matriz
completamente homogénea y sin
microalgas); con tres dias del bioproceso
(matriz con escasos puntos verdes) y con
5 dias del bioproceso (matriz con
numerosas células de la microalga).
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Figura 6. Arriba.Cultivos de Scenedesmus incrassatulus
procedentes de las microesferas (A. iniciales, B. 3 dias del
bioproceso, C. 7 dias del bioproceso).
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Figura 6.Las respectivas observaciones microscopicas.
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Figura 7.Fotoreactores con microesferas de Scenedesmus
incrassatulus (A. iniciales, B. 3 dias del bioproceso, C. 5 dias del
bioproeceso).

A B

r

h

Bistua:Revista de la Facultad de Ciencias Basicas.2012.10(1):71-79

0]

C1

Figura 7.
Fotoreactores con microesferas de Scenedesmus incrassatulus
(A. iniciales, B. 3 dias del bioproceso, C. 5 dias del
bioproeceso).Las respectivas observaciones microscdpicas de las
microesferas. C1 acercamiento. 5x

Conclusiones

De acuerdo a los resultados de los
experimentos realizados se puede
concluir que:

*Scenedesmus incrassatulus inmovilizado
representa una de las microalgas de
eleccion en la aplicacion de procesos de
bioremediacion de aguas ricas en
fosfatos y nitratos, debido al poder de
remocion de estos compuestos en
tiempos relativamente cortos. Lo anterior
se evidenci6 por los resultados
obtenidos: se presentd una remocién de
nitratos del 60% y una remocion de
fosfatos del 47%, a los ocho dias del
bioproceso, comparado con la remocién
obtenida para células de Chlorella
pyrenoidosa libres (eficiencia del 70-
80%) en un periodo de 14 dias (23); y
aproximadamente similar a la registradas
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en cultivos de Scenedesmus sp y
Chlorella sp libres (eficiencia de 45-55%)
en un periodo de 9 dias (24,25)

*La viabilidad observada de la microalga
en las microesferas de alginato podria
suponer su reutilizacion en procesos
posteriores, con una mayor adaptacion al
efluente a tratar y la consecuente mayor
eficiencia del bioproceso.

*El buen crecimiento celular en el medio
de cultivo Bold, como medio que
contienen alta  disponibilidad de
nutrientes de interés (fosfatos y nitratos
), sirve de base para la utilizacién de
substratos como aguas sintéticas y aguas
residuales domésticas con importante
cantidad de nutrientes para el desarrollo
de la microalga y la remocion de las
sustancias de interés.
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1.- Scenedesmus incrassatulus.1x10E6 células/ml en NaCl al
0.85%

2.- Alginato de sodio

3.- Cloruro de Calcio 0.1 M

4.-Refrigeracion por 24 horas a 4° C

5.Lavados con agua destilada

6.-Bomba peristaltica

Figura 1. Esquema para la inmovilizacion de
Scenedesmus incrassatulus
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