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RESUMEN

El impacto ambiental generado en los ecosistemas de agua
naturales por el vertimiento de aguas residuales produce la
eutrofizacioén; que es el crecimiento desmedido de algas, debido
a la presencia de altas concentraciones de sales. Por lo
anterior, en esta investigacion se propuso evaluar dos cepas de
la microalga Chlorella vulgaris (nativa y UTEX1803) y dos
concentraciones de cada una (20 y 30%), para la remocién de
nutrientes utilizando aguas residuales urbanas del municipio de
Pamplona, Norte de Santander. Inicialmente, se realiz6 la
evaluacion fisicoquimica del agua residual urbana. Se disefio
un fotobiorreactor air-lift de tubos concéntricos, utilizando el
flujo de aire de operacién con un coeficiente volumétrico de
transferencia de masa de O, kLa de 67,68h -1, tiempo de
mezcla de 5,303 £ 0,0153 s y una retencién de gas en el reactor

de 0,0219. En la puesta en marcha del biorreactor para la
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remocién de nutrientes se determind los in6culos de las cepas
con el fin de adaptarlas al nuevo sustrato, mediante el
incremento del crecimiento celular. La remocion con indculos
del 30% fue del 95% de NOs y 83,3% de PO4 para la cepa
nativa y para la cepa UTEX 1803 del 92,5y 91,2% para NOs y
PO, respectivamente.

Palabras clave: Aguas residuales, microalga, Chlorella
vulgaris, fotobiorreactor air-lift.

ABSTRACT

The environmental impact generated in natural water
ecosystems by the discharge of wastewater produces
eutrophication; which is the excessive growth of algae, due to
the presence of high concentrations of salts. Therefore, in this
investigation it was proposed to evaluate two strains of the
Chlorella vulgaris microalgae (native and UTEX1803) and two
concentrations of each (20 and 30%), for the removal of
nutrients using urban wastewater from the municipality of
Pamplona, North Santander. Initially, the physicochemical
evaluation of urban wastewater was carried out. A concentric
tube air-lift photobioreactor was designed, using the operating
air flow a volumetric O, kLa mass transfer coefficient of 67.68h
-1, mixing time of 5.303 £+ 0.0153 s and retention of gas in the
reactor of 0.0219. In the start-up of the bioreactor for the
removal of nutrients, the inoculums of the strains were
determined in order to adapt them to the new substrate, by
increasing cell growth. The 30% inoculum removal was 95%
NO;z and 83.3% PO, for the native strain and for the UTEX 1803
strain 92.5 and 91.2% for NO3z and PO, respectively.

Key words: Wastewater, microalgae, Chlorella vulgaris, air-lift
photobioreactor
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INTRODUCCION

Los fotobiorreactores air-lift se han venido

empleado en diversas aplicaciones,
industrialmente se ha utilizado en procesos
que requieren alta transferencia de masa y
buen mezclado, como, por ejemplo, para la
produccion aerObica  de proteinas
microbianas, asimismo, se han utilizado en
procesos fermentativos, cultivos de células y
como sistema de tratamiento de aguas

residuales.

El tratamiento de aguas residuales urbanas
con microalgas se ha estudiado desde hace
varios afnos, en 1989 Pouliot et al realizaron
experimentos a escala laboratorio para
determinar lo factores que influyen en la
eficacia en el tratamiento de aguas
residuales con cianobacterias, obtuvieron
remocién de amoniaco y fosfato de 95y 62%

respectivamente.

En 1995 Craggs et al., evaluaron la remocion
de nutrientes de dos cepas de microalga
marina denominada Phaeodactylum
tricornutum en un efluente primario de aguas
residuales las cuales diluyeron en relacién
1:1 con agua de mar estéril, obtuvieron
resultados de remocion para la cepa B2 del

70% para amonio y ortofosfato.

Martinez et al., en el 2000 estudiaron la
eliminacion de nitrogeno y fosforo con la
microalga Scenedesmus obliquus cultivada
en aguas residuales urbanas las cuales
fueron previamente sometidas a tratamiento
secundario, asimismo, estudiaron la
productividad de la biomasa y su
composicién bioquimica, las variables que
manipularon en los cultivos fue agitacion y
temperatura. Encontraron un 100% de
reduccion de amonio, con un tiempo de

cultivo de 188,33h, agitado y a 25°C.

En el mismo afio Wong et al., estudiaron la
bioabsorcion de niquel por dos especies de
Chlorella, C.

maniata (aislamiento local) fueron cultivadas

vulgaris (comercial) y C.

en soluciones de niquel con concentraciones
similares a los efluentes de

electrodeposicion.

Reyes et al.,, en el 2012, evaluaron la
capacidad de remocién de amonio y
ortofosfato mediante cultivos de microalgas
libres e inmovilizadas, utilizaron un cultivo
mixto conseguido del agua residual
proveniente del reactor UASB de la
Universidad  Autbnoma  Metropolitana-
Iztapalapa; y dos cultivos de Chlorella

vulgaris y Spirulina subsalsa remocién 50 y
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74% para amonio y  ortofosfato

respectivamente.

El proyecto de investigacion de Cartagena y
Malo, en el 2017 consisti6 en evaluar la
microalga Chlorella vulgaris en la remocion
de materia orgénica de las aguas residuales
provenientes de la planta de tratamiento de
aguas residuales “El Salitre” ubicada en
Bogotéa — Colombia. Realizaron la adaptacion
de la microalga a dicho sustrato utilizando
volumenes de cultivo del 33 y 50%,
posteriormente, evaluaron el crecimiento de
la microalga ya adaptada utilizando para
cada cultivo 10 y 30% de microalga

adaptada.

Para los cultivos en suspension se utilizan
biorreactores de tanque agitado y columna
de aire. Asimismo, los biorreactores de
agitacibn neumatica tienen dos tipos
principales: biorreactores de elevacién por
aire (air-lift) y columna de burbujas. Los
biorreactores air-lift tienen una serie de
ventajas: evita la coalescencia de burbujas,
distribuye las tensiones cortantes en todo el
reactor y aumenta la tasa de transferencia de

masa (Wang y Zhong, 2001).

En 1998 Contreras et al., ultivaron la
microalga Phaeodactylum triconutum en un

reactor air-lift de tubos concéntricos, el

objetivo de este estudio era determinar la

interaccion

El estudio realizado por Sanchez et al., en el

2016, caracterizaron un reactor air-lift de
circulacion interna y posteriormente, llevaron
a cabo el tratamiento de agua residual
municipal donde disminuyeron la carga
organica mediante pellets obtenidos por
hongos nativos presentes en el grano verde
del café.
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MATERIALES Y METODOS

La finalidad del trabajo de la investigacion es
la remocién de nitratos y fosfatos en aguas

residuales urbanas del municipio

Pamplona-Norte de Santander, a través del
sistema de cultivo de la microalga Chlorella
vulgaris utilizando un fotobiorreactor air-lift a
escala laboratorio. El proyecto se desarroll6

de este proyecto a partir de las siguientes

etapas como se muestra en la figura 1:

1. Revision
bibliogrifica

A Chloeela

i vlgans.
o) (e
coleccion)

S —

Y / \
Seleccion del Medio Basal
medio de Bold (BBM)
cultivo
s_f_—/

~250mL de

Inicialmente, se realizd una revision
bibliografica del estado del arte de los
fotobiorreactores recomendables para el
cultivo de microalgas. Seguidamente,
determiné la caracterizacion fisicoquimica
del agua residual urbana. La siguiente etapa
consistié en la obtencién de las dos cepas de
la microalga Chlorella vulgaris, las cuales se
cultivaron en el medio Basal Bold (BBM) y
finalmente se disefi6 el fotobiorreactor air-lift
de tubos concéntricos a partir de ecuaciones

establecidos.

v 7 250mL de™
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Figura 1. Diagrama de proceso del proyecto.

Fuente: Autor.
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RESULTADOS Y DISCUSION

1. Obtencién de las cepas y variables de

cultivo

En esta investigacién se trabajé con dos
cepas de Chlorella vulgaris, la primera fue
una cepa nativa; obtenida en el laboratorio
de Biotecnologia de la Universidad de
Pamplona en la Laguna Comagieta ubicada
en el municipio de Chitaga-Norte de
Santander y la segunda cepa, UTEX 1803,
es de coleccion y fue adquirida por el
laboratorio GAIA de la Universidad de

Santander.

Como medio de cultivo para ambas cepas,
se utilizd6 medio Basal Bold (BBM). Los
cultivos se escalaron desde un volumen de
500mL hasta obtener 12 L de cada uno y
para esto se utilizd una relacion inéculo y
medio (BBM) de 1:2. Las condiciones de
cultivo como temperatura y fotoperiodos
fueron ambiente; la temperatura promedio
del municipio de Pamplona es de 16°C y la
intensidad luminica se monitoreé con un
luxometro durante los 13 dias de cultivo y
esta estuvo en un promedio de 657,6153 £
511,0391 lux. (ver figuras 2 y 3).

Figura 2. Cepas UTEX 1803 vy nativa,
respectivamente, cultivadas en BBM. Fuente:
Autor.

IR . L

Figura 3. Cepas nativa y UTEX 1803,

respectivamente, 13 dias después del in6culo 17.
Fuente: Autor.

Por otra parte, la agitacion se realizé
mediante compresores de pecera con un
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flujo de aire de 2,5 L/min para los cultivos
hasta de 2L, posteriormente, cuando se
obtuvieron 12L de cada cepa (dos galones
de 6L cada uno) se trabajé con compresores
de 5,5 L/min (Ver figuras 4).

Figura 4. Escalado final de la cepa nativa, 12L.
Fuente: Autor.

2. Caracterizacion del agua residual
urbana del municipio de Pamplona y
adaptacion de las cepas al nuevo

sustrato

Para la caracterizacion del afluente se
tomaron muestras de agua residual urbana
del municipio de Pamplona-Norte de
Santander, la ubicacién del punto vertimiento
y coleccion del afluente fue en el terminal de

transportes del municipio. Ver tabla 1.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos del agua

residual del municipio de Pamplona-Norte de

Santander
Numero de muestras
Parametro Re
1 2 3 |4 5 6 631
2015.
pH 731 7 |803|752(791| 7,75 | 6,29
Turbidez

(NTU) 317 | 267 | 278|267 | 196 | 229 | 164

Color (PtCo) |1069| 903 [1231/1386| 842 | 1123 | 434
OD(mg/L)

1,15/ 0,38 10,52/097 | 1,02 | 0,99 |0,33

DQO(MYIL) | g33| g57 |1436| 902 | 1103| 894 | 433
DBOS5 (mg/L)

524,7/539,9 904,6/568,2/694,89 563,2 |272,7

Dureza (mg
CaCO3/L)| 40 | 130 |300| 150 | 250 | 260 40
Alcalinidad (mg
CaCO3/L) 210 | 125 | 265 | 245 | 255 | 235
Acidez (mg
CaCO3/L) 90 | 180 | 65 | 75 | 70 80 60

75

Sulfatos (g/L)| 73 | 52 | 25 | 48 | 44 | 78 117,92

Fosfatos (mg/L)| 5y | 23 |157|154|177 | 164 | 25

Nitratos(Mg/L) | 55 | 173 |73 | 63 | 56 | 52 | 7.3
Fuente: Autor

Al comparar los resultados obtenidos con la
reglamentacion de parametros
fisicoquimicos y los valores maximos
permisibles para el vertimiento de aguas
residuales domésticas a cuerpos de agua
superficiales (Resolucion 0631 de 2015, el
pH se encuentra en el rango establecido, la
demanda quimica de oxigeno DQO el valor
maximo y minimo estan por encima del valor
maximo  permitido, en los soélidos
suspendidos totales SST, el valor minimo se

encuentra en el rango, sin embargo el valor
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maximo y el valor promedio se exceden,
asimismo pasé con los sélidos
sedimentables. Por otra parte, los demas
pardmetros no se pudo establecer una
comparacion ya que no se presenta un limite

en la reglamentacion.

3. Disefo y construccion del

fotobiorreactor air-lift

Para la seleccion del tipo de biorreactor que
se iba a disefar y construir se realiz6 una
extensa revision bibliografica, donde se
encontré que los biorreactores air-lift tienen
diversas ventajas frente a  otros
biorreactores, ventajas tales como (Cortés et

al., 2013):

» Mayor capacidad de transferencia de masa

debido a su sistema de agitacion

* Fluidizacién de los solidos altamente

efectiva.
» Patrones de flujo bien definidos.

» Esfuerzos cortantes bajos lo que lleva al
crecimiento celular ya que no hay estrés

ni dafio celular.
» Facil construccién y bajos costos.

Los Dbiorreactores como columnas de

burbujeo y air-lift son ampliamente utilizados

para el cultivo de microorganismos debido a
su agitaciébn neumadtica, sin embargo, las
principales ventajas de un biorreactor air-lift
sobre las columnas de burbujeo son la
mezcla mejorada, en muchos de los casos
los coeficientes de transferencia de masa
son mas altos, debido a que en los
biorreactores air-lift se pueden dar
velocidades del gas mucho mas altas. Por
ejemplo, en columnas de burbujeo utilizadas
en la industria la velocidad superficial es del
orden de 0,06 m/s y en los biorreactores air-
lift estd por los 0,22 m/s resultando un
coeficiente de transferencia de oxigeno de
0,143 s-1 (Chisti, 1989). Ademas, el tipo de
biorreactor es ampliamente utilizado como
sistema de cultivo para el tratamiento de
aguas residuales (Velasco, 2009; Arias,
2015; Sanchez et al.,2016).

4. Especificaciones del reactor

construido del fotobiorreactor air-lift

En la Tabla 2 se muestran las dimensiones,
relaciones y volumen total del fotobiorreactor
construido y en la figura 5 se muestra un

esquema del biorreactor.
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Tabla 2. Dimensiones del biorreactor

Altura del downcomer (hD) 0,66
Altura del riser (hR) 0,4
Altura de operacion (Lo) 0,54
Distancia entre el difusor y
riser (L1) 0,05
Diametro downcomer (DD) 0,09
Diametro riser (DR) 0,058
Areas de la seccion transversal riser y
downcomer
AR (m?) 0,0026
AD (m?) 0,0064
Relaciones del bioreactor
hR/Lo 0,74
DR/DD 0,64
AD/AR 2,46
Volumen total del reactor
3 0,0042
(m~)
Volumen de operacion (m3) 0,0034

Fuente: Autor

En la figura 5, se puede observar el
fotobiorreactor air-lift de tubos concéntricos
esta totalmente construido en acrilico de
5mm de espesor, la entrada de gas es en la
parte inferior, por lo tanto, el biorreactor
cuenta con un plato difusor que tiene 90
agujeros de 0,002m de didmetro, para la
toma de muestra o salida del efluente con
biomasa, se instalé una llave de 1” en la

parte inferior.

Figura 5. Fotobiorreactor air-lift de tubos
concéntricos. Fuente: Autor

Para determinar todos los parametros
hidrodindmicos como medio se utilizé agua 'y

el caudal de aire fue 6,41 L/min.

5. Puesta en marcha del fotobiorreactor

construido

En el reactor se evaluaron las mismas
concentraciones de in6culo de cada
microalga, los parametros de cultivo medidos
durante los tratamientos se muestran a

continuacion.

5.1 In6culos de las cepas 1y 2 al 20%
en el fotobiorreactor construido
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En la figura 6, se muestra el crecimiento
celular y los parametros medidos en los
cultivos en el fotobiorreactor. Se puede
apreciar las cinéticas de crecimiento para los
inoculos del 20% de cada cepa en el reactor,
en el crecimiento de la cepa nativa, se puede
notar un decrecimiento celular entre los dias
0y 2, posiblemente el decrecimiento se dio
mientras las células se adaptaban a las
condiciones del cultivo ya que se encontraba
en un nuevo sistema; en el dia 2 se dio lugar
a el crecimiento en fase exponencial el cual
dur6 hasta el dia 9 del tratamiento v,
finalmente, la microalga empezé su fase

estacionaria, decreciente al dia 11.

14000000
12000000
10000000

8000000

6000000

4000000 g

2000000

[iempo (Dias)

#- 20 % de Cepal Nativa ~&=20% de Cepa 2 UTEX 1803

Figura 6. Cinéticas de crecimiento en los
inoculos de las cepas 1y 2 en el fotobiorreactor.
Fuente: Autor

En la cinética de crecimiento de la cepa
UTEX 1803, se puede notar que en la fase
de adaptacion entre los dias 0 y 2, la

densidad celular disminuyo, pero no de la

misma manera que la cepa nativa, la cual, en
el dia 2 inici6 su fase de crecimiento
exponencial hasta el dia 11, al parecer esta
cepa no llegd a su fase estacionaria al

finalizar el de tratamiento.

6. Evaluacion de remocién de nitratos y

fosfatos en fase preliminar

Para determinar la disminucion de la
concentracion de nutrientes se tomaron
muestras inicial y final de cada medio de
cultivo. Los resultados de remocion de
nutrientes de los cultivos de 20% se
muestran en la Tabla 3.

Tabla 3. Disminucién de concentraciones de

nitratos y fosfatos con inéculos de 20% de C.

vulgaris.
[1de NOz (mg/L) | []dePOs(mg/L)

CEPA
Inicial Final Inicial Final
1 525,3 174,7 615,2 259,1
2 528,9 220,4 613,4 291,2

Fuente: Autor

Se puede apreciar que la microalga Chlorella
v. removié nitratos en mayor proporcién con
un porcentaje de 66,74 y 58,32% para la
cepa ly cepa 2 respectivamente, resultados
similares fueron reportado en
investigaciones realizadas con el género
Chlorella (Valderrama et al., 2002; Andrade
et al., 2006; Diaz y Ordofiez, 2006; Arias,
2015; Hernandez y Labbé, 2014; Olarte y
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Valencia, 2016). Por otra parte, el porcentaje
de disminucion de fosfatos para la cepa 1y
2 fue de 57,88 y 52,52% respectivamente.
Los resultados preliminares de remocion son
satisfactorios, la microalga nativa tiene
mayores porcentajes de remocion y esto
tiene una gran ventaja, ya que se impulsa a
el aislamiento de estas microalgas nativas y
profundizar en investigaciones de dichos
microorganismos; ademas de uso de recurso

biol6gico propio del ambiente.

En la Tabla 4 se muestran Ilas
concentraciones iniciales y finales para los

cultivos de 30% de la microalga.

Tabla 4. Disminucién de concentraciones de

nitratos y fosfatos con inéculos de 30% de C.

vulgaris.
[1de NOs (mg/L) | []dePOs(mg/L)
CEPA
Inicial Final Inicial Final
1 378,4 98,2 337,7 127,1
2 338,6 45,5 292 87,6
Fuente: Autor
Los porcentajes de remocion

correspondientes a nitratos para lacepa ly
cepa 2 fue de 74,04 y 86,56% vy los
porcentajes correspondientes a remocion de
fosfatos fue de 62,36 y 70% paralacepaly

cepa 2 respectivamente.

Universidad de Pamplona

Comparando los resultados con los inéculos
del 20%, la cepa 1 aumenté la remocién en
9,3 vy 4,48% de nitratos y fosfatos
respectivamente; por otra parte, la cepa 2
aumenté la eliminacién de nitratos y fosfatos
con un 28,24 y 17,48%. Una posible causa
de los resultados de remocion de la cepa 1,
puede ser la masiva contaminacion que tuvo
este cultivo, ya que hubo decrecimiento
celular en muy poco tiempo. Ademas de
esto, otra probable causa fue, que al tomar
el volumen correspondiente al 30% la cepa 1
después de homogenizar el cultivo, se
centrifugd, se lavo el cultivo y con agua
destilada se llevd al volumen de indculo
correspondiente, asimismo se hizo con el
in6culo de la cepa 2, sin embargo las
concentraciones celulares en los inoculos del
20 y 30% para la cepa 1 tenian la misma
densidad celular, esto se puede apreciar en
las figuras 16 y 18; contrariamente a lo que
paso con los cultivo del 20 y 30 % de la cepa
2 ya que la concentracion celular del inéculo
del 30% cultivo de la cepa 2 tuvo 602500
células mas que el in6culo del 20%. Por lo
anterior, se puede explicar el aceptable

tratamiento de la cepa nativa.

7. Evaluacion de comportamiento del
agua residual urbana antes y después

del tratamiento
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En la tabla 5 se muestra la estimacién de
parametros fisicoquimicos después del
tratamiento del cultivo. Por cuestiones
econdmicas, solo se realizd caracterizacion
del efluente a un cultivo, por lo que se
selecciond el tratamiento de la microalga
nativa con inoculo del 30%, ya esta cepa fue
la que tuvo mejor desempefio en los

tratamientos.

Tabla 5. Pardmetros fisicoquimicos del agua

residual, antes y después de tratamiento

Paradmetro Inicial  Final %o Disminucién
pH 7,41 8,02 -
Turbidez (NTU) 25142 374 98,51
Color (PtCo) 103125 168 83,71
oD _
(mg/L) 1,01 6,13 No aplica
DQO
(mg/L) 947,75 445 53,05
DBO5
(mg/L) 597,08 369,35 38,14
Dureza
(mg CaCO3/L) 202,92 80 60,57
Alcalinidad
(mg CaCO3/L) 203,33 30 85,25
Cloruros (mg
CI/L) 117,92 75 36,40
Acidez
(mg CaCO3/L) 119,17 40 66,43

Fuente: Autor

El aumento de pH a un valor alcalino, es
consecuencia, de la actividad fotosintética en
la cual los iones carbonato del agua
suministran a los microorganismos carbono

en forma de CO,;, esto favorece la

precipitacién de ortofosfatos y la eliminacion
de nitrégeno amoniacal (Andrade et al.,
2006; Salazar, 2005).

Por otra parte, la disminucion de los demés
parametros fisicoquimicos es evidente, la
DQO disminuyé con un porcentaje de
53,05%, se observo una gran disminucion en
parametros fisicos como turbidez y color con
83,71%
respectivamente. Lazcano Carrefio, 2016 en

porcentajes de 9851 vy

su investigacion reportaron disminucion de
DQO y DBO5 con un 94,6% y 95,4%
respectivamente. Por otra parte, Cartagena 'y
Malo, 2017, reportan una disminucion de
DQO de 81,8%,

Finalmente, se pudo observar una excelente
adaptacion de las cepas de Chlorella vulgaris
al agua residual urbana, lo cual indica que el
tratamiento fue satisfactorio confirmando las
grandes ventajas de la microalga de
adaptarse facilmente a medios
contaminados (Kumar, 2010; Luo et al.,
2011; Velasco et al., 2011; Rodriguez et al.,

2014; Arias, 2015; Cartagena y Malo, 2017).
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CONCLUSIONES

El fotobiorreactor air-lift disefiado funciono,
optimizando las variables del sistema, en
este sentido se mejord: la homogenizacion
del cultivo, el crecimiento celular, el
comportamiento del pH, y oxigeno disuelto;
por otra parte, la geometria del reactor
permiti6 una buena actividad fotosintética
mediante el traspaso de luz solar y no se dio
sedimentacion 'y aglomeraciéon de la
microalga en ninguno de los tratamientos

comparando con los sistemas preliminares.

Segun la Resolucion 0631 de 2015
(vertimiento de efluentes), el afluente a tratar

se caracterizé por tener alta concentracion
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