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Resumen

La remocién de nutrientes inorganicos en aguas residuales mediante microalgas es un método
eficiente y productivo, en la que, a la par de la oxigenacion de los cuerpos de agua, la biomasa
obtenida puede ser utilizada como materia prima en diversas industrias. El principal objetivo del
presente trabajo fue determinar la capacidad de remocion de nitratos (N-NO,) y fosfatos (PO,*) en
aguas residuales municipales por cultivos libres e inmovilizados de Chlorella sp. (Chlorelaceae) y
Chlamydomonas sp. (Chlamydomonadaceae) nativas de dichas aguas. Los experimentos de remo-
cion se realizaron en los efluentes residuales estériles de dicha planta durante 10 dias. Las cepas
se inmovilizaron en discos de alginato de sodio al 4 %. Chlamydomonas sp. libre report6 el maximo
porcentaje de remocién de N-NO, (75.08 %) mientras que Chlorella sp. libre obtuvo el valor mas alto
de remocion de PO,* (83.69 %). En la mayoria de cultivos, més del 50 % y 70 % de N-NO, y PO,*,
respectivamente, fueron removidos durante el primer dia. La inmovilizacion afect6 negativamente
la remocién de nutrientes, sin embargo, estos valores superaron o se encontraron dentro de rangos
altos de remocion reportados en estudios previos. En este sentido, ambas cepas, cultivadas de forma
libre o inmovilizada, tienen el potencial de ser utilizadas en la remocién de nutrientes inorganicos
en aguas residuales municipales, especialmente de PO,*.

Palabras clave: microalgas, aguas residuales, remocién, inmovilizacion, cultivos.

Abstract

Removal of inorganic nutrients from wastewaters by microalgae is an efficient and productive
method, which provides oxygenation to water bodies and useful biomass for several industries. The
aim of this investigation was to determinate the nitrate (N-NO,) and phosphate (PO,*) removal
capacity by free and immobilized cultures of native strains of Chlorella sp. (Chlorelaceae) and
Chlamydomonas sp. (Chlamydomonadaceae) in municipal wastewaters. Removal experiments were
performed in sterile wastewater effluents from the same plant during 10 days. Microalgae were
immobilized in 4 % sodium alginate discs. Free Chlamydomonas sp. reported the maximum N-NO,"
removal percentage (75.08 %) while free Chlorella sp. showed the highest PO, removal (83.69 %).
Most of the cultures removed more than 50 % and 70 % of N-NO,” and PO,*, respectively, during
the first day. Immobilization affected negatively the nutrient removal, however, these values were
higher or within high ranges of removal reported in previous studies. The results showed that
both strains in free or immobilized cultures have the potential to be used for removal of inorganic
nutrients in municipal wastewaters, especially for PO,* removal.

Keywords: microalgae, municipal wastewaters, removal, immobilization, culture.
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Introduccion 2003). Los métodos quimicos y fisicos, que

. . son los mas utilizados, son costosos, no

En la actualidad, el tratamiento . .
tan efectivos y, al ser no naturales, tienen
un impacto considerable en el ecosistema
(Abdel Hameed & Hammouda, 2007).

El Tratamiento Terciario Biol6gico (TBT)

convencional de aguas  residuales
enfrenta el reto de disminuir el exceso
de nutrientes (tratamiento terciario), en
especial fosfatos (PO,*) y nitratos (N-NO,"
), a niveles normales con el fin de evitar
impactos negativos en los cuerpos de
agua receptores (Mallick, 2002; UNESCO,

usando microalgas tiene la ventaja de ser
un método eficiente y productivo, ya que la
biomasa obtenida en el proceso puede ser
utilizada en la produccién de fertilizantes,
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biocombustibles, suplemento alimenticio
en acuicultura, entre otros. A esto se suma,
la oxigenaciéon natural de los cuerpos de
agua por parte de estos microorganismos,
lo que reestablece el equilibrio ecolégico
(Gonzalez et al., 1997).

No obstante, el mayor problema que
enfrenta este método es la remocién de
la biomasa microalgal en suspension del
agua tratada. Los procesos convencionales
son costosos, con alta demanda energética
y requieren de una serie de etapas para
recuperar por completo dicha biomasa
(Robinson et al., 1985; Rai & Mallick,
1992; Gonzalez & Bashan, 2000; Abdel
Hameed, 2002; Moreno-Garrido, 2008).
Ante esto, surge la posibilidad de utilizar
matrices de diferente naturaleza que
puedan inmovilizar microalgas y evitar
el proceso engorroso de removerlas de la
forma convencional. Asimismo, una de
las principales ventajas que ha presentado
la inmovilizacién en estudios previos es
el aumento de la eficiencia de remocién
de PO, y N-NO; al compararlas con sus
contrapartes no inmovilizadas (Abdel
Hameed & Hammouda, 2007, Moreno-
Garrido, 2008; de-Bashan & Bashan, 2010).

Pocos estudios han utilizado
cepas nativas de aguas residuales en
biorremediacion (Jiménez-Perez et al., 2004;
Singh et al., 2011; Hernandez-Reyes et al.,
2012; Zhang et al., 2012, Zhou et al., 2012),
las cuales abarcan especies de Chlorella,
Auxenochlorella protothecoides, Desmodesmus
intermedius, Nannochloris sp., Oscillatoria sp.
y Spirulina subsalsa. Se sabe que especies
y/ o cepas que naturalmente viven en aguas
residuales presentan un mejor crecimiento
comparado a sus contrapartes provenientes
de Dbancos comerciales cuando son
cultivadas en aguas residuales (Jiménez-
Perez et al., 2004; Zhou et al., 2012), por lo

que, las primeras representan una opcién

ideal para la remocién de nutrientes.

En Sudamérica, las
referentes al uso de

investigaciones
microalgas
inmovilizadas para el tratamiento de aguas
residuales son muy escasas considerando
los bajos porcentajes de aguas tratadas en la
region (Campos & Saconi, 2014). En Ecuador,
Moreno et al. (2010) evaluaron la reduccién
de nitrégeno y fésforo en aguas residuales
sintéticas y semi-sintéticas por parte de una
cepa axénica de Nostoc sp. y un consorcio de
cianobacterias. Los cultivos inmovilizados
en perlas de alginato de ambas cepas
mostraron tener una mayor -eficiencia
en la remocién de estos compuestos en
comparacion a sus contrapartes libres. El
consorcio inmovilizado logré el mayor
porcentaje de remocién de fésforo (93,4%)
en comparacion a la cepa axénica (76,3%).
Por otro lado, en Colombia, Infante et
al. (2013) inmovilizaron Chlorella sp. en
poliuretano con el fin de remover NH,* y
PO,* de aguas residuales provenientes de
lagunas de oxidacién. Luego de 32 horas,
la cepa inmovilizada removié el 68% y 65%
de nutrientes, respectivamente, con un pH
6ptimo de 6,5y 7,5 en cada caso.

El objetivo principal del presente
trabajo fue determinar la capacidad de
remociéon de N-NO, y PO en aguas
residuales municipales por cultivos
libres e inmovilizados de Chlorella sp.
y Chlamydomonas sp. nativas de dichas
aguas. Adicionalmente, se caracterizo el
crecimiento de las cepas en medio residual,

asi como la viabilidad post-inmovilizacién.

Materiales y métodos

Aislamiento y mantenimiento de las
cepas

Cepas no axénicas de Chlorella sp. y
Chlamydomonas sp. se aislaron durante
Octubre a Diciembre del 2013 del afluente
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de la Planta de Tratamiento de Aguas
Residuales (PTAR) “Ing. Alejandro Vinces
Araoz” del distrito de Surco, Lima, Pert
(12°6'43.52” Sy 76°59'38.17” O; pH=8.2+0.27;
temperatura=19,64+0,17°C)
técnica de raspado en agar. Las cepas se
mantuvieron en Medio Basal Bold (MBB)
suplementado con 0,1% de las mismas

mediante la

aguas residuales autoclavadas, a 21,8 £ 0,5
°C y fotoperiodo constante utilizando 2
lamparas fluorescentes de 18W cada una.

Descripcion de las aguas residuales
municipales

La PTAR recibe las aguas contaminadas
del Rio Surco, las cuales son sometidas a un

pre-tratamiento a base de camara de rejas y
un desarenador. A continuacion, los sélidos
en suspension son floculados con sulfato de
aluminio (AL, (SO,),) para ser removidos por
una serie de filtros (tratamiento primario
fisicoquimico). Finalmente, las aguas son
desinfectadas con cloro y se almacenan
en una cisterna de 350 m® (Burstein, 2004;
Moscoso, 2011; Prieto, 2011). El motivo de
la eleccion de dicha planta para el presente
trabajo es la carencia de algun tipo de
tratamiento biolégico en los diferentes
pasos del tratamiento de las aguas. Los
principales pardmetros fisicoquimicos de
las aguas residuales utilizadas se detallan
en la tabla 1.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de las aguas residuales de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales (PTAR) “Ing. Alejandro Vinces Araoz” (Lima, Pert).

Parametros Afluente Efluente
Conductividad 560 uS/ cm 346 puS/ cm
N-NO, 12.52 mg/1 5.06 mg/1
N-NO, 0.80 mg/1 0.04 mg/1
PO,* 0.60 mg/1 1.00 mg/1
NH," 0.06 mg/1 0.08 mg/1
DBO*t 5.38 mg/l 4.78 mg/l
Aceites y grasas* 4.80 mg/1 2.20 mg/l
N/p** 22.3 5.18

*Parametros tomados de la “Memoria Descriptiva de la Planta de Recuperacion y
Tratamiento de Aguas de Regadio - Intihuatana” (2006). tDBO: Demanda biologica de
oxigeno. **Ratio inorgédnico nitrégeno (N)/ fésforo (P).
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Caracterizacion y crecimiento de las
cepas unialgales en medio residual

Los efluentes provenientes de la
PTAR (medio residual) fueron filtrados
dos veces utilizando papel filtro Rundfilter
125 mm, esterilizados en autoclave y
guardados a 4°C hasta su uso. Una vez
alcanzada la fase exponencial, las cepas
(libres e inmovilizadas) se inocularon en
250 ml de medio residual y se mantuvieron
con aireacién constante durante 10 dias. La
temperaturay fotoperiodofueronlasmismas
descritas para la etapa de aislamiento. En
los cultivos libres, la concentraciéon celular
se determind diariamente con ayuda de
un hemocitémetro (Neubauer improved,
Marienfeld, Alemania) y se calcularon los
valores de tasa intrinseca de crecimiento (7),
numero de divisiones por dia (k) y tiempo
de duplicacién (T,) segtin Wood et al. (2005)

Inmovilizacion

Las cepas de Chlorella sp. o
Chlamydomonas sp. en MBB (15 ml) fueron
mezcladas con 60 ml de una solucién
de alginato de sodio (Solegraells) al 4%
previamente esterilizada en autoclave. A
continuacion, 2,1 mL de la mezcla se anadio
a placas Petri de 15 x 100 mm estériles y se
agregd una solucién al 2% de CaCl para su
gelificacion durante 2 horas y media. Los
discos resultantes tuvieron un didmetro
promedio de 26 £ 0,70 mm y un grosor
3,22+0,44 mm. Estos se lavaron dos veces
en agua destilada estéril para eliminar
cualquier exceso de CaCl, y se colocaron en
medio residual. La disolucion de los discos
se realiz6 en citrato de sodio al 0,05 M.

La viabilidad celular post-
inmovilizacién se determiné mediante la
comparaciéon de la concentracién celular
con cultivos controles (no inmovilizados
en medio

previamente ni cultivados

residual) luego de 5 dias de crecimiento en

MBB en las condiciones antes mencionadas.
Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio factorial
completamente aleatorizado del tipo 22
Los factores considerados fueron “cepa”
(Chlorella  sp. sp.) ¥

“forma de cultivo” (libre o inmovilizado).

o Chlamydomona

Adicionalmente, se  anadieron los
“Control”  (solo aguas
residuales) y “Alginato” (aguas residuales
+ discos de alginato sin microalgas) con

tratamientos

el fin de determinar si factores ajenos
al metabolismo microalgal estuvieron
involucrados en la reduccion de nutrientes.
Cada tratamiento se llevé a cabo en 5

repeticiones.

Cuantificacion de clorofila a, N-NO, y
PO*

El proceso de extraccion de clorofila
a (chl a) se llevo a cabo al inicio y final
del experimento segin lo indicado por
Henriques et al. (2007) y Porra (1990), y
se ley6 en un espectrofotémetro Thermo
Spectronic Genesys 20 a 665 y 650 nm.
Para el tratamiento con microalgas
inmovilizadas, los discos fueron disueltos
previamente. El contenido total de chl a, en
pg, se calcul6 segin lo indicado por Lee &
Shen (2004). Los niveles de N-NO," y PO,*
se determinaron en el Instituto del Mar
del Pert (IMARPE) mediante las técnicas
colorimétricas de reduccién/diazotizacion
y azul de molibdeno, respectivamente,
usando un fotémetro YSI 9500 y se
expresaron en mg/l. Los porcentajes de
remocion para cada nutriente se calcularon

segtin Aslan & Kapdan (2006) (mg/1/dia).
Analisis estadistico

La normalidad de los datos se evalud
mediante el test de Shapiro-Wilk y Ia
con el

homogeneidad de varianzas,

test de Levene. En el caso de que no
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existiera homocedasticidad, los datos se
transformaron con raiz cuadrada. Para
las comparaciones entre los parametros
cinéticos de crecimientos de ambas cepas
y el contenido final de chl a entre cultivos
libres e inmovilizados se utilizé la prueba
El
aumento significativo de chl a al finalizar el
experimento se determiné en cada cultivo
con la prueba T para muestras relacionadas.
Con el fin de determinar si la concentracién

T para muestras independientes.

y la remocién de nutrientes en los cultivos

microalgales  fueron  estadisticamente
diferentes a los tratamientos Control y
Alginato se aplic6 la prueba de ANOVA de
1 via con el post-hoc de Dunnet. Asimismo,
se llevé a cabo la prueba de ANOVA de

dos vias con el fin de determinar si hubo

influencia e interaccién entre los factores
“cepa” y “forma de cultivo” sobre los
porcentajes de remocién de N-NO," y PO*
. El test post-hoc de Tukey se utiliz6 para
determinar las diferencias significativas
entre los factores o, en el caso de interaccion,
los tratamientos. Los andlisis se realizaron
con un 95% de confiabilidad en el paquete
estadistico SPSS v.21.

Resultados

La tabla 2 detalla la forma, dimensiones
y volumen celular de las cepas aisladas en
el presente estudio. En los cultivos libres,
Chlamydomonas sp. presentd un crecimiento
exponencial mayor a pesar de haber
alcanzado una densidad celular maxima
inferior a la de Chlorella sp (Fig. 1).

Fig.1. Crecimiento de las cepas de Chiorella sp. (A'y C). y Chlamydomonas sp. (B y D). libres
en los efluentes de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) “Ing. Alejandro
Vinces Araoz” (Lima, Pert). Cy D son gréfico semilogaritmico. Barras de error = media+D.E

(n=5).
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La duracién de la fase de exponencial fue de 5 dias para Chlorella sp. y 2 dias para
Chlamydomonas sp. Esta tltima presenté una fase de adaptacién de 2 dias. En el periodo
evaluado no se evidencié fase de muerte (Fig.1). Los parametros de crecimiento fueron
estadisticamente superiores en Chlamydomonas ps. (Tabla 2).
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Tabla 2. Datos morfométricos y parametros cinéticos de crecimiento exponencial (r, k y
T,) de las cepas de Chlorella sp. y Chlamydomonas sp. aisladas de los afluentes de la Planta
de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) “Ing. Alejandro Vinces Araoz” (Lima, Pert)
y cultivadas en los efluentes de la planta. Los superindices diferentes sefialan diferencias

significativas (p<0.05).

Chlorella sp. Chlamydomonas sp.

Datos Forma Esférica a Esferoide alargado
morfométricos subesférica

Didmetro (um) 8,00+1,11 14,63+2,28

Altura (um) NA 17,07+2,14

Volumen celular 283,52+114,91 1958,37+667,88

(pm?)
Parametros r (dias™) 0,51+0,08° 2,11+£0,47°
cinéticos de k (div/dias) 0,74+0,12° 3,04+0,68"
crecimiento T,(dias) 1,39+0,23? 0,35+0,10°

Para el caso de los cultivos inmovilizados,
hubo un crecimiento muy notorio en ambas
cepas. La densidad celular inicial por disco
(2,50£0,51 x10° cel/disco) se incrementd
aproximadamente 6 veces (17,67+2,81
x10¢ cel/disco) para Chlorella sp., y 27
veces para Chlamydomonas sp. (0,23£0,12
a 6,50+2,04 x10° cel/disco). Al finalizar
los cultivos inmovilizados por 10 djias,
Chlorella sp. present6 autosporas de 16 a
32 individuos y Chlamydomonas sp. hasta
16 células hijas resultantes de divisiones
secuenciales dentro de la pared parental
(Fig. 2). No se evidenci6 el fenémeno de
“fuga” (leakeage) ni inestabilidad en la
matriz. El contenido total de chl a en los
cultivos inmovilizados de ambas cepas se
incremento significativamente al finalizar
el cultivo. Esta fue mayor en los cultivos
inmovilizados de Chiorella sp., mientras
que en Chlamydomonas sp. dicho valor fue
similar para ambos tipos de cultivo (Fig. 3).
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Fig. 2. Chlorella sp. y Chlamydomonas sp. cultivadas en los efluentes de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) “Ing. Alejandro Vinces Araoz” (Lima, Pert). A.
Células libres de Chlorella sp. libre. B. Células libres de Chlamydomonas sp. libre tefiidas
con lugol. C. Autosporas de Chlorella sp. inmovilizadas en 10 dias de cultivo en corte
transversal del disco de alginato. D. Divisiones celulares secuenciales en Chlamydomonas sp.
en 10 dias de cultivo en corte transversal del disco de alginato luego de 10 dias de cultivo.
Escala: 25 um (A 'y B) y 50 um (Cy D).
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Fig. 3. Cantidad total de clorofila a (chl a) en los cultivos libres e inmovilizados de Chlorella
sp. (A) y Chlamydomonas sp. (B) al inicio (dia 0) y final (dia 10) del experimento. Los asteriscos
(*) sefialan diferencias significativas (p<0.05). Barras de error = media+D.E (n=>5)

Las concentraciones iniciales de N-NO,
y PO.* en todos los tratamientos fueron de
5,06+0,03y1,00+0,04 mg/1, respectivamente.
Al finalizar los cultivos, los valores minimos
alcanzados de N-NO, y PO} fueron
1,2620,11 mg/1 en Chlamydomonas sp. libre
y 0,09+0,04 mg/l en Chiorella sp. libre,

respectivamente. Las fluctuaciones del pH
fueron entre 8,75+0,40 (dia 0) y 8,19+0,17
(dia 10). Las concentraciones N-NO, y PO,*
se mantuvieron constantes durante todo el
experimento en los tratamientos Control y
Alginato (p>0,05, Fig. 4).
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Fig. 4. Remocion de N-NO," (A) y PO,* (B) en los efluentes de la Planta de Tratamiento de
Aguas Residuales “Ing. Alejandro Vinces Araoz” (Lima, Perti) en un periodo de 10 dias.
Barras de error = mediatD.E (n=5)
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El méximo porcentaje de remocion de
N-NO, lo present6 Chlamydomonas sp.
(75,0842,32%). En todos los tratamientos,
con excepcion de Chlorella sp. libre, el
porcentaje de remocion de N-NO, fue mas
del 50% durante el primer dia de cultivo.
Los porcentajes finales de remociéon de
los cultivo libres fueron estadisticamente
superiores a los reportados por los cultivos
inmovilizados. (Tabla 3).

Chlorella sp. libre tuvo el valor mas
alto de porcentaje de remociéon de PO,*
(83,69£1,85 %). En todos los cultivos, con
excepcion de Chlorella sp. libre, la remocion
de PO,* durante el primer dia estuvo entre
74,87+4,38 % y 80,10£2,19 %. Los porcentajes
de remocién al finalizar el experimento
fueron estadisticamente similares en
todos los cultivos, con excepciéon de
Chlamydomonas sp. inmovilizada (78+2,79

%; Tabla 3).

Tabla 3. Porcentajes de remocién de N-NO,  y PO,* de los cultivos microalgales en un
periodo de 10 dias. Adicionalmente, se calcul6 el porcentaje de remociéon de dichos

nutrientes durante el primer dia. Las letras diferentes en superindice sefialan diferencias

significativas (p<0,05).

% remocion

Tratamientos 0-1 0-10

N-NO; PO > N-NO,; PO >
Chlorella sp. libre 1,14+0,81*  2.36+4.10*  71,25+10,50*°  83,69+1,85*
Chlorella sp.
. . 63,41+4,15* 75,69+4,63" 55,75+12,74>  81,55+2,37°
inmovilizada
Chlamydomonas sp.
lib 59,49+6,41° 74,87+4,38" 75,08+2,32° 82,11+1,81°
ibre
Chlamydomonas sp.

53,11+1,56° 80,10+2,19°® 67,05+7,92° 78,38+2,79°

inmovilizada

La forma de cultivo fue un factor
significativo en la remocion de ambos
nutrientes. Los cultivos inmovilizados
porcentajes de
remocion en comparacion a sus contrapartes
libres. El tipo de cepa tan solo afectd la
remocién de PO,*. Las interacciones fueron
no significativas (Tabla 4).
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Tabla 4. Anadlisis de ANOVA de dos vias para los porcentajes de remocion de N-NO;

y PO,* (dia 0-10) en los diferentes cultivos microalgales. Los asteriscos sefialan factores

significativos (*)

Nutriente Factor F p
N-NO; Cepa 3,68 0,07
Forma de 8,24 0,01*
cultivo
Interaccion 0,97 0,34
PO* Cepa 5,60 0,03*
Forma de 8,57 0,01*
cultivo
Interaccion 0,63 0,44

La viabilidad de las cepas previamente inmovilizadas fue evidenciada luego de 5
dias de crecimiento en MBB (Chlorella sp.: 13,2143,73 x10° cel/ml; Chlamydomonas sp.:
16,15%3,62 x10° cel/ml) . Los valores de densidad celular final fueron mayores (p<0,01)
a la de sus contrapartes no inmovilizadas previamente (Chlorella sp.: 4,38+0,70 x10° cel/

ml; Chlamydomonas sp.: 1,09£0,25 x10° cel/ml). La morfologia celular no se vio alterada en

comparacion a los cultivos iniciales.
Discusion
Este trabajo representa el primer estudio
en Pert sobre el uso de microalgas nativas
de aguas residuales, inmovilizadas y libres,
para la remocién de nutrientes inorgénicos.
De igual forma, este es el primer reporte del

uso de Chlamydomonas sp. aislada de aguas
residuales en este tipo de investigaciones.

Con respecto al crecimiento en medio
residual, la ausencia de una fase lag para
Chliorella sp. fue similar a lo reportado por
Tam & Wong (1989), Yang et al. (2008),
Wang et al. (2010) y Wang et al. (2013) para
este género en diversos tipos de efluentes
residuales. Para el caso de Chlamydomonas
sp., sus parametros cinéticos de crecimiento
fueron superiores a los de Chlorella sp. Esto
en conjunto muestra que ambas especies
tuvieron buena adaptaciéon al medio
residual. El ratio inorgdnico N/P en los
efluentes de la PTAR fue bajo (Darley, 1982;
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Reynolds, 1984; Martin et al., 1985), por lo
que la adaptacion de las cepas a dicho medio
se podria deber a la flexibilizacién de la
cuota celular de los nutrientes inorgénicos a
través de la disminucién de sus constantes
medias de saturacion (Grobbelaar, 2013).

Los wvalores iniciales y finales de
densidad celular y el contenido total de
chl a de las cepas evidenciaron que la
matriz de alginato no limit6 el crecimiento
las microalgas. El tamafio reducido de los
poros (17 nm; Lupo et al., 2012) presentes
en la matriz permite el entrampamiento
de las células, pero no impide el paso de
moléculas pequefias y altamente solubles,
como N-NO, y PO,*, para su incorporacién
en el metabolismo y crecimiento microalgal
(Lau et al., 1998; Cohen, 2001; Moreira et al.,
2006).

Abdel Hameed & Hammouda (2007)
(2008)

y  Moreno-Garrido senalaron
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que la principal razén del incremento
de la concentraciéon de chl a en cultivos
inmovilizados serfa el efecto de auto-
sombreado (self-shading). Este es ocasionado
por el crecimiento microalgal en matrices
en forma de “perlas”, lo cual disminuye la
incidencia de luz y promueve la sintesis de
clorofila y otros pigmentos. En el presente
estudio, el contenido total final de chl a en
Chlamydomonas sp. fue similar en ambos
tipos de cultivos (libre e inmovilizados).
Esto sugiere que la matriz no provoco el
efecto de auto-sombreado debido a que la
forma en disco utilizada tiene una mayor
incidencia de luz que la forma tradicional
en “perlas” (Zamani et al., 2012). Sin
embargo, la diferencia encontrada en el
contenido total final de chl a en Chiorella sp.
para ambos tipos de cultivos se atribuirfa
a caracteristicas fisiolégicas mas que a la
matriz en si misma (Lau et al., 1998; Safi et
al., 2014).

Para las cepas
investigadas, los rangos de remocién de
N-NO," estuvieron entre 56% y 75% y de
PO,*, entre 78% a 84 %, siendo mds eficiente
Chlamydomona sp. libre en la remocion de
N-NO," y Chlorella sp. libre en la de PO,
Zamanietal. (2012) reportaron unaremocioén
de PO,* en un periodo de 12 dias entre 55%
a 68% para diferentes cepas de Chlorella
sp. y de 71,91% para Chlamydomonas sp.,
ambas inmovilizadas en discos de alginato.

microalgales

Shi et al. (2007) obtuvieron una remocion
de 82,9% de N-NO, y 70,4% de PO en
24 horas usando una cepa Hallochlorella
rubescens inmovilizada en un sistema de
capa doble de laminas de nitrocelulosa.
Otros
iniciales similares de PO,* han reportado

estudios con concentraciones
porcentajes de remocién de entre 74% a
100% en un periodo minimo de 4 horas y
maximo de 24 dias (Larsdotter et al., 2007;

Zhang et al., 2012; Wang et al., 2013). Los

porcentajes de remocién de PO,* reportados
en este estudio estuvieron dentro de rangos
reportados
por otros autores, lo que sugiere que las
cepas de Chlorella sp. y Chlamydomonas sp.
son mas efectivas en la remocién de dicho

de remocién altos de PO

nutriente. Esta diferencia en la remocion de
ambos nutrientes se debe principalmente a
que el ratio inorganico de N/P no estuvo
dentro del rango 6ptimo (6-10) lo que pudo
haber ralentizado la absorcién de N-NO,
(Cai et al., 2013).

En comparacién con otros métodos
de tratamiento terciario, altos porcentajes
de PO (76-80%) fueron
removidos tan solo en un dia en la mayoria

de remocion

de cultivos utilizados en el presente estudio.
Esto es superior a lo reportado en Lagunas
Algales de Alta Tasa (hasta un 80% en 2 a
6 dias) pero inferior a lo removido por los
métodos quimicos (80 %-100% en 0,3 a 0,5
dias) segin Oswald, 1998; Hoffman, 1998 y
Shi et al., 2007.

El analisis de ANOVA indic6 que la
forma de cultivo fue el factor més influyente
en el porcentaje de remociéon de N-NO,
y PO/ Dichos pardmetros se vieron
afectados negativamente por la técnica
de inmovilizacién. Diversos estudios han
demostrado que la inmovilizacién favorece
la remociéon de nutrientes en cultivos
microalgales (Hoffmaan, 1998; Mallick,
2002; Abdel Hameed & Hammouda, 2007;
de-Bashan & Bashan, 2010). No obstante,
esta tendencia no es apoyada por nuestros
resultados y compartida, en el caso de
nitrégeno, con Jiménez-Perez et al. (2004).
Una posible explicacién es que solamente
una proporcién de las células inmovilizadas
se encontré metabolicamente activa (Tam et
al., 1994). Por otro lado, Zhang et al. (2012)
reporté un incremento en la remocién de
nutrientes al elevar la concentracion celular
inicial en los cultivos. Esto podria explicar
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las diferencias encontradas en los cultivos
de Chlorella sp., los cuales presentaron un
namero total de células (NTC) iniciales
diferentes (Chlorella sp. libre: NTC=19,65
x10° cel; Chiorella sp. inmovilizada: NTC=
10 x10° cel).

Finalmente, Zamani et al. (2012)
seflalaron tres caracteristicas ventajosas
que deberia tener una cepa microalgal
para ser considerada como candidata
en el tratamiento de aguas residuales
mediante inmovilizacién: 1) alta remocion
de nutrientes; 2) adecuado crecimiento en
la matriz de inmovilizacién con baja “fuga”
celular; y 3) manejabilidad y facil cultivo en
el laboratorio. Las cepas de Chlorella sp. y
Chlamydomonas sp. utilizadas en el presente
estudio retinen estas caracteristicas debido
a que: 1) han presentado altos porcentajes
de remocién, especialmente de PO43'
; 2) su crecimiento no se vio afectado
significativamente por el proceso de
inmovilizacién ni se detecté “fuga” alguna
de células; y 3) son cepas que no tienen
requerimientos especiales para su cultivo en
laboratorio. Adicionalmente, se demostr6
que el proceso de inmovilizacién no afecto
la viabilidad celular de las cepas utilizadas
en esta investigacion, lo que coincidié con
lo reportado por Roa & Caiizares (2012) y
Zhang et al. (2012). Esto nos indica que las
microalgas empleadas en el tratamiento de
aguas residuales podrian ser reutilizadas en
procesos posteriores o mantenerse en ciclos
alternados o continuos de tratamiento.
Esto, aunado a la facilidad de cosecha,
podria economizar el
aguas residuales a mayor escala. Futuros
estudios son necesarios para determinar los

tratamiento de

parametros ideales de estas cepas y aquellas
nativas de aguas residuales para su uso a
una escala mayor.
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