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1 INTRODUCCION

1.1 Contexto

La presiéon demografica, el ritmo de desarrollo econdmico, los cambios en los patrones de
consumo, la urbanizacion, el cambio climatico y la contaminacidn ejercen una fuerte presion
sobre el agua, incrementando el riesgo de sufrir escasez. Actualmente se estima que casi la
mitad de la poblacidn mundial se encuentra en riesgo de sufrir escasez y, ademas, se espera
gue para 2050 la poblacion aumente entre un 22 y un 32% respecto de la del 2017 (UNESCO,
2018).

La escasez de agua surge en el momento en el que la demanda supera los recursos hidricos. El
consumo desmedido de este recurso ha incrementado, a nivel mundial, a un ritmo dos veces
superior al aumento de la poblacidn en el siglo XX (FAO, 2013). Actualmente, numerosos
paises se encuentran en situacion de escasez de agua y se prevé que la disponibilidad de agua
superficial para 2050 sera menor (Figura 1).

Cambios en la escasez de agua, £
2010-2050 ) L3,
I 0 i escasez e agua a escasez de aguagrave .

I oo oscascz de agua escaser de agua grave
[E] vesin escasez de agua a escasez de agua
[ sincambios Je
[ v escasez de aguaa sin escasez de agua “ -
I ce escasez de aguagrave aescaser de agua .
I 0 escasez de aguagrave asin escasez deagua

Figura 1: Mapa fisico. Cambio previsto de la escasez del agua de 2010 a 2050. (UNESCO, 2018)

Por otro lado, la practica intensiva de la actividad agricola acentlia esta problematica. Se
estima que el riego representa el 70% de las extracciones de agua potable (HLPE, 2015).
Ademads, constituye una fuente de contaminacidén importante. Las practicas agricolas derivan
en un exceso de nutrientes, principalmente nitratos y fosfatos, que terminan bien percolando,
llegando a contaminar masas de agua subterrdnea o bien arrastrados por escorrentia
superficial hacia corrientes de agua, rios, lagos y estuarios.

A la contaminacién del agua por nutrientes proveniente de la agricultura, se suma el vertido de
aguas residuales sin tratar. Este hecho se traduce en un deterioro creciente de la calidad
general del agua con impactos perjudiciales para la salud humana y los ecosistemas (UNESCO,
2018). Empleando la clasificacion de paises por categorias econdmicas, se tiene que los paises
de ingresos altos tratan el 70% de las aguas residuales generadas, los paises de ingresos
medianos-altos el 38% y los de ingresos medianos bajos y bajos tratan el 28 y el 8%
respectivamente (Figura 2).
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Figura 2: Mapa fisico. Relacién entre las aguas residuales tratadas y las totales generadas (expresadas en
porcentaje) en diferentes paises. (Sato et al. 2013)

Ademads, la escasez de agua es uno de los principales impactos potenciales del cambio
climdtico. El clima estd cambiando debido a las actividades humanas. Las emisiones de GEI
entre 2000 y 2010 crecieron mds que en las tres décadas previas. En 2010, el 35% de las
emisiones fueron originadas por el sector energético, seguido de la silvicultura con un 24%, la
industria con un 21% y el transporte y el sector de la construccion con un 14 y 6,4%
respectivamente. Ademas, de las emisiones de GEl registradas en 2010, el 65% corresponden a
diéxido de carbono. Con todo, las proyecciones de cambio climatico prevén que las variaciones
espaciales y temporales de las dinamicas del ciclo del agua empeoraran, produciendo una
reduccion de los recursos de aguas superficiales y subterrdneas en la mayoria de las regiones
subtropicales secas, agudizando la brecha entre la oferta y la demanda de agua. Este escenario
podria cambiar si se llevan a cabo medidas enfocadas a reducir las emisiones de CO,. Los
sectores como el eléctrico y transporte tienen un gran potencial de mitigacidon siempre y
cuando se adopte un enfoque holistico que combine medidas para reducir las emisiones netas,
descarbonizar el suministro de energia y aumentar los sumideros de carbono terrestres (/PCC,
2014).

Debido a la situacién en la que nos encontramos se estan realizando esfuerzos, a través del
desarrollo de politicas y objetivos, para abordar los desafios a los que nos enfrentamos. En
septiembre de 2015, la Asamblea General de las Naciones Unidas, aprobé la Agenda 2030 con
el objetivo de transformar el paradigma de desarrollo actual, al desarrollo sostenible, inclusivo
y con visién a largo plazo. Esta agenda se compone de un total de 17 objetivos (Figura 3) entre
los cuales podemos destacar el objetivo 6. “Garantizar la disponibilidad de agua y su gestion
sostenible y el saneamiento para todos”; el objetivo 7. “Garantizar el acceso a una energia
asequible, segura, sostenible y moderna para todos”; y el objetivo 12. “Garantizar modalidades
de consumo y produccion sostenibles”.
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Figura 3: Objetivos de desarrollo sostenible. Agenda 2030 aprobada por la Asamblea General de las Naciones Unidas

Por otro lado, la Unién Europea, a través de la Directiva 2010/27/UE, puso en marcha la
estrategia 20/20/20, la cual consiste en:

- Reducir un 20% las emisiones de gases de efecto invernadero
- Obtener el 20% de la energia de fuentes renovables
- Aumentar en un 20% la eficiencia energética

Segun las Ultimas proyecciones realizadas por la EEA (European Environment Agency),
muestran que las medidas encaminadas a la reduccidon de emisiones son insuficientes para
cumplir el objetivo establecido en la Agenda 2030 (reducir el 40% de los GEl). Sin embargo, el
objetivo para 2020 podria llegar a cumplirse, pero con un margen muy estrecho (21,9% de
reduccion).

En este contexto orientado a la economia circular, donde se busca un equilibrio entre el
desarrollo econdmico, la proteccidn de los recursos y la sostenibilidad ambiental, la gestidn de
las aguas residuales tiene un gran potencial para mitigar tanto la escasez de agua, como las
emisiones de GEI. Para ello, deben contemplarse los siguientes aspectos:

- Enfocar el agua residual como una fuente alternativa de agua (reutilizacion para agua
de riego/industria).

- Esforzarse en la recuperacién de productos: directos tales como nutrientes (nitrégeno
y fésforo); e indirectos (subproductos) obtenidos a través de diferentes sistemas de
tratamiento de aguas residuales, como compost o biogas para la producciéon de
energia.

- Considerar la simbiosis industrial: los residuos generados en las plantas de tratamiento
de aguas residuales pueden constituir un recurso para otro tipo de industria.
Actualmente existen multitud de estudios que proponen el empleo de microalgas para
la depuracién de aguas residuales con el objetivo de producir biomasa algal a partir de
la cual se podria generar biodiesel (Rawat et al., 2011, Pittman et al., 2011, Fazal et al.,
2018, Kadir et al., 2018).
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2 ESTADO DEL ARTE.

2.1 Tecnologias sostenibles en la gestion de aguas residuales

2.1.1 Digestion anaerobia. AnMBR

Algunos de los inconvenientes que presentan los sistemas convencionales de tratamiento de
aguas residuales son la elevada demanda de energia debido a los sistemas de aireacién; la
produccién de grandes cantidades de lodos, debido al alto rendimiento de los
microorganismos implicados en los procesos de degradacion de la materia organica; y el
desaprovechamiento de los recursos potenciales disponibles en las aguas residuales (Smith et
al. 2012).

Un enfoque sostenible frente al tratamiento de aguas residuales urbanas convencional,
consiste en la aplicacidon de tratamientos anaerobios (Giménez et al. 2011). Los principales
beneficios inherentes a este tipo de tratamiento incluyen una menor demanda de energia, ya
gue se evita el empleo de sistemas de aireacién; la produccién de biogds con capacidad de
emplearse como energia limpia; y una menor produccién de lodos debido al bajo rendimiento
de los microorganismos involucrados (Ho y Sung, 2010).

Dado que los microorganismos involucrados en los tratamientos anaerobios crecen muy
lentamente, se necesitan elevados tiempos de retencidn celular (TRC) para que el proceso de
degradacion de la materia organica se lleve a cabo de forma correcta. De este modo, los
tiempos de retencién hidraulicos (TRHs) deben ser elevados, traduciéndose en grandes
volimenes de trabajo y dificultando la implementacidn de este tipo de tratamientos (Haandel
y Lettinga, 1994). Sin embargo, combinando los reactores anaerobios con la tecnologia de
membrana, resulta posible desacoplar el TRC del TRH, de forma que se reduce el volumen,
logrando una alta concentracién de biomasa y un efluente libre de sdlidos. Este sistema recibe
el nombre de reactor anaerobio de membrana (AnMBR) y se ha demostrado que, en aguas
residuales resulta eficiente para obtener un efluente de calidad en cuanto a concentracion de
solidos se refiere (Huang et al., 2011, Ruiz-Martinez et al., 2012).

El interés sobre la investigacion del empleo de sistemas anaerobios de membrana (AnMBR)
para la depuracion de aguas residuales ha crecido sustancialmente durante los ultimos afios.
Sin embargo, los procesos anaerobios apenas reducen la concentraciéon de nutrientes en el
agua residual, de modo que la concentracidn de nutrientes en el efluente de un AnMBR resulta
elevada, dificultando el cumplimiento de los requisitos de calidad establecidos en la Directiva
91/271/CEE sobre el tratamiento de las aguas residuales urbanas. Por este motivo se hace
necesario un tratamiento posterior para la eliminacion de nitrogeno y fésforo antes de
descargar en area sensibles (Smith et al. 2012).

2.1.2 Tratamiento de aguas residuales con microalgas

Los sistemas de tratamiento convencionales dificultan la eliminaciéon conjunta de Ny P y
ademas, los procesos tales como nitrificacién bioldgica-desnitrificacién para la eliminacion de
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nitrégeno o la eliminacion bioldgica de fésforo, requieren un aporte considerable de energia y
materia organica de la que no se dispone en el efluente del reactor AnMBR (Ruiz-Martinez et
al., 2012).

Otra de las alternativas sostenibles para el tratamiento de aguas residuales frente a las
técnicas convencionales consiste en la eliminacién de nutrientes mediante microalgas. Los
nutrientes presentes en el efluente de las aguas residuales son principalmente nitréogeno en
forma de amonio, nitrito o nitrato; y fésforo en forma de ortofosfato (Horan, 1990). El vertido
de aguas residuales con un tratamiento deficiente puede desencadenar el crecimiento
descontrolado de algas en los sistemas receptores, es decir, eutrofizacién (Corell, 1998).

El tratamiento de aguas residuales mediante microalgas para eliminar nutrientes (N y P) y
proporcionar oxigeno a las bacterias aerobias, fue propuesto en 1957 por Oswald & Gotaas. A
raiz de esta propuesta comenzdé a desarrollarse un interés significativo, principalmente en
paises como Australia, Estados Unidos, Tailandia, Taiwan y México (Abdel-Raouf et al., 2012).

Debido a su capacidad fotosintética, este tipo de microorganismos convierte la energia solar
en biomasa, actian como sumidero de CO; y elimina el N y P presente en las aguas residuales
ya que los emplean como fuente de nutrientes. Ademas, se ha demostrado que tienen
capacidad para eliminar metales pesados y compuestos organicos téxicos (Rai et al., 1981).
Algunas especies de algas son capaces de asimilar concentraciones significativas de iones
metalicos de compuestos toxicos a partir de soluciones acuosas (Singh et al., 2012), pudiendo
resultar como un método factible para la remediacidon de aguas residuales contaminadas con
metales pesados.

El interés en los cultivos de microalgas para el tratamiento de aguas residuales se debe a que
los sistemas de tratamiento convencionales presentan algunos aspectos susceptibles de
mejora:

- La eficiencia del tratamiento depende del tipo de nutriente a eliminar;

- Los costes de operacién son muy elevados

- Los procesos quimicos a menudo conllevan una contaminacién secundaria

- No se recuperan nutrientes potenciales como el nitrégeno y el fosfato presentes en las
aguas residuales

- No se aprovechan los subproductos potenciales del tratamiento de las aguas
residuales

o Los acidos grasos presentes en estos microorganismos se pueden extraer para
obtencidn de biocombustible (Guldhe et al., 2017), una opcidon muy atractiva
por su caracter renovable y biodegradable.

o La biomasa algal puede someterse al proceso de digestiéon anaerobia con el
objetivo de producir biogas para la obtencidn de energia (Ward et al., 2014).

o Recientemente se ha estudiado, a escala laboratorio que, la combinacién de
fangos procedentes de depuradora con biomasa algal, para la obtencién de
compost presenta mayor valor agronémico que el compost convencional,
debido a su mayor contenido en nutrientes (Ruiz-Barriga, 2018).
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Como ejemplo, Arbib et al. (2014), estudiaron la capacidad de tres microalgas verdes: Chlorella
vulgaris, Chlorella kessleri y Scencedesmus en la eliminacién de nutrientes. Los resultados
indicaron una eficiencia de eliminacién de nutrientes superior al 90% para N inorgdnico y 98%
de P. inorganico.

2.1.2.1 Microalgas. Generalidades

Las microalgas son organismos unicelulares capaces de sobrevivir individualmente, en cadena
o en agrupaciones (Kiepper, 2013). En ficologia aplicada, el termino microalga incluye a las
algas microscépicas en sentido estricto, asi como a las bacterias con capacidad para realizar el
proceso de fotosintesis oxigénica, conocidas como Cianobacteria (Richmond, 2004).

Generalmente, las microalgas son organismos fotoautdtrofos, sin embargo, las rutas
metabdlicas son diferentes en cada tipo de alga. Segln su metabolismo, las algas pueden
clasificarse del siguiente modo (Brennan & Owende, 2010):

- Fotoautodtrofas: obtienen la energia proveniente de la luz solar y su fuente de carbono
es inorganica.

- Fotoheterdtrofas: Obtienen la energia proveniente de la luz solar y su fuente de
carbono es organica.

- Mixotréficas: Emplea fuentes de carbono tanto inorganico como organico. Obtienen la
energia de la luz solar.

- Heterdtrofas: Tienen la capacidad de desarrollarse en ausencia de luz. Tanto la energia
como la fuente de carbono proviene de compuestos organicos.

Dado que se han realizado muchos analisis de la composicidon quimica de las algas a lo largo del
tiempo, la siguiente tabla muestra una visién general de los principales componentes (Becker,
2007).

Tabla 1: Composicidn quimica de las microalgas en base seca (Becker, 2007)

Alga Proteina  Carbohidratos Lipidos
Anabaena cilindrica 43-56 25-30 4-7
Aphanizomenon flos-aquae 62 23 3
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Dunaliella salina 57 32 6
Euglena Gracilis 39-61 14-18 14-20
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Oblicuo del scenedesmus 50-56 10-17 12-14
Spirogyra sp. 6-20 33-64 11-21
Arthrospira maxima 60-71 13-16 6-7
Espirulina platensis 4663 8-14 4-9

Synechococcus sp. 63 15 11
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2.1.2.2 Tipos de cultivo

Los sistemas de cultivo de microalgas se pueden clasificar principalmente en dos grupos:
sistemas abiertos y sistemas cerrados. La diferencia principal entre estos grupos es el grado de
exposicidon al ambiente exterior.

Sistemas abiertos

Los cultivos mixtos de microalgas y bacterias para el tratamiento de aguas residuales se
cultivan en estanques de algas de alta velocidad (HRAP). Debido a la gran cantidad de biomasa
algal necesaria para la produccién de biocombustibles, se propuso emplear las aguas
residuales como medio de cultivo para la produccién de microalgas a gran escala, empleando
HRAP (Oswald & Golueke, 1960).

Este tipo de estanque suele construirse en hormigdn con forma ovalada y escasa profundidad,
de entre 0,3 y 0,4m. De esta forma se consigue proporcionar, a todo el volumen de cultivo,
suficiente luz solar para permitir llevar a cabo el proceso de fotosintesis de todas las células de
microalgas. La mezcla y circulacién del cultivo de microalgas por la pista de rodadura se lleva a
cabo mediante ruedas de paletas. La agitacién, promueve el crecimiento de las algas, evita la
sedimentacion y favorece la transferencia de masa de oxigeno con la atmosfera (stripping).

( >
rrﬁm )
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Recoleccion Nulrientes

Figura 4: Sistema de cultivo abierto. Estanques de algas de alta velocidad

Se trata de sistemas faciles de operar, construir y disefiar. Sin embargo, presentan varios
inconvenientes, ya que, al estar expuestos a la intemperie, la eficiencia del tratamiento de
aguas residuales puede verse afectada por la intensidad de la luz, la temperatura, el pH y la
contaminacién (Delgadillo-Mirquez et al. 2016). Los requerimientos de espacio son muy
elevados (Acién et al., 2016).

Fotobiorreactores (FBR)

Los sistemas cerrados son ventajosos frente al sistema abierto ya que reducen Ia
contaminacion del cultivo; permiten la seleccion de especies de microalga; permiten controlar
variables tales como el pH, la temperatura, la luz, concentracidn de CO,, etc.; disminuyen las
perdidas por evaporacion; y logran trabajar con mayores concentraciones de biomasa.

Este tipo de sistemas se construyen en materiales translucidos tales como plastico, metacrilato
o vidrio con el objetivo maximizar la penetracion de la luz solar en el interior de los reactores.
Se disefian principalmente para la produccion controlada de biomasa en condiciones sin
intercambio directo de gases y contaminantes con el ambiente exterior. Dentro de este
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sistema, se han disefiado diversos tipos de FBR tales como FBR tubulares, de columna vertical
o de placa plana (Figura 5).

o Tubulares

Se trata de uno de los tipos de FBR mas adecuado para el cultivo de biomasa al aire libre. Suele
construirse por una matriz tubos de vidrio o de plastico que permiten la penetracion y
distribucidon uniforme de la luz. La matriz puede ser vertical, horizontal, inclinada o cénica. El
cultivo se recircula con una bomba o con un sistema tipo airlift. Velocidades inferiores a
0,35m-s?, pueden provocar el colapso del cultivo (Molina et al., 2001).

La principal ventaja de este tipo de FBR es que, gracias a la gran superficie expuesta a la
iluminacion, resulta adecuado para cultivos al aire libre, obteniendo productividades de
biomasa elevadas y resultando relativamente baratos. Sin embargo, debido a su configuracion,
pueden producirse gradientes de pH, O, y CO; a lo largo de los tubos; la transferencia de masa
de oxigeno es deficiente, lo que puede provocar la inhibicidn de las algas si la concentracién de
oxigeno es superior al 400%; la limpieza de los tubos debido a la adhesién de las microalgas a
las paredes del FBR resulta dificultosa; y, ademas, los requisitos de espacios son elevados. Por
otro lado, mediante la instalacidon de mezcladores estaticos, consigue aumentarse la eficiencia
de transferencia de oxigeno (Ugwu & Ogbonna, 2002).

o De columna vertical

Una alternativa a los FBR tubulares consiste en FBR de columna vertical. Las dimensiones
Optimas de este tipo de FBR son aproximadamente 0,2m de didametro y 4m de altura (Miron et
al., 1999). Estan dotados de un sistema de desgasificacion en la parte inferior a través del cual
se introduce el aire necesario para garantizar una mezcla completa y se elimina el exceso de
oxigeno producido en el proceso de fotosintesis.

Este tipo de FBR son compactos, de bajo coste energético, faciles de sobre escalar y de operar
con una Unica especie de cultivo. Sin embargo, su construccién requiere materiales
sofisticados y al sobre escalarlo, se reduce la superficie de iluminacion.

o De placa plana

En cuanto a los FBR de placa plana, presentan la gran ventaja de disponer de una gran
superficie de iluminacién. Asi, resulta adecuado para cultivos al aire libre debido a la elevada
eficiencia fotosintética. Se obtienen altas productividades de biomasa, y la transferencia de
oxigeno es adecuada. Sin embargo, presenta algunas desventajas ya que requiere muchos
compartimentos y materiales de soporte y dificulta el control de la temperatura (Ugwu &
Uchiyama, 2008).
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Figura 5: Sistemas cerrados. a) Tubular; b) De columna vertical; c) De placa plana

o Fotobiorreactores de membrana (MPBR)

Una de las limitaciones de los FBR es que restringe su aplicacidn para la produccién de biomasa
debido al lavado de las microalgas (Tang et al., 2012). Generalmente, las concentraciones
alcanzadas en estos cultivos son muy bajas. Debido al reducido tamafio de las microalgas,
permanecen en suspension de forma que no es posible desacoplar el TRC del TRH. Una
solucidon novedosa para solventar este inconveniente consiste en el acoplamiento de una
membrana al fotobiorreactor con el objetivo de retener la biomasa. Este sistema recibe el
nombre de fotobiorreactor de membrana (MPBR). Se ha demostrado que el MPBR es capaz de
operar con una mayor carga de nutrientes y conseguir una mayor productividad de biomasa
que los FBR (Bilad et al., 2014).

A
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Figura 6: Diagrama de un MPBR

2.2 Depuracion del efluente de un AnMBR mediante microalgas.

Los cultivos de microalgas ofrecen una solucién sostenible para los tratamientos terciarios,
debido a su elevada capacidad para eliminar compuestos inorganicos de nitréogeno y fésforo,
presentes en las aguas residuales (Blier et al., 1995).

Arbib et al., (2013) evalué el rendimiento a escala piloto de eliminacion de Ny P de un agua
residual real, entre un FBR tubular y HRAP. Tanto la productividad como la eliminacién de
nutrientes fue superior en el FBR tubular. Ademas, en este FBR las concentraciones de
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nutrientes se mantuvieron por debajo del limite establecido en la Directiva 91/271/CEE. Sin
embargo, tuvieron problemas de bioincrustracién en las paredes del FBR.

Un sistema novedoso consiste en la depuraciéon del efluente de un AnMBR mediante
microalgas.

Ruiz-Martinez et al. (2012) evaluaron el rendimiento de eliminacion de nutrientes del efluente
de un AnMBR mediante un cultivo mixto microalgas a escala laboratorio en un FBR
convencional, obteniendo un rendimiento de eliminacion del 67,2% para el amonio y del 97,8%
para el ortofosfato. Dado que se emplearon aguas residuales reales, los resultados del estudio
le confieren una gran robustez, pudiendo determinar la factibilidad del empleo de un sistema
de cultivo mixto de microalgas para la eliminacidn de nutrientes de un AnMBR.

Por otro lado, Viruela et al. (2016) evaluaron el rendimiento de eliminacidn de nutrientes del
efluente de un AnMBR, a escala piloto, de tres FBR de placa plana. Observaron una
disminucién significativa en la productividad de la biomasa a temperaturas inferiores a 20°Cy
que la irradiancia afectd al rendimiento de eliminacion de nutrientes. Dado que el lavado de la
biomasa es un factor limitante, indicaron que el empleo de un MPBR podria mejorar el
rendimiento del proceso.

La literatura disponible sobre la depuracién de efluentes de AnMBR mediante microalgas es
escasa. Se necesitan realizar investigaciones sobre los factores que pueden afectar a este tipo
de procesos tales como las caracteristicas del efluente y las interacciones entre los organismos
presentes en el cultivo.

2.2.1 Caracteristicas del efluente

En cuanto a sdlidos, diferentes estudios muestran que la concentracién de sdlidos suspendidos
totales (SST) en el efluente de un AnMBR para el tratamiento de aguas residuales es
despreciable (Huang et al., 2011; Gimenez et al., 2011; Gouveia et al., 2015).

Respecto a los nutrientes, como se ha comentado en el apartado 2.1.1, la concentracién de
amonio y fosfato puede ser elevada. Por otro lado, la concentracién de sulfatos varia segun el
tipo de afluente. Durante el tratamiento anaerobio, las bacterias reductoras de sulfato
reducen el sulfato a sulfuro y gas sulfuro de hidrégeno, compuestos corrosivos, malolientes y
peligrosos para la salud. Por otra parte, el proceso de metanogénesis convierte el carbono
organico en productos gaseosos (didxido de carbono y metano) y productos disueltos (acidos
organicos y metano). Debido a que la solubilidad del metano aumenta al disminuir la
temperatura, la concentracién de este compuesto en el afluente variard segun el clima. Asi, las
caracteristicas de los efluentes de AnMBR obtenidas de diferentes estudios se muestran en la
siguiente tabla (Delgado Vela et al., 2015).

Tabla 2: Resumen de las caracteristicas de los efluentes informados en estudios de tratamiento anaerdbica de aguas
residuales urbanas (Delgado Vela et al., 2015)

Compuesto Media desviacién estandar

Amonio (mgN-L1) 36+17

Fosfato (mgP-L™?) 617
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Compuesto Media desviacién estandar
Sulfuro (mgDQO-L?) 62+83
Metano (mgDQO-L1) 91450
DQO soluble (mgDQO-L?) 99+46

2.2.2 Factores que afectan el crecimiento de las algas y absorcion de nutrientes

Las condiciones dptimas de crecimiento y rendimiento son diferentes para cada especie de
microalga, sin embargo, los factores influyentes en su metabolismo son comunes. Ademas de
por la disponibilidad de nutrientes, el crecimiento y la absorcién de compuestos inorganicos se
pueden ver afectados por interacciones complejas entre factores fisicos como el pH, la
intensidad de la luz, la temperatura... o por factores bidticos tales como la concentracion de
microalgas (Darley, 1982). A continuacion, se comenta como afectan cada uno de estos
factores:

2.2.2.1 luz

Dado que las microalgas empleadas en depuracién de aguas residuales son organismos
fotoautdtrofos, la luz es un factor determinante para su crecimiento. Para realizar el proceso
de fotosintesis emplean la radiacién fotosintética activa (PAR, por sus siglas en inglés), la cual
comprende la fraccién del espectro de luz con longitud de onda entre 400 y 700nm. Esta
fraccion corresponde aproximadamente a un 40% de la radiacidn solar total.

La velocidad del proceso de fotosintesis depende de la intensidad luminica. La velocidad es
proporcional a la intensidad luminica hasta alcanzar una intensidad 6ptima para la cual la
velocidad del proceso es maxima. Por debajo de esta intensidad el cultivo se encuentra en
condiciones de fotolimitacion. Por encima de la intensidad éptima, se produce un descenso de
la velocidad de fotosintesis y por tanto un descenso del rendimiento algal. A este proceso se le
denomina fotoinhibicién. La curva caracteristica del crecimiento algal frente a la intensidad
luminica se muestra en la Figura 7. Ademas, intensidades de luz demasiado altas pueden
aumentar la temperatura del cultivo, acentuando la inhibicién del proceso de fotosintesis e
incluso llegando a dafiar los pigmentos (Ko¢ & Anderson, 2010). En el estudio elaborado a
escala de laboratorio por Gonzdlez-Camejo et al. (2018) se evalué el rendimiento de
Scendesmus en la eliminacién de nutrientes en aguas residuales a tres intensidades de luz (45,
85 y 125 puE m™ s7!) observando que el aumento de la intensidad de la luz favorecié el
crecimiento de las microalgas.
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Figura 7: Evolucidn de la tasa fotosintética en funcidn de la intensidad luminica

Otro factor que considerar es que, al aumentar la profundidad, la intensidad luminica se
atenua, especialmente en cultivos densos (Znad et al., 2012).

2.2.2.2 Temperatura
La temperatura también es un factor fundamental en el crecimiento de las microalgas.

La productividad de las microalgas aumenta al aumentar la temperatura del cultivo, hasta
alcanzar un valor de temperatura dptimo, por encima del cual se recude la productividad o
incluso mueren (Hindersin, 2013).

La temperatura éptima de un cultivo varia segun el tipo de microalga que se emplee. Sin
embargo, en las zonas frias las temperaturas de las especies autdéctonas suelen estar
comprendidas entre 18 y 21°C, mientras que, en climas templados, el rango varia entre 25y
35°C. Por otro lado, temperaturas por encima de 35°C pueden influir de forma negativa en el
crecimiento de algunas especies (Chinnasamy et al., 2009).

2223 pH

El pH es un factor capaz de influir en los procesos bioquimicos asociados con el crecimiento y
el metabolismo de las algas. El pH dptimo varia en funcidon de la especie de microalga, sin
embargo, de forma general, los pH 6ptimos varian de 7 a 9 (Richmond, 1986). Concretamente
el pH éptimo para la especie de microalga Chlorella sp. Se encuentra entre 6,3-7,5 (Huo et al.,
2012).

Hay que tener en cuenta que el proceso de fotosintesis influye en el pH del medio ya que
conlleva la fijacion de CO, por parte de las microalgas, incrementando el valor del pH del
medio debido a la acumulacién de OH". Sin embargo, el pH puede reducirse mediante la
adicidn de CO, (Arbib et al., 2013).

Valores elevados de pH también afectan la biodisponibilidad de los nutrientes (Garcia, 2000).
Valores de pH superiores a 9 pueden promover la eliminacién de nitrégeno en forma de
amoniaco por stripping a la atmdsfera, asi como la precipitacion quimica de fésforo por de
sales de calcio.
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2.2.2.4  Oxigeno

Durante el proceso de fotosintesis las microalgas producen oxigeno aumentando la
concentracién de oxigeno disuelto en el cultivo. Resulta necesario controlar el nivel de
saturacion de oxigeno ya que niveles por encima de 400% la saturacidon del aire (0,2247
molO,m a 20°C) pueden inhibir el proceso de fijacién de carbono (Aiba, 1982). Por otro lado,
una concentracién elevada de OD combinada con altos niveles de irradiancia, propician la
aparicion de radicales libres que resultan toxicos y causan dafios en las membranas de las
microalgas. Por este motivo un aspecto importante en el disefio de los fotobiorreactores es el
establecer unas dimensiones y proporciones adecuadas para no permitir la acumulacion de
concentraciones de oxigeno que puedan resultar inhibitorias (Rubio et al., 1999).

2.2.2.5 Agitacion

Resulta necesario proporcionar una mezcla eficiente para evitar gradientes de luz, de
concentracién de nutrientes e incluso de temperatura. Ademas, se debe considerar el efecto
de sombreado (Carvalho et al., 2006). En cultivos densos, las regiones donde las microalgas
reciben suficiente luz suelen ser poco profundas (2-5cm), por lo que es necesario una mezcla
correcta para proporcionar a las células una exposicion promedio uniforme (Becker, 1994).

Sin embargo, la intensidad de la mezcla debe ser adecuada ya que el nivel de tolerancia de la
intensidad de agitacidon varia en funcién de la especie de microalga. Por un lado, valores
insuficientes favorecen la sedimentacidn y aparicion de condiciones anaerobias, produciendo
el deterioro celular de las microalgas y reduciendo la productividad; mientras que por otro
lado, una agitacidon excesiva puede producir dafos en las células de estos microorganismos
debido al estrés mecanico-fluido (Camacho et al., 2000).

2.2.2.6 Nutrientes

En el caso de las microalgas de ruta metabdlica autétrofa, los principales nutrientes que
necesitan para su desarrollo son los siguientes:

o Carbono

En la mayoria de las especies, aproximadamente el 50% de la biomasa algal se encuentra
compuesta de carbono (Rinchomond, 2004). El proceso de fotosintesis se lleva a cabo
mediante la fijacion de carbono inorganico. Las microalgas pueden emplear tanto CO, como
HCOs, mostrando preferencia por el HCOs™ ya que resulta mas facil de asimilar. Sin embargo, la
productividad de las microalgas es superior empleando CO, y, ademas, la variacion en la
concentracién de CO; genera menores alteraciones del pH en comparacion con el HCOs". De
esta forma, para obtener mayores productividades, controlar el pH y asegurar la disponibilidad
de carbono inorganico en el medio, en los FBR de microalgas se suele inyectar CO,. (Carvalho
et al., 2006).

o Nitrégeno

Se trata del segundo elemento mas abundante en la biomasa algal. El contenido de nitréogeno
generalmente supone entre el 1y el 10% del peso seco (Richmond, 2004). Las microalgas son
capaces de asimilar nitrogeno en forma de nitrato, nitrito y amonio principalmente, pero
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también en forma orgdnica, como urea o aminodcidos. En el tratamiento de aguas residuales
con microalgas, resulta importante estudiar el mecanismo de eliminacidn de nitrégeno por
parte de las microalgas.

Hii et al. (2011) observaron la preferencia del amonio como fuente de nitrégeno frente a
nitrato de la especie Nannochloropsis sp. El nitrato es absorbido por mecanismos activos y
debe ser previamente reducido a amonio; por tanto, consume energia. Por otro lado, la
asimilacion y absorcién del amonio se realiza directamente, con lo que consume menos
energia en comparacién con las otras fuentes (Markou et al., 2014).

Cuando se emplean microalgas para la depuracion de aguas residuales, se debe tener en
cuenta la toxicidad del amoniaco libre. EIl amonio es una molécula de alta solubilidad. El
equilibrio entre la forma de amonio ionizada (NH4") y amoniaco libre (NHs) depende
principalmente del pH, a pH superiores a 9,25 (=pK a 25°C), la especie dominante es amoniaco
libre. El amoniaco libre a concentraciones relativamente bajas de 2mgN-L?, puede difundirse
de forma pasiva en las células de las microalgas alcanzando concentraciones intracelulares que
pueden llegar a ser toxicas (Azov y Goldman, 1982). En la siguiente figura se muestra el efecto
del pH sobre la concentracién de amoniaco libre.
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Figura 8: efecto del pH sobre la concentracion de amoniaco libre a 252C

Como se ha comentado anteriormente, el efluente de un AnMBR para el tratamiento de aguas
residuales se caracteriza, entre otros, por un alto contenido de nitrégeno. Dado que a pH
proximos a 9, la aparicion de radicales libres de amonio puede inhibir el proceso de
fotosintesis, se debe prestar especial atencién al control de este parametro.

o Fosfato

Junto con el nitrégeno, el fosforo es un macronutriente esencial para el crecimiento de las
algas que se requiere para fabricar constituyentes celulares como fosfolipidos, nucledtidos y
acidos nucleicos. Su contenido en biomasa varia de 0,05 a 3,3% (Richmond, 2004).

Las microalgas y cianobacterias son capaces de almacenar el fosforo intracelularmente en
forma de polifosfato (Powell et al., 2009). Estos microorganismos pueden emplear el
polifosfato almacenado cuando el fosfato en el cultivo se ha agotado. Segin Power et al.
(2011) existen dos mecanismos de eliminacién de fésforo: (i) “sobrecompensacion” que se
produce en condiciones en las que los microorganismos se encuentran con periodos largos en
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ausencia de fdsforo, de modo que un aumento posterior de la concentracion de este
componente conlleva a una tasa de almacenamiento elevada; (ii) “captacién de lujo” donde las
microalgas almacenan grandes cantidades de fésforo sin necesidad de una etapa previa de
inanicién.

No obstante, factores como el pH, la concentracion de fosforo total, la temperatura o la
ausencia de iones de potasio, sodio o magnesio, pueden ralentizar la toma de fosfato por parte
de las microalgas (Choi et al., 2015).

2.2.2.7 Sulfuro

Para el tratamiento del efluente de un AnMBR mediante microalgas, se debe tener en cuenta
qgue, en el proceso de degradacion anaerobia de la materia orgdnica, se encuentran presente
microorganismos que llevan a cabo la reduccién de sulfato a sulfuro y gas sulfuro. Se tiene
conocimiento de que el sulfuro puede inhibir el proceso de fotosintesis debido a que dificulta
el flujo de electrones entre el fotosistema Il y el fotosistema | (Miller & Rebout, 2004).

Oren et al. (1979) observd que en presencia de luz a 600nm, el sulfuro inhibid el transporte de
electrones fotosintéticos entre el agua y el fotosistema Il en las cianobacterias Aphanothece
halophytica y Synechococcus 6311. Por otro lado, Gonzdlez-Sdnchez & Posten (2017)
observaron que, a un pH de 8, concentraciones de sulfuro superiores a 200 mg-L? inhibian el
crecimiento de la especie Chlorella sp. En el estudio realizado por Gonzdlez-Camejo et al.
(2017) se evaluo el efecto del sulfuro sobre el crecimiento de las especies Chlorella y
Scendesmus observando que, a corto plazo, una concentracién de 50 mg:L? de sulfuro inhibia
por completo a ambas especies. Ademas, la presencia de sulfuro favorecié el crecimiento de
Chlorella frente a Scendesmus debido a su mayor resistencia al sulfuro (Gonzdlez-Sanchez &
Posten, 2017).

2.2.2.8 Competencia con otros organismos

En habitat naturales, las poblaciones de microorganismos que habitan en un ambiente comun
pueden competir por la toma de nutrientes u otros recursos. Algunas poblaciones excretan
sustancias quimicas que pueden resultar inhibitorias para otros microorganismos presentes. La
competencia entre dos especies puede expulsar a otra especie de su habitat comuin (Passarge
et al., 2006).

En la depuracién de aguas residuales, las interacciones entre microalgas y bacterias pueden ser
beneficiosas o perjudiciales. Segun lo revisado por Unnithan & Smith (2014), las algas pueden
promover el desarrollo de las bacterias produciendo factores de crecimiento o inhibirlo
produciendo toxinas y del mismo modo, las bacterias pueden inhibir o promover el
crecimiento de las algas. En un cultivo mixto en el que se encuentran presentes microalgas y
bacterias heterdtrofas, gracias a sus diferencias metabdlicas, se produce un efecto simbiédtico
entre ambos microorganismos de forma que, el oxigeno producido por las microalgas debido
es empleado por las bacterias para llevar a cabo la oxidacién de compuestos organicos, que a
su vez genera CO; que emplean las microalgas como fuente de carbono (Mujtaba & Lee, 2016).
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Figura 9: Diagrama de las interacciones simbidticas entre microalgas y bacterias heterétrofas en la depuracién de
aguas residuales (Mujtaba & Lee, 2016)

En el caso de la eliminacién de nutrientes mediante microalgas del efluente de un AnMBR, las
elevadas concentraciones de amonio pueden favorecer la proliferacion de organismos
autotrofos tales como las bacterias amoniooxidantes (AOB). En este caso las AOB consumirian
el oxigeno producido por las microalgas, sin embargo, estas no producen ningin compuesto
que favorezca el desarrollo de las microalgas (Figura 10). Ademas, dado que ambos
microorganismos emplean el amonio como fuente de nitrégeno, podrian competir por la toma
de este sustrato.

Soz

NO, + H,0

Catabolismo
Sustrato (NH4+)
Energia

CoO, Biomasa

o
Nutrientes

Figura 10: Metabolismo de las AOB.

2.2.3 Competencia entre AOB y microalgas

La nitrificacidn, es decir, el proceso de oxidacién de amonio a nitrito o nitrato se compone de
dos etapas llevadas a cabo por las bacterias oxidantes de amonio (AOB) y las oxidantes de
nitrito (NOB)Las AOB emplean el amonio disuelto en las aguas residuales como fuente de
electrones para oxidarlo a nitrito, el cual es empleado por las NOB para la oxidacién a nitrato.

2.2.3.1 Nutrientes

Dado que tanto las microalgas como las AOB emplean amonio como fuente de nitrégeno
existe una competencia por la toma de este compuesto. Existen estudios que indican que la
presencia de microalgas produce una inhibicién significativa de la nitrificacidn y, por tanto, una
disminucién de la poblacién bacteriana nitrificante (Choi et al., 2015). Ademas, el estudio
realizado por Marcilhac et al., 2014 revelé que la competencia por la toma de fésforo entre
AOB y microalgas favorece a las microalgas.

2.2.3.2  Fotohinbicion

En el estudio realizado por Vergara et al., 2016 se observé que la irradiacion de luz a mas de
500 pmol'm? redujo la actividad nitrificante bacteriana. Sin embargo, a elevadas
concentraciones de microalgas, el autosombreado producido en el interior del fotobiorreactor
hace que la intensidad media del cultivo suela ser bastante inferior. A modo de ejemplo, Jebali
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et al. (2018) obtuvo una intensidad media en el rango 125,5 — 262,5 umol-m2s* en un cultivo
de Scenedesmus sp.

Otro aspecto importante para evaluar la competencia entre AOB y bacterias, es que a elevadas
concentraciones de oxigeno y en presencia de luz, se pueden inducir dafos en las células de las
AOB, es decir, fotooxidacién (Prosser, 1990) de forma que, bajo estas condiciones, la
competencia favoreceria a las microalgas (Gonzdlez-Camejo et al., 2018).

2.2.3.3 Temperatura

Las interacciones entre bacterias y microalgas pueden variar en funcién de la especie y
depender de las condiciones ambientales. En cultivos mixtos, es posible que un aumento de
temperatura facilite la proliferacién de bacterias ya que aumentan exponencialmente su
velocidad de crecimiento (Jiménez, 2010). En el estudio realizado por Gonzdlez-Camejo et al.
(2018) se observd que el aumento de temperatura en un cultivo mixto de microalgas y
bacterias produjo un incremento de la concentracion de bacterias nitrificantes y Ia
acumulacidn de nitrito.

2.2.3.4 Tiempo de retencion hidrdulico

Ademas, el tiempo de retencién hidraulico (TRH) puede suponer un papel importante en la
competencia. Las bacterias presentan un crecimiento mayor a temperatura ambiente (20-25
°C), por lo que, tedricamente, a TRH bajos la competencia favorece el desarrollo de éstas,
mientras que a TRH altos, podrian verse favorecidas las microalgas.

2.2.4 Inhibicion del proceso fotosintético en presencia de nitrito.

Se tiene conocimiento de que el nitrito puede producir un efecto inhibitorio sobre las
microalgas. Yang et al. (2004) observaron que el crecimiento de la especie de microalga
Botryococcus braunii disminuyd a una concentracion de 5 mg-L? de nitrito, quedando
completamente inhibido a 10 mg-L%; sin embargo, una vez se consumié el nitrito del cultivo,
las microalgas volvieron a crecer rapidamente. Chen et al. (2011) estudiaron el efecto del
nitrito sobre la especie Microcystis aeruginosa y descubrieron que el aumento de la
concentracién de nitrito aumentd el estrés oxidativo, dafiando la membrana celular y
reduciendo el proceso de fotosintesis. Sin embargo, Abe et al. (2002) observé que la especie
Trentepohlia aurea crecié de forma adecuada a levadas concentraciones de nitrito (< 141 mg-L°
1),

Estos estudios se llevaron a cabo afiadiendo nitrito de forma artificial al cultivo, sin tener en
cuenta las interacciones entre los microorganismos presentes. Si bien es cierto que resulta
necesario conocer la posible inhibicién por nitrito de las microalgas, también se debe
profundizar en el estudio de los factores que intervienen en el proceso de nitrificacion y los
organismos encargados de llevarlo a cabo.

La depuracién de efluentes de AnMBR mediante microalgas parece una técnica prometedora
para la eliminacién de nutrientes de aguas residuales y produccién de biomasa. Sin embargo,
actualmente la literatura cientifica sobre el tratamiento de aguas residuales con cultivos
mixtos de microalgas y bacterias es bastante escasa. El presente trabajo final de mdster surge
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de la necesidad de ampliar los conocimientos sobre este tipo de tratamiento de forma que
aumente su competitividad frente a los sistemas convencionales. Para ello, se plantea estudiar
la competencia entre microalgas y AOB para el tratamiento del efluente de un AnMBR que
trata aguas residuales reales, teniendo en cuenta las interacciones entre las especies naturales
que habitan en este tipo de miedo. Dado que la aplicacidon de cultivos de microalgas a escala
industrial estd sujeta a las condiciones ambientales, la aparicién de AOB puede verse
favorecida y, en consecuencia, puede aumentar la concentracion de nitrito del medio. Por este
motivo, resulta necesario investigar el efecto inhibitorio del nitrito sobre las microalgas

Asi, este estudio puede usarse como base para el sobre-escalado de la tecnologia de
tratamiento de efluentes de AnMBR mediante MPBR.
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3 OBIJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo consiste en estudiar los efectos de la competencia entre
microalgas y AOB. Para ello se han planteado los siguientes objetivos especificos,
desarrollados a través de experimentos realizados a escala laboratorio:

- Evaluar el efecto de la inhibiciéon de la nitrificacion sobre el rendimiento de las
microalgas.

- Evaluar el efecto de la acumulacidn de nitrito sobre el metabolismo de las microalgas.

- Evaluar el efecto del tiempo de retenciéon celular sobre el rendimiento de las
microalgas.
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4 MATERIALES Y METODOS

4.1 Cultivoy alimento

El grupo de investigacién CALAGUA, formado por personal del Instituto de Ingenieria del Agua
y Medio Ambiente de la Universidad Politécnica de Valencia y del Departamento de Ingenieria
Quimica de la Universidad de Valencia, viene trabajando durante tres décadas en el estudio
integral de los procesos bioldgicos y fisico/quimicos que tienen lugar en una EDAR.

Actualmente, en la EDAR de la Cuenca del Carraixet (Alboraya, Valencia), el grupo CALAGUA
opera una planta a escala piloto para la depuracién del efluente de un sistema AnMBR a partir
de MPBR. Esta planta se encuentra constituida por 2 FBRs de placa plana de 1,15 m de altura, 2
m de ancho y 0,10 m de profundidad (235 L de volumen util cada uno). El alimento de los
MPBR (efluente de AnMBR) esta caracterizado por una despreciable concentracion de sélidos,
pero alta concentracion de nutrientes. Concretamente, durante el periodo de ejecucion de los
ensayos (enero-abril de 2018) la concentracion de NTs del efluente del AnMBR fue de 50,29 *
7,46 mgN-L? (principalmente en forma de amonio) y la de fosfato de 4,11 + 0,87 mgP-L. De
modo que el objetivo principal de los fotobiorreactores es eliminar nutrientes mediante el
empleo de microalgas.

En todos los ensayos llevados a cabo, el inéculo procedia de la planta piloto MPBR. Durante el
periodo de estudio, el género predominante de microalga fue Chlorella.

4.2 Disefio de los experimentos

Para alcanzar los objetivos mencionados anteriormente, se realizaron, a escala laboratorio, 4
tipos de ensayos:

Ensayos de velocidad de consumo de nutrientes
Ensayos de inhibicién por NO, (corto plazo)
Ensayos de inhibicién por NO; (largo plazo)

L

Ensayo de Tiempo de Retencién Celular (TRC)
La puesta en marcha de los experimentos se llevd a cabo en el interior de una cdmara
climatizada de la marca comercial Ineltec (CM-29210). La temperatura en el interior de la
camara fue constante durante la duracidn de los experimentos e igual a 27 ° C.

4.2.1 Configuracién experimental
Para llevar a cabo los experimentos se emplearon 2 tipos de configuraciones de FBR:

- Tipo 1: Para llevar a cabo los experimentos 1,3y 4
- Tipo 2: Para realizar el experimento 2.

A continuacidn, se explican de forma detallada ambas configuraciones.
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Configuracion Tipo 1

En estos experimentos se emplearon dos FBR cilindricos de 8 L de capacidad. Durante los
experimentos, éstos se encontraban cerrados en la parte superior a excepcién de pequeiias
oberturas que permitian el alojamiento de las sondas en el interior de los FBR.

Para lograr una homogeneizacidon adecuada del licor mezcla y evitar la creacién de biofilms en
las paredes de los FBR, el licor mezcla se agitd, empleando una soplante EAD pumps modelo
XH10 04 P1, mediante cuatro difusores de burbuja fina colocados en forma de cruz en el fondo
de los FBR. El caudal de aire inyectado fue de 0,78 m3h™.

Para la medicién de pH y T se empled un medidor multiparamétrico (Consort C3050) de forma
que, a través de un software, los datos se registraron de forma continua en un ordenador
personal.

La regulacién del aporte de carbono inorganico se realizé a través de una electrovalvula
conectada a una caja de relés empleando como variable de control el pH. El valor de consigna
establecido para el pH fue de 7,5 de modo que, cuando se registraba un valor superior al de
consigna, se inyectaba un pequefo caudal de CO,. Este aporte se realizaba por la parte
superior del FBR a través de un difusor esférico de burbuja fina.

Como fuente luminica, se instalaron cinco tubos LED (Trilux) (9 w) ubicados de forma vertical
alrededor de cada uno de los FBR. Para una correcta disposicion de los tubos LED e idéntica
intensidad luminica recibida en cada FBR, se midieron valores de radiacion fotosintética activa
(PAR) en las paredes de los FBR. Dicha medicion se realizé mediante un sensor PAR cudntico
(apogee instrument). La intensidad luminica recibida en la superficie de cada FBR fue de 100
umol-m=2s?,

En la Figura 11 se muestra el montaje de esta configuracidén, asi como el esquema de
iluminacion.

a) b)

Sondade pHyT

monitorizacion

de datos o 5 |:|O Cﬂ
co, ==

Difusores
Soplante | > I

Figura 11: Configuracién Tipo 1: a) Configuracion experimental; b) Esquema de iluminacidn
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Configuracion 2

Para la realizacién de los ensayos de inhibicidon por nitrito a corto plazo, se configuré un
respirémetro simple compuesto por: un FBR cilindrico de metacrilato de 500 mL de capacidad;
sonda de oxigeno disuelto (marca comercial WTW, Oxi 330i); medidor multiparamétrico
(Consort C3050) para la medicidn de pH y temperatura; difusor esférico de burbuja fina a
través del cual se realizaba el aporte de CO, proveniente de una bala de almacenamiento
(99%pureza CO,); sistema de luz compuesto por 2 lamparas fluorescentes de la marca
comercial SevenON (11 w) proporcionando una intensidad luminica en la superficie del reactor
de 200 umol-ms; y un sistema magnético de mezcla funcionando a velocidad constante.

En cuanto al sistema de monitorizacién, ambas sondas se conectaron a un ordenador personal
de forma que se registraron datos de pH, T y DO a lo largo de todo el experimento. La
regulacién del aporte de carbono inorganico se realizd a través de una electrovalvula
conectada a una caja de relés y se empled como variable de control el pH. El valor de consigna
establecido para el pH fue de 7,5 de modo que, cuando se registraba un valor superior al de
consigna, se inyectaba un pequefio caudal de CO,.

En la Figura 12Figura 12 se muestra el montaje de esta configuracién, asi como el esquema de
iluminacion.

a) b)
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Figura 12: Configuracidn Tipo 2: a) Configuracidn experimental; b) Esquema de iluminacion

4.2.2 Ensayos de velocidad de consumo de nutrientes
Este experimento se compone de un total de 5 ensayos, de 1 dia de duracién cada uno.,

Se empleé la configuracion tipo 1. Los FBR se llenaron con 8L de licor mezcla y se operaron en
batch. Uno de los FBR se empleé como control (en adelante FBR”A”) compuesto Unicamente
por cultivo y alimento para el funcionamiento normal, mientras que en el otro (en adelante
FBR”B”) ademas del cultivo y alimento se afiadi6 aliltiourea (ATU), a una concentracién de 10
mg-L? en el FBR, con el objetivo de inhibir la nitrificacion, ya que la ATU inhibe la oxidacién del
amonio a nitrito (Ginestet et al. 1998).
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Se tomaron muestras de 30 mL de volumen de ambos FBR a lo largo de todo el ensayo para
determinar la densidad dptica a 680 nm (ODeso) y las concentraciones de N-NH., N-NOz, N-
NOs y P-PO,3. La toma de muestras se programd de forma que la frecuencia disminuyera a
medida que avanzaba el ensayo, es decir, la primera muestra se tomaba a los 5 minutos desde
el comienzo del ensayo, la siguiente a los 20, 40, 60, 90 minutos, etc. de forma que, en caso de
producirse grandes variaciones de concentracidn al inicio de cada ensayo, estas podrian
guedar registradas.

El analisis de los resultados se realizd a través del calculo de las velocidades de consumo de
nutrientes y de la producciéon de sélidos en cada uno de los FBR.

4.2.3 Ensayos de inhibicion por NO2 (corto plazo)

Se trata de ensayos respirométricos. Este experimento se compone de dos tipos de ensayos
que se diferencian por la composicién del licor mezcla: En el primer ensayo el licor mezcla se
compuso al 100% de cultivo, mientras que, en el segundo, se compuso de un 50% de cultivo y
un 50% de alimento. Este segundo ensayo se realizd con el objetivo de asegurar la
disponibilidad de nutrientes y evitar el efecto de sombreado, los cuales podrian afectar a la
produccién de oxigeno por parte de las microalgas.

A su vez, cada uno de estos ensayos se compone de 4 ensayos, en los que se analizo la posible
inhibicién por nitrito a 0, 5, 10y 20 mg N-NO,-L™.

Para su ejecucién se empled la configuracién tipo 2. Los FBR se llenaron con 400 mL de licor
mezcla y se midié la concentracion de oxigeno disuelto durante 15minutos cada 10 seg. Para
ensayar las diferentes concentraciones de nitrito, se empled la disolucidn patrén de NO, (1000
ugNO,-mL?) de la marca comercial VWR Chemicals.

Para la evaluacion del efecto inhibitorio del NO, a corto plazo, se calculd la velocidad de
produccién de oxigeno (apartado 4.4.3).
4.2.4  Ensayos de inhibicién por NO; (largo plazo)

Este experimento se compone de 3 ensayos en los que evalud la inhibicién por nitrito a largo
plazo frente a una concentracién de 5, 10 y 20 mg N-NO,-L? cuya duracidn fue de 4, 6 y 5 dias,
respectivamente.

Se empleo la configuracién tipo 1. Los FBR se llenaron con 4,5 L de licor mezcla y se operaron
en semi-continuo estableciendo un TRH de 3 dias.
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El licor mezcla se componia de:

- 3 Ldecultivo

- 45 mLde ATU

- Para FBR”B”, se afadi6 el volumen necesario de patrén para alcanzar la concentracion
de nitrito deseada y para FBR”A” se afiadié el mismo volumen de patréon pero de agua
destilada.

- Alimento hasta llenar los 4,5 L

Para mantener el TRH de 3 dias, se programaron purgas diarias de 1,5 L. A continuacién se
reemplazoé el volumen con alimento procedente de planta, agregando el volumen de ATU y
patron de nitrito (FBR”B”) o agua destilada (FBR”A”). De esta forma, se mantuvo la
concentracién de nitrito deseada, asi como la de de ATU, de modo que el proceso de
nitrificacion quedada inhibido durante todo el ensayo en ambos FBR.

Se tomaron muestras de 30 mL de volumen de cada FBR diariamente, antes de realizar cada
purga. De las muestras se midid la ODeso v la concentracion de N-NH.+, N-NO,, N-NOs y P-PO,43.

El analisis de resultados se realizd a través de la comparacién de ambos FBR de la
productividad de biomasa, la eliminacidn de amonio y la eliminacidn de nitrégeno total
soluble.

4.2.5 Ensayo de Tiempo de Retencion Celular (TRC)

Este experimento se compone de un ensayo de 11 dias de duracion, en los que se evalué la
competencia entre microalgas y bacterias en la eliminacidn de nutrientes, entre un reactor
operado a TRC de 2 dias (FBR”A"), y otro reactor (FBR”B") operado con un TRC de 4,5 dias.
Dado que se trata de sistemas sin retencidn de biomasa, el TRC y TRH coinciden.

Para llevar a cabo este experimento, se empled la configuracién de FBR tipo 1. Los FBR se
llenaron con 8 L de licor mezcla y se operaron en semi-continuo. Para la puesta en marcha de
ambos FBR, el licor mezcla se componia de 5 L de cultivo y 3 L de alimento.

Para mantener los TRC de 2 y 4,5 dias, se programaron purgas diarias de 4 y 1,8 L
respectivamente. A continuacién, se reemplazo el volumen purgado con alimento procedente
de planta.

La evaluacidn de la competencia frente a distintos TRC se realizd por un lado, a largo plazo, es
decir, mediante el andlisis de las muestras diarias tomadas durante los 11 dias de ensayo; y por
otro lado, a corto plazo, mediante ensayos de velocidad de consumo de nutrientes:.

- A largo plazo: Se tomaron muestras de 30 mL de volumen de cada FBR diariamente,
antes de realizar cada purga. De las muestras se midié la ODsso y la concentracién de
N-NH«, N-NO;, N-NOs y P-PO43. El andlisis de resultados se realizd a través de la
comparacién de ambos FBR de la productividad de biomasa; la eliminacidon de amonio,
nitrégeno total soluble y fosfato; y la produccién de NO;  y NOs con el objetivo de
evaluar el proceso de nitrificacion.

- A corto plazo: Se programaron 2 ensayos de velocidad de consumo: uno a los dos dias
de la puesta en marcha del experimento y otro al final. La toma de muestras y el
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analisis de los resultados se realizaron de forma andloga a la explicada en el apartado
4.2.1.

A continuacidn, se presenta un resumen de las condiciones de cada uno de los
experimentos realizados (Tabla 3).
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Tabla 3: Tabla resumen de las condiciones de cada uno de los experimentos realizados.
Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3 Exp. 4
Experimento
FBR”A” FBR”B” Exp.2.1 Exp.2.2 FBR”A” FBR”B” FBR”A” FBR”B”
Evaluar el efecto de la inhibicién de la » L . Evaluar el efecto del tiempo de
o o o Evaluar el efecto de la acumulacidn de nitrito sobre el metabolismo de las o,
Objetivo nitrificacion sobre el rendimiento de las . | retencion celular sobre el
microalgas
microalgas & rendimiento de las microalgas
Numero de 1
5 4 3 1
ensayos
Ensayo 1: 4 dias
Duracion 1 dia 15 minutos Ensayo 2: 6 dias 11 dias
Ensayo 3: 5 dias
Volumen de
, 8L 0,4L 4L
trabajo
Modo de . . . .
M Batch Batch Semi-continuo Semi-continuo
operacion
4 | cultivo 0,2 L cultivo 3 L cultivo 5 L cultivo
Inoculo 0,4 L cultivo
4 | alimento 0,2 L alimento 1,5 alimento? 3 L alimento
TRC? - - 3 dias 2 dias 4,5 dias
Concentracion de
- 10 - 10 - -
ATU (mg-L7)
Concentracion de
- - 0,5,10y 20 - 5,10, 20 - -

NO> (mgN-L?)

! Durante el tiempo de ensayo, se realizaron dos ensayos, de 1 dia de duracidn cada uno, para determinar la velocidad de consumo de nutrientes.
2 En este volumen se encuentra incluido el volumen de ATU (45ml) y de patrén de NO2™ (para cada ensayo varia en funcién de la concentracién de NO, deseada).
3 Dado que se trata de sistemas sin retencién de biomasa, el TRC y TRH coinciden.
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4.3 Métodos analiticos

4.3.1 Determinacién de la densidad éptica (ODsso)

La OD se midi6 a través de un espectrofotémetro de la marca comercial Agilent Technologies,
modelo Cary 60 UV-Vis. Se determiné la OD de las muestras a 680nm (ODseso). Se realizaron las
mediciones por duplicado obteniendo la media de ambas como resultado final.

4.3.2 Determinacién de sélidos suspendidos volatiles (SSV)

Dado que la ODgso se encuentra relacionada con la concentracidén de microalgas (Pachés et al.,
2018), la determinacion de los SSV se realizé empleando una recta de calibracidn que relaciona
ambos parametros. Para ello se tomaron muestras con diferente concentraciéon de microalgas
de las cuales se midié la ODego (apartado 4.3.1) y la concentracién de SSV a través del método
gravimétrico definido por Standard Methods (APHA, AWWA, WEF, 2005). Este ultimo
procedimiento se desarrolla del siguiente modo:

i) Serealiza una filtracién por vacio de una alicuota de volumen conocido por un filtro de

policarbonato y tamafio de poro de 0,45 um.

ii) Se deposita el filtro en una cdpsula y se introduce en una estufa a 150 ° C para eliminar
toda la humedad. El residuo que queda después de la evaporacion corresponde a los
SST.

iii) Para la determinacion de los SSV, se introduce el filtro que contiene los SST en una
mufla a 550 ° C. La disminucién de residuo en el filtro corresponde a los SSV.

iv) Una vez la capsula se enfria, se afladen unas gotas de carbonato amadnico ((NH4)>COs)
para regenerar el carbonato de magnesio. A continuacién, se introduce en una estufa a
105 ° C para evaporar el exceso de humedad.

La recta de calibracion obtenida para el calculo de los SSV de cada muestra se muestra en la
Figura 13:

600

500 -+
400 -
300 A

200 - y =273.57x - 10.49

R*=0.99

mgSSV

100 A

OD680

Figura 13: Recta de calibracién empleada para el calculo de los SSV en funcion de la ODsso
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4.3.1 Medicion de nutrientes

Los nutrientes analizados fueron amonio (N-NH.*), nitrito (N-NOy’), nitrato (N-NOs’) y fosfato (P-
PO,3). Para su determinacién se empleé el analizador automético Smartchem 200. Los rangos
de concentracién de nutrientes y métodos de medida que emplea este analizador se muestran
en la Tabla 4:

Tabla 4: Rango de medida y método empleado para la medicion de nutrientes. Smartchem 200

Nutriente Rango de medida Meétodo
US EPA 350.1 y Standard
N-NH4* 1-7,77 mgN L?
Methods 4500-NH3-G
US EPA 354.1 y Standard
N-NOy 0-6,00 mgN L?
Methods 4500-NO2-B
N-NO3- 0-10,165 mgN Lt (*) Standard Methods 4500-NO3
US EPA 365.1 y Standard
P-PO,3 0-3,20 mgP L1

Methods 4500-P-F

(*): El valor que proporciona el método corresponde a la suma de NO, y NOs™.

4.4  Calculos realizados

4.41 Productividad de biomasa

La productividad de biomasa se ha calculado del siguiente modo:

Vp X SSV,

Productividad (mgSSV - L™ - d™1) = v
f

(Ec. 1)

Donde SSVx (mgL?) es la concentracion de SSV en el momento de la toma de muestra (t,), SSVo
es la concentracién en el momento inicial (to), Vr es el volumen del reactor (L) y Ve el volumen
de purga (L-d}).

4.4.2 Velocidad de consumo y rendimiento de nutrientes

Este pardmetro se ha calculado para evaluar la variacién de nitrégeno amoniacal (N-NH.),
nitrito (N-NOy), nitrato (N-NOs) y fosfato (P-PO,3)

La velocidad de consumo de nutrientes se ha calculado del siguiente modo:

Xx_XO

. -1,7-1y —
V[X] (mgX - gSSV~—1d~1) SSV - (6 — to)

(Ec. 2)

Donde X (mgL?) es la concentracién de nutrientes en el momento de toma de la muestra (t,) y
Xo es la concentracién de nutrientes en el momento inicial (to).

El rendimiento de eliminacidn se ha determinado de la siguiente forma:

Eliminacién [X)(%) = (1= "0/, ) x 100 (Ec. 3)
X



ESTUDIO DE LA COMPETENCIA ENTRE MICROALGAS Y BACTERIAS
AMONIOXIDANTES EN LA ELIMINACION DE NUTRIENTES DEL
EFLUENTE DE UN REACTOR ANAEROBIO DE MEMBRANAS (AnMBR)

an) UNIVERSITAT
| POLITECNICA &
DE VALENCIA

D% VNIVERSITAT
€@  VALENCIA

.

4.4.3 Velocidad de produccién de oxigeno

La dinamica de la concentracidon de oxigeno disuelto (OD) puede representarse mediante la
siguiente expresion:

dDOo

— - (mg0; - L™ -d™") = OTR + OPR (Ec. 4)

Donde OTR corresponde a la tasa de transferencia de oxigeno (Oxigen Transfer Rate) o
stripping y OPR corresponde a la tasa de produccion de oxigeno (Oxigen Production Rate) y

En cuanto a la OTR, se define del siguiente modo:
OTR = K4 - (DO — DOsyr) (Ec. 5)

Donde KLa se define como el coeficiente de transferencia del oxigeno disuelto del agua a la
atmésfera (d?); DOsat (mg02-L?) es la concentracién de saturaciéon de DO en el medio acuoso.

Por otro lado, teéricamente la OPR se compone de los siguientes parametros (Rossi et al.,
2018):

OPR = OPRy,r + OPRyag + OPRy;r + OPRyp (Ec. 6)

Donde:

- OPRwaf corresponde a la produccion de oxigeno por parte de las microalgas debido al
proceso de fotosintesis;

- OPRmar corresponde al consumo de oxigeno por la propia respiracion de las
microalgas (valor negativo);

- OPRnir corresponde al consumo de oxigeno debido al proceso de nitrificacion llevado a
cabo por las AOB (valor negativo);

- OPRyg corresponde al consumo de oxigeno debié a la actividad de las bacterias
heterdtrofas (valor negativo).

Asi, sustituyendo la ecuacion 5y 6 en la ecuacién 4:

dDo

= = Kia- (DO — DOsur) + OPRyap + OPRyag + OPRy 7 + OPRyp (Ec.7)
El calculo de este parametro se realizé en el experimento n22 (inhibicién por nitrito a corto
plazo). Como se ha comentado anteriormente, en estos ensayos se inyecté ATU a una
concentracion de 10 mg-L! con el objetivo de inhibir el proceso de nitrificacidn, por lo que la

variable OPRyir seria igual a 0.

En cuanto a la OTR, teniendo en cuenta que todos los experimentos se llevan a cabo en la
misma tipologia de FBR (FBR de 500mL de capacidad cerrados por la parte superior), se
considera que su valor serad despreciable en cada uno de los ensayos. Ademas, dado que se
empled el mismo cultivo de algas en todos los ensayos, y que la concentraciéon de bacterias
heterdtrofas es infima en comparacién a la concentracidon de microalgas, el valor de OPRyp se
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considera semejante en cada uno de los ensayos. Lo mismo ocurre con la OPRuag dado que su
valor es minimo y proporcional a la actividad fotosintética.

Asi, se considerard que la suma de OTR y OPRwmar €s igual a una constante “K” andloga en cada
ensayo. De este modo, la variacidon de DO respecto del tiempo se expresa del siguiente modo:

dDo Lo X
7(mgo2 -L71d 1) = OPRysr + K = OPRyyur (Ec. 8)

La determinacién OPRwaps'se ha realizado mediante la obtencién de la linea de tendencia
asociada a la representacion grafica de los valores de DO, registrados por la sonda de oxigeno,
respecto del tiempo.
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5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Ensayos de velocidad de consumo de nutrientes

A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos para cada uno de los 5 ensayos. Destacar
que la concentracién de N-NO; al comienzo de cada ensayo fue baja (Tabla 5).

Tabla 5: Ensayos de velocidad de consumo de nutrientes. Concentracion de N-NO; al comienzo de cada ensayo.

Ensayo 1.1 Ensayo 1.2 Ensayo 1.3 Ensayo 1.4 Ensayo 1.5

Co(mgN-L1) 0,72 0,07 4,25 2,45 0,12

Ensayo 1.1

El licor mezcla se compuso de un 50% de cultivo y un 50% de alimento (efluente de AnMBR).
Este ensayo tuvo una duracién de 1 dia.

La concentracién de N-NH. del cultivo y alimento fueron de 16,88 y 46,54 mgN-L*
respectivamente, mientras que la concentracion de P-PO,43 fue de 2,35 mgP-L? en el cultivo y
de 4,67 mgP-L! en el alimento. La concentracidn de SSV del cultivo y alimento fueron de 0 y
213 mg-L! respectivamente,

Cabe destacar que este ensayo, se realizd un dia después de que se aiadiera una dosis de ATU
en la planta piloto MPBR, es decir, probablemente la muestra de cultivo todavia contenia ATU.

Los resultados obtenidos en este ensayo quedan representados en la Figura 14 y en la Figura
15.

Dindmica del crecimiento algal

En la Figura 14 se muestra la evolucidn de la concentracion SSV a lo largo de todo el ensayo.
Ademas, se ha representado la linea de tendencia asociada a dicha evolucion.

(a) (b)

300 300

250 A 250

200 A 200

5 o
> 150 > 150
ﬁ y =138.55x + 109.39 ﬁ y =149.57x+ 106.18
2 - 2 -
E 100 R?=0.98 € 100 $ R*=0.99
50 A 50 A
0 T T 0 T T
0.0 0.5 1.0 0.0 0.5 1.0
Tiempo (d) Tiempo (d)

Figura 14: Ensayo 1.1. Evolucidn de la concentracion de SSV en FBR”A” (a) y FBR”B” (b).

En la Figura 14 se observa una evolucidn lineal positiva de la concentracidon de SSV a lo largo
del ensayo.
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La pendiente de las lineas de tendencia muestra la velocidad de producciéon de SSV en cada
uno de los FBR. En cuanto al FBR”A” (Figura 14 (a)) se obtuvo una velocidad de 138,6 mgSSV-L°
Ld?, inferior a la obtenida en el FBR”B” ((Figura 14 (b)) de 149,6 mgSSV-L*-d!. Estos valores
parecen indicar que la produccion se SSV se ve favorecida en condiciones de inhibicion del
proceso de nitrificacion (8% superior en FBR”B"”). Sin embargo, dado que Unicamente se tomd
una muestra al final del ensayo, dicha diferencia podria atribuirse a simples variaciones del
proceso experimental.

Cambios en las concentraciones de nutrientes

En la Figura 15 se muestra la evolucidn de los nutrientes (N-NH.:, N-NO,,, N-NOs"y P-PO43) a lo
largo del ensayo. Se han representado las lineas de tendencia asociadas a la evolucién de cada
pardmetro. A la derecha se encuentran recogidas las ecuaciones de cada una de las lineas, asi
como el factor de correlacién.

(a)
60 18
L 16
i oo
50 &
-1 =
N
= o
2 40 A 12 o
= O o L.
%D L0 =2 Ecuacion de la recta RZ
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2 2 NO2 0,33x+0,69 0,90
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z PO4 -1,09%43,52 0,95
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o 1 : : : : : 0
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Figura 15: Ensayo 1.1. A la izquierda evolucion de la concentracion de nutrientes y a la derecha ecuacién de la linea
de tendencia y error cuadratico para FBR”A” (a) y en FBR”B” (b).
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En lo que respecta al FBR”A” (Figura 15 (a)), se observa una clara disminucién en la
concentracién de NHs* a lo largo de todo el ensayo. La concentracidn inicial y final de este
compuesto fue de 33,77 mgN-L! y de 19,58 mgN-L* respectivamente, resultado la velocidad de
consumo de 133,8 mgN-gSSV-1-d1. Esta disminucidn estaria asociada al consumo de NH;* como
nutriente por parte de las microalgas y al proceso de nitrificacion. Este uUltimo aspecto
conllevaria a un aumento de la concentracién de NO; en el FBR, sin embargo, el incremento es
muy reducido (de 0,75 a 1,00 mgN-L?), lo que indicaria que, como se ha comentado
anteriormente, la muestra de cultivo tomada de la planta piloto MPBR contenia una
concentracion de ATU residual.

En cuanto a la evolucidn de la concentraciéon de NOs en FBR”A”, durante las 2 primeras horas
de ensayo no muestra una tendencia clara, debido a que es probable que los microorganismos
se encuentren en periodo de adaptacion. Sin embargo, a continuacidn, se observa un pequefio
descenso en la concentracion de NOs, por lo que esta reduccién podria asociarse a su
consumo como nutriente por parte de las microalgas.

Observando la evolucidn de la concentracién de NTs, se produjo una disminucién desde 43,80
mgN-L? hasta 30,36 mgN-L?, obteniéndose una velocidad de consumo de 133,6 mgN-gSSV-*-d!
y un rendimiento de eliminacién del 33%.

Por ultimo, en cuanto al PO4*, se redujo de 3,46 mgP-L a 2,39 mgP-L?, a una velocidad de
10,1 mgP-gSSV*-d! y rendimiento de eliminacién del 32%.

Por otro lado, en FBR”B” (ver Figura 15 (b)) se observa una disminucidn de la concentracién de
NHs* desde 34,47 a 19,02 mgN-L%, a una velocidad de 137,8 mgN-gSSV1-d, ligeramente
superior a la obtenida en el FBR”A”. Dado que el proceso de nitrificacion se encontraba
inhibido y la concentracién de NO; se mantuvo practicamente constante a lo largo del ensayo
con un valor de 0,72 + 0,02 mgN-L? (similar a la de FBR”A”), el consumo de NH4* se podria
asociar Unicamente a la absorcion por parte de las microalgas.

En cuanto al NOs, del mismo modo que para el FBR”A”, se observa un descenso en su
concentracién a partir de la segunda hora de ensayo, pero en este caso, la disminucién se
produce a mayor velocidad. Ademds, este consumo se produce en presencia de altas
concentraciones de amonio, contradiciendo los resultados obtenidos en diferentes estudios
que indican que el consumo de nitrato como fuente de nitrégeno por parte de las microalgas,
se produce Unicamente en ausencia de NH,* (Hii et al., 2011), que es la principal fuente de
nitrégeno de las microalgas.

Por otro lado, el NTs disminuyé desde 49,22 hasta 32,62 mgN-L?, a una velocidad de 152,9
mgN-gSSV1-d !y rendimiento de eliminacién del 34%.

Por dltimo, el POs*, se consumid a una velocidad de eliminacidon de 11,6 mgP-gSSV-1-d! (desde
3,55 a 2,20 mgP-L) obteniendo un rendimiento de eliminacion del 37%.

Si comparamos la diferencia entre las velocidades de consumo de nutrientes de ambos FBR, se
tiene que el rendimiento algal en cuanto a velocidad de consumo de NTs y fosfato aumenta un
14% y un 15% respectivamente en FBR”B”. En cuanto a la produccion de sélidos. En vista de los
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resultados obtenidos, parece ser que el rendimiento algal se ve favorecido en condiciones en
que el proceso de nitrificacién se encuentra inhibido (FBR”B”).

Por otro lado, cabe destacar que en ambos FBR se ha observado una disminucién de la
concentracién de NOs', en presencia de altas concentraciones de amonio, asociada al consumo
como nutriente por parte de las microalgas.

No obstante, teniendo en cuenta la presencia de ATU en la muestra de cultivo empleada y los
posibles errores en la toma y analiticas de las muestras, se decidid realizar otro ensayo similar
para comprobar la veracidad de los resultados.

Ensayo 1.2

Este ensayo es semejante al anterior. Tuvo una duracidn de 1 dia

La concentracién de N-NH.* del cultivo y alimento fueron de 22,45 y 56,09 mgN-L?
respectivamente, mientras que la concentracion de P-PO,42 fue de 1,70 mgP-L? en el cultivo y
de 2,84 mgP-L?! en el alimento. La concentracién de SSV del cultivo y alimento fueron de 0 y
390 mg-L? respectivamente.

Los resultados obtenidos en este ensayo quedan representados en la Figura 16 y en la Figura
17.

Dindmica del crecimiento algal

En la Figura 16 queda representada la evoluciéon de la concentracidon de SSV a lo largo del

ensayo.
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Figura 16: Ensayo 1.2. Evolucidn de la concentracion de SSV en FBR”A” (a) y FBR”B” (b).

Del mismo modo que en el ensayo anterior, el crecimiento algal siguié una distribucién lineal.
La velocidad de produccién de SSV obtenida en FBR”A” fue de 189,2 mgSSV-L-d?, similar a la
obtenida en FBR”B”, de 188,8 mgSSV-L1-d™.

Dada la similitud de los resultados obtenidos se considera que, en este ensayo, no se ha
producido una diferencia significativa en la produccién de SSV entre ambos FBR.

Cambios en las concentraciones de nutrientes

La Figura 17 muestra la evolucion de nutrientes (N-NH., N-NOy, N-NOs" y P-PO,3) en cada FBR
a lo largo del ensayo.
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Atendiendo a los resultados obtenidos respecto a FBR”A” (Figura 17 (a)), se tiene que la
concentracién de NH4* disminuyd desde 39,85 mgN-L? al inicio del ensayo, hasta 22,34 mgN-L°
!, La velocidad de consumo fue de 72,6 mgN-gSSV1-d . En este ensayo la concentracidn inicial
de NO; fue de 0,07 mgNL?, aumentando paulatinamente hasta alcanzar una concentracién
final de 0,29 mgNL™. Este fendmeno podria asociarse al proceso de oxidacién de NH4* llevado a
cabo por las AOB, sin embargo, este aumento no es significativo, por lo que el cultivo podria
seguir encontrandose bajo concentraciones de ATU.

En cuanto a la evolucién del NOs', permanece constante alrededor de 4,46 + 0,51 mgN-L?.

Observando la evolucién de NTs, se obtiene una disminucién desde 44,19 hasta 26,97 mgN-L?,
con una velocidad de consumo de 70,5 mgN-gSSV1-d! y tasa de eliminacidn del 37%.

Por ultimo, respecto a la evolucién del PO4*, su concentracidn se redujo de 3,45 a 1,53 mgP-L*!
es decir un 56%, obteniendo asi una velocidad de 6,5 mgP-gSSV-1-d™.
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Figura 17: Ensayo 1.2. A la izquierda evolucion de la concentracion de nutrientes y a la derecha ecuacién de la linea
de tendencia y error cuadratico para FBR”A” (a) y en FBR"B” (b).

En cuanto al FBR”B” (Figura 17 (b)), la disminucién de NH;* (desde 39,30 hasta 21,98 mgN-L?)
se produce a una velocidad de 75,2 mgN-gSSV-1-d?, similar a la obtenida en FBR”A”. Dado que
la concentracién de NO, es constante y practicamente nula (0,05 + 0,01 mgN-L?), el consumo
de NH4* se podria asociar directamente a la actividad algal.

En cuanto a la evolucién de la concentracién de NOs", muestra tendencia lineal negativa, por lo
que del mismo modo que ocurrio en el ensayo 1.1, esta reduccién podria asociarse su
consumo por parte de las microalgas. Ademas, cabe destacar que este fenédmeno se produce
en presencia de altas concentraciones de NH4".

Si observamos la evolucidn de NTs, se tiene que su concentracion desciende desde 42,17 hasta
23,93 mgN-L? a una velocidad de 83,6 mgN-gSSV1-d?! resultando una tasa de eliminacién del
44%.
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Por Jltimo, la velocidad de consumo de fosfato resultdé de 6,4 mgP-gSSVi-d! con un
rendimiento de eliminacion del 58%.

En resumen, la diferencia entre la produccion de sélidos entre ambos FBR fue despreciable. No
obstante, la velocidad de consumo de NTs aumenté un 19% en FBR”B”. Por otro lado, a
diferencia del ensayo anterior, la diferencia entre la velocidad de consumo de fosfato entre
ambos FBR fue despreciable (2% menor en FBR”B"”).

Ademas, en el FBR”B” se volvid a obtener una reduccién en la concentracidon de NOs’, el cual
podria estar siendo consumido por las microalgas.

Con el objetivo de contrastar los resultados observados en los ensayos 1.1 y 1.2, se decidid
realizar un tercer ensayo.

Ensayo 1.3

Del mismo modo que en los ensayos anteriores, el licor mezcla se compuso de un 50% de
cultivo y un 50% de alimento. La duracidn total de este ensayo fue de 1dia.

La concentracion de NH.* en el cultivo fue de 7,06 mgN-L' y en el alimento de 42,28 mgN-L™.
Por otro lado, la concentracidn de P-PO43 en el cultivo y alimento fue de 2,13 y 4,15mgP-L?
respectivamente. La concentracién de SSV del cultivo y alimento fueron de 0 y 413 mg-L?
respectivamente

Los resultados obtenidos en este ensayo quedan representados en la Figura 18 y en la Figura
19.

Dindmica del crecimiento algal

En la Figura 18 se muestra la evolucién de los SSV a lo largo de todo el ensayo. Ademds, se ha
representado la linea de tendencia asociada a dicha evolucion.
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Figura 18: Ensayo 1.3. Evolucion de la concentracion de SSV en FBR”A” (a) y FBR”B” (b).
El crecimiento algal sigue la misma tendencia lineal que en el resto de los ensayos.

En este ensayo, la velocidad de produccion de SSV obtenida en FBR”A” (152,3 mgSSV-L1-d?),
resultd superior a la obtenida en FBR”B”, de 141,5 mgSSV-L'1-d. De modo que, se podria decir
que la produccion de sdlidos en este ensayo, se ve favorecida en condiciones de no inhibicidn
del proceso de nitrificacién. Sin embargo, el crecimiento de las microalgas podria haberse visto
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afectado por el aumento de pH producido debido al fallo en la monitorizacion del
experimento.

Cambios en las concentraciones de nutrientes

En la Figura 19 se muestra la evolucion de la concentracién de nutrientes en cada uno de los
FBR.
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Figura 19: Ensayo 1.3. A la izquierda evolucion de la concentraciéon de nutrientes y a la derecha ecuacién de la linea
de tendencia y error cuadratico para FBR”A” (a) y en FBR”B” (b).

Comenzando con el analisis del FBR”A” (Figura 19 (a)), observamos un descenso pronunciado
de NH;* producido a una velocidad de 63,2 mgN-gSSV1-d. Dicha reduccién se deberia a su
consumo por parte de las microalgas y a la oxidacion llevada a cabo por las AOB. A diferencia
de los ensayos anteriores, en este puede apreciarse claramente el proceso de nitrificacion ya
que a medida que el NHs" disminuye, se observa un aumento en la concentraciéon de NO;.
Probablemente esto se debe a que el indculo tenia una mayor actividad de AOB, como se
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puede comprobar por la mayor concentracion de NO,. del cultivo (Tabla 5). Asi, la
concentracion de NO; aumenta de 4,25 a 6,22 mgN-L™.

Por otro lado, durante las 2 primeras horas, la concentracién media de NOs;™ es de 7,89 + 0,22
mgN-L?, y a continuacion desciende manteniéndose a una concentracién de 6,78 + 0,12 mgN-L°
! practicamente constante hasta finalizar el ensayo.

Con todo, se tiene que la concentracién de NTs varia desde 34,68 hasta 21,02 mgN-L?, con una
velocidad de consumo de 56,5 mgN-gSSV1-d! y tasa de eliminacidn del 39%.

Por ultimo, se tiene que la concentracion de PO,*, disminuye de 3,31 mgP-L*a 1,78 mgP-L' a
una velocidad de 6,4 mgP-L'*-d?, es decir, se tiene un rendimiento de eliminacion del 43%.

Por otro lado, en FBR”B” (Figura 19 (b)) se tuvieron las siguientes diferencias:

- La concentracién de NO, se mantuvo practicamente constante a lo largo de todo el
ensayo (4,17+0,09 mgN-L?), lo que indica que el proceso de nitrificacién se encuentra
completamente inhibido; La concentracién final fue aproximadamente 2 mgN-L?
menor que en FBR”A”.

- Ademads, en este ensayo también se observd un descenso de la concentracién de NOs
gue podria asociarse a su consumo por parte de las microalgas aun disponiendo de
elevadas concentraciones de nitrégeno amoniacal.

- La velocidad de consumo de NHs* (57,1 mgN-gSSV-1-d?) es inferior a la del FBR”A” ya
gue en este caso, se debe Unicamente a su consumo por parte de las microalgas.

- En cuanto a la evolucién de NTs, se produce una reduccion desde 33,63 hasta 19,15
mgN-L™ producida a una velocidad de 64,0 mgN-gSSV-'-d. Asi se obtiene una tasa de
eliminacion de 43%. Comparando con el FBR”A”, la velocidad de consumo de NTs
aumenté un 13%.

- Por dltimo, la concentraciéon de PO,® se reduce desde 3,11 hasta 1,91mgP-L! a una
velocidad de 4,7mgP-gSSV1-d! y porcentaje de eliminacién de 39%. En este caso la
velocidad de consumo disminuyd un 27% en FBR”B".

Hay que tener en cuenta que, en este ensayo, el control del pH estuvo inactivo toda la noche,
observando al dia siguiente que se habia alcanzado un pH de 9,2. Para pH superiores a 9, el
fosfato puede precipitar dejando de estar biodisponible para los microorganismos. Ademas, se
puede promover la eliminacidn de nitrégeno en forma de amoniaco. Debido a este aumento
brusco de pH, los resultados podrian verse visto afectados. Por este motivo se decidid realizar
otro ensayo analogo, a fin de obtener conclusiones relevantes en relacidon con el consumo de
nitrato y rendimiento algal.

Ensayo 1.4

De forma andloga a los ensayos anteriores, el licor mezcla se compuso de un 50% de cultivo y
50% de alimento. La duracidon de este ensayo fue de 1dia.

La concentracion de N-NH,* del cultivo y alimento fueron de 0,49 y 45,7 mgN-L?
respectivamente, mientras que la concentracion de P-PO,42 fue de 1,70 mgP-L? en el cultivo y
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de 3,74 mgP-L?! en el alimento. La concentracidn de SSV del cultivo y alimento fueron de 0 y
413 mg-L?

Los resultados obtenidos en este ensayo quedan representados en la Figura 20 y en la Figura
21.

Dindmica del crecimiento algal

La Figura 20 muestra la evolucién de los SSV a lo largo de todo el ensayo.
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Figura 20: Ensayo 1.4. Evolucién de la concentracidn de SSV en FBR”A” (a) y FBR”B” (b).

En este ensayo, las diferencias entre ambos FBR fueron significativas. Se obtuvo una velocidad
de produccién de SSV de 198,3 mgSSV-L''-d? para FBR”A” y 217,9 mgSSV-L*-d! para FBR”B”.
Esta diferencia indica que la velocidad de crecimiento algal es un 10% superior en FBR”B”, es
decir, que el crecimiento algal se vio favorecido en aquellas condiciones en las que el proceso
de nitrificacidn se encuentra inhibido.

Cambios en las concentraciones de nutrientes

La evolucidn de la concentracidn de nutrientes en cada uno de los FBR se muestra en la Figura
21.

Si analizamos la evolucion de los nutrientes en el FBR”A” (Figura 21 (a)), observamos un
descenso en la concentracién de NHs* desde 22,80 hasta 3,20 mgN-L! obteniéndose un
velocidad de consumo de 81,6 mgN-gSSV1-d1.

Por otro lado, se observa la actividad de las AOB a través del incremento de NO>" a lo largo del
ensayo (desde 2,45 a 3,47 mgN-L1).

En cuanto a la concentracidn de NOs™ parece que se mantuvo constante durante el ensayo con
un valor de 9,04 + 0,32 mgN-L™.

La variacién de NTs supone un descenso de su concentracién desde 33,78 hasta 15,75 mgN-L?,
alcanzando una velocidad de eliminacién de 76,2 mgN-gSSV1-d! y una tasa de eliminacién del
53%.

En cuanto al PO4*, su concentracion se redujo desde 2,72 a 1,04 mgP-L?, a una velocidad de
7,2 mgP-gSSV-1-d!y rendimiento del 62%.
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Figura 21: Ensayo 1.4. A la izquierda evolucion de la concentracion de nutrientes y a la derecha ecuacién de la linea
de tendencia y error cuadratico para FBR”A” (a) y en FBR”B” (b).

Por otro lado, en FBR”B” (Figura 21 (b)), el descenso de la concentracidon de NH.* es similar al
del FBR”A”. La concentracion inicial de 21,89 mgN-L*! desciende hasta una concentracién final
de 3,81 mgN-L?, a una velocidad de 81,4 mgN-gSSV--d. Esta eliminacidon se podria atribuir
directamente a la actividad algal ya que la concentracion de NO," se mantiene constante a lo
largo del ensayo (2,21 + 0,13 mgN-L?). La concentracidn final de NO, fue aproximadamente
1,4 mgN-L't menor que en FBR”A”.

Por otro lado, a diferencia del FBR”A”, se vuelve a observar una tendencia decreciente en la
concentracion de NOs (desde 8,51 hasta 7,26 mgN:-L%), lo que parece indicar que las
microalgas consumen NHs* y NOs™ simultdaneamente aunque a diferente velocidad.
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En cuanto a la concentracidn de NTs, su concentracidn inicial fue de 34,07 mgN-L? y disminuye
hasta un valor de 13,16 mgN-L" a una velocidad de 89,3 mgN-gSSV-!-d! alcanzando una tasa de
eliminacion del 61%.

En cuanto a la concentracién de PO,* desciende desde 2,72 hasta 0,94 mgP-L™ a una velocidad
8,0 mgP-gSSV1-d! de y tasa de eliminacién de 65%, (un 3% superior a la obtenida en FBR”A”).

Del analisis de los resultados obtenidos en las analiticas de ambos FBR en el ensayo 1.4, se
pueden destacar las siguientes conclusiones:

- La presencia de ATU muestra un efecto sobre la inhibicion de las AOB que parece ser
inmediato.

- La produccién de biomasa fue un 10% superior en FBR”B”, lo cual podria deberse al
posible efecto inhibitorio del nitrito sobre las microalgas, ya que la concentracién de
este compuesto al final del ensayo fue 1,4mgN-L? superior en FBR”A”.

- Lavelocidad de consumo de NTs y fosfato aumentd un 17% y un 11% en FBR”B".

- De la evolucion de la concentracion de NOs” en FBR”B”, se observa un descenso en su
concentracién que podria estar asociado a su consumo como nutriente por parte de
las microalgas, en presencia de NH,".

Ensayo 1.5

Este ensayo surge de la premisa de que, en el caso de existir algiin parametro inhibitorio de las
microalgas, la proporcion de cultivo/alimento empleada en los ensayos anteriores (50% de
FBR4 y 50% de DI) podria no ser suficiente para disuadir los efectos del posible inhibidor.

Asi, en este ensayo se empled un 25% de cultivo (2L) y un 75% de alimento (6L), de forma que,
en caso de existir algin pardmetro con capacidad suficiente para inhibir a las microalgas,
quedaria diluido.

La concentracion de N-NH.,* del cultivo y alimento fueron de 0,06 y 38,62 mgN-L?
respectivamente, mientras que la concentracion de P-PO,43 fue de 1,61 mgP-L? en el cultivo y
de 3,77 mgP-L! en el alimento. La concentracién de SSV del cultivo y alimento fueron de 0y
287 mg-L! respectivamente

Debido a la dilucién del cultivo, la duracion de este ensayo fue superior a la de los ensayos
anteriores (2,2 dias).

Los resultados se encuentran representados en la Figura 22 y en la Figura 23

Dindmica del crecimiento algal

La Figura 22 muestra la evolucién de los SSV a lo largo de todo el ensayo.
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Figura 22: Ensayo 1.5. Evolucién de la concentracidn de SSV en FBR”A” (a) y FBR”B” (b).

En este ensayo se volvid a observar que la mayor velocidad de crecimiento se dio para FBR”B”
con un valor de 174,3 mgSSV-L'1-d? ,mientras que para FBR”A” la velocidad de crecimiento
obtenida fue de 161,4 mgSSV-L'*-d?, un 8% inferior. Asi que, en este ensayo, parece que la
produccién de sélidos se encuentra favorecida en condiciones de inhibicién del proceso de
nitrificacion.

Cambios en las concentraciones de nutrientes

A continuacién, se muestra la evolucidn de la concentracidon de nutrientes en cada uno de los
FBR.
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Figura 23: Ensayo 1.5. A la izquierda evolucion de la concentracion de nutrientes y a la derecha ecuacién de la linea
de tendencia y error cuadratico para FBR”A” (a) y en FBR”B” (b).

Dada su duracién, a final del ensayo ambos FBR se encontraron limitados por nutrientes. Por
este motivo, para la representacion de las lineas de tendencia se eliminaron los valores de
concentracién nula. Lo mismo se hizo para el cdlculo de la velocidad de consumo de nutrientes
y tasa de eliminacién. De esta forma, el periodo de estudio considerado fue el comprendido
hasta 1,2 dias.

+

Respecto al FBR”A” (Figura 23 (a)), dentro del periodo de estudio, la concentracién de NH,4
disminuye desde 28,98 hasta 8,53 mgN-L™! a una velocidad de 112,3 mgN-gSSV*-d. Por otro
lado, debido al proceso de nitrificacidn, se produce un aumento en la concentracién de NO;
desde 0,12 hasta 0,37 mgN-L™.

En cuanto a la variacidn de la concentracion de NOs’, desde el inicio del experimento hasta 1,2
dias se produce un aumento de su concentracién desde 2,75 hasta 6,28 mgN-L™.
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Observando la eliminacién de NTs, se tuvo un descenso de 31,85 mgN-L? al inicio del
experimento hasta 15,18 mgN-L? a los 1,2 dias. La velocidad de consumo de NTs resulté de
103,6 mgN-gSSV--d?, muy por encima de la obtenida en el ensayo anterior, lo que podria
indicar la existencia de algun parametro inhibitorio. En cuanto a la tasa de eliminacién de NTs
se obtuvo un rendimiento del 52%.

Por ultimo, la concentracién de PO,> descendié 3,35 hasta 1,15 mgN-L? a los 1,2 dias a una
velocidad de 12,0 mgP-gSSV--d! y tasa de eliminacién, de 64%.

Si analizamos la evolucién de los nutrientes en el FBR”B” (Figura 23 (b)), se obtiene un
reduccion en la concentracién de NH;* desde 28,98 hasta 8,01 mgN-L* a una velocidad de
115,4 mgN-gSsv1-d?, ligeramente superior a la obtenida en FBR”A”, teniendo en cuenta que
su reduccién se debe a su consumo por parte de la microalgas y no a su oxidacion por parte de
las AOB, ya que como se observa en la concentracion de NOy’, el proceso de nitrificacion se
encuentra inhibido. La concentracidon de NO; durante el periodo de estudio fue practicamente
nula (0,12 + 0,09 mgN-L?).

Por otro lado, respecto a la evolucidn del NOs’, no se obtuvo la disminucién producida en los
otros ensayos, si no que su concentracion aumenta desde 2,75 hasta 7,94 mgN-L? a los 1,2
dias. Este aumento podria deberse a la oxidacion del NO;, ya que a medida que este
disminuye, aumenta la concentraciéon de NOs".

Por ultimo, se obtuvieron unas velocidades de reduccién de 109,7 mgN-gSSV*-d! para NTs y de
12,4 mgP-gSSV*.d* para PO4*. Con un rendimiento de eliminacién de NTs y fosfato 50 y 69%
respectivamente.

En resumen, la diferencia entre la produccion de sélidos entre ambos FBR resultd significativa
(8% mayor en FBR”B”), al igual que la diferencia en la velocidad de consumo de NTs (un 6%
superior en FBR”B”). Sin embargo, no ocurrié lo mismo con la velocidad de eliminacion de
fosfato, cuya diferencia fue del 3%.

Comparando este ensayo con el ensayo 1.4, es posible que la diferencia de los resultados
obtenidos se deba a la diferencia en la concentracién de nitrito, ya que en el ensayo 1.4 fue
mucho mayor que en el ensayo 1.5 (Tabla 5).

Sintesis de resultados

Debido a que durante el ensayo 1.3 se produjo un fallo en el sistema de monitorizacion, los
resultados obtenidos podrian haberse visto afectados. Por este motivo no se tendran en
cuenta esos resultados.

Del resto de los ensayos, se han obtenido las siguientes conclusiones:

- En cuanto a la produccion de biomasa algal, las diferencias entre los ensayos 1.1, 1.4 y
1.5 resultaron significativas (8%, 10% y 8% respectivamente), viéndose el crecimiento
favorecido en condiciones de inhibicién del proceso de nitrificacién (FBR”B”). Sin
embargo, en el ensayo 1.2 no se produjo variacion.

- Por otro lado, las diferencias en la velocidad de eliminacion de NTs fueron
significativamente superiores en el FBR”B” en todos los ensayos.
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- Respecto a la velocidad de eliminacion de fosfato, se obtuvieron diferencias
significativas en los ensayos 1.1y 1.4, favoreciendo la eliminacién en FBR”B”, mientras
que en los ensayos 1.2 y 1.5 no se obtuvieron diferencias significativas.

Estos resultados indicarian que la proliferacion de AOB genera una competencia con las
microalgas en cuanto a la toma de nutrientes, sin embargo, la presencia de NO; podria estar
afectando los resultados, por lo que se deberia comprobar si existe inhibicién por este
compuesto.

Por ultimo, los ensayos 1.1, 1.2 y 1.4 mostraron que, en presencia de altas concentraciones de
amonio, se produce una reduccion de la concentracion de NO;s. Esta reduccion podria
asociarse a su consumo como nutriente por parte de las microalgas. Este aspecto contradiria
los resultados obtenidos en diferentes estudios que indican que el consumo de nitrato como
fuente de nitrégeno por parte de las microalgas, se produce en ausencia de NH4* (Hii et al.,
2011).

En la Tabla 6 se muestra un resumen de los resultados obtenidos en estos ensayos.
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Ensayo 1.1 Ensayo 1.2 Ensayo 1.3 Ensayo 1.4 Ensayo 1.5
FBR”A” FBR”B” FBR”A” FBR”B” FBR”A” FBR”B” FBR”A” FBR”B” FBR”A” FBR”B”
Duracion 1dia 1dia 1dia 1dia 2dias
Composicion del licor 4L cultivo 4L cultivo 4L cultivo 4L cultivo 2L cultivo
mezcla 4L alimento 4L alimento 4| alimento 4L alimento 6L alimento
SSVo (mgSsv-L?) 107 195 207 207 144
Concentracion de ATU
- 20 - 20 - 20 - 20 - 20

(mg-L)
Cr N-NOz (mgN-L?) 1,00 0,73 0,29 0,05 6,44 4,20 3,47 2,09 0,30 0,00
Velocidad produccion SSV

138,6 149,6 189,2 188,8 152,3 141,5 198,3 217,9 161,4 174,3
(mgSSV-L1-d?)
Velocidad de consumo de

1 137 72 75,2 2 7,1 1 1,4 112 115,4
NHq* (mgN-gSSV--d1) 33,8 37,8 ,6 5, 63, 57, 81,6 81, ,3 5,
Velocidad consumo NTs

133,6 152,9 70,5 83,6 56,5 64,0 76,2 89,3 103,6 109,7
(mgN-gSSV-1-d)
Velocidad consumo

10,1 11,6 6,5 6,4 6,4 4,7 7,2 8,0 12,0 12,4
PO#*(mgP-gSSV-d?)
Rendimi liminacic
N‘?r's’d’m’e”to eliminacion 33% 34% 37% 44% 39% 43% 54% 61% 52% 50%
Rendimiento de 32% 37% 56% 58% 43% 39% 62% 65% 64% 69%

eliminacién de PO4*
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5.2 Ensayos de inhibicién por NO;™ (corto plazo)

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en los ensayos enfocados a evaluar el
rendimiento algal frente a diferentes concentraciones de NO; (0, 5, 10 y 20 mg N-L?) a corto
plazo; es decir, mediante respirometrias.

Ensayo 2.1
En este ensayo el licor mezcla se compone Unicamente de cultivo de microalgas.

La concentracién de N-NH.* del cultivo empleado para realizar el ensayo fue nula, sin embargo,
la concentracidn de NTs fue de 18,76 mgN-L?, la concentracién de P-PO,3 fue de 1,13 mgP-L'ly
la concentracién de SSV de 450 mg-L™.

En la Figura 24 se muestra la evolucidn de la concentracion de DO en el FBR en presencia de
diferentes concentraciones de NO..
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Figura 24: Ensayo 2.1. Evolucion de la concentracion de DO (mgO,-L) en el FBR en presencia de diferentes
concentraciones de NOy (0, 5, 10 y 20 mg-L%); y relacion entre la OPRua* y la concentracion de NO;™ (bajo)

En caso de que la presencia de NO; produjera un efecto inhibitorio en el metabolismo de las
microalgas, deberiamos observar una disminucién en la produccion de oxigeno a medida que
aumenta la concentracién de NO;, lo que indicaria que la actividad fotosintética estaria
disminuyendo. Sin embargo, el mayor valor (44,73 mgO-L?) se tiene para la concentracién de
0 mgN-L?, seguido de la concentracién de 20 mgN-L?, 5 mgN-Ly por ultimo 10 mgN-Lcon el
minimo valor (33,00 mg0»-L?). En vista de los resultados obtenidos, no parece observarse

ninguna tendencia clara entre el valor de las OPRvaf" obtenidas frente a la concentracion de
NO;".

Dada la baja concentracion de nutrientes y elevada concentracion de sdélidos presentes en el
licor mezcla, los resultados podrian verse afectados, por una parte, debido a la posible
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limitacién por nutrientes; y por otra, a la sombra producida en el interior del FBR, la cual
dificulta la penetracion de luz y, en consecuencia, la actividad fotosintética. Por consiguiente,
se decide realizar otro ensayo similar, diluyendo el cultivo mediante la adicién de alimento. De
este modo se consigue bajar la concentracién de SSV y aumentar la concentracidon de
nutrientes.

Ensayo 2.2
En este ensayo el licor mezcla se compone de un 50% de cultivo y 50% de sustrato.

Las caracteristicas principales del licor mezclan en este ensayo fueron: concentracién de N-
NH. de 21,14 mgN-L?, concentracidn de P-PO43 de 2,76 mgP-L! y concentracién de SSV de 225
mg-L2.

La evolucion de la concentracion de DO en el FBR en presencia de las diferentes
concentraciones de NO, se muestra en la Figura 25. Los datos en color negro son los escogidos
para la obtencién de la OPRyiaf .
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Figura 25: Ensayo 2.2. Evolucion de la concentracidén de DO (mg0O,-L1) en el FBR en presencia de diferentes
concentraciones de NOy (0, 5, 10 y 20 mg:-L™1); y relacion entre la OPRua* y la concentracion de NO; (bajo)

En este ensayo, a diferencia del anterior, la mayor OPRwaf" se tiene para la concentracién de
20 mgN-L? (33,79 mgO,-L?), seguida de la de 0 mgN-L?, 10 mgN-L'ly 5 mgN-L'con el valor
minimo obtenido (27,60 mg0,-L?). No obstante, el promedio de las OPRvas" obtenidas resulta
de 30,21 +
significativa.

2,5 mg0,-LY, es decir, la diferencia entre los disantos ensayos no parece

Sin embargo, en este ensayo los valores entre la OPRwvaf" y la concentracion de nitrito tampoco
muestran ningun tipo de correlacién.

En sintesis, del analisis de los datos obtenidos en ambos ensayos se considera que las
diferencias obtenidas en la produccidn de oxigeno para las diferentes concentraciones de NOy
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no son significativas. Dadas las discordancias entre los resultados obtenidos en el ensayo 2.1y
2.2, a través de las respirometrias y del célculo de la OPRwas" no se puede asegurar que la
presencia de NO; produce un efecto inhibitorio en la actividad de las microalgas a corto plazo.

5.3 Ensayos de inhibicién por NO; (largo plazo)

En este apartado se presentan los resultados obtenidos en los ensayos enfocados a evaluar el
rendimiento algal frente a diferentes concentraciones de NO, (5, 10 y 20 mgN-L?) a largo
plazo.

Ensayo 3.1: 5 mg-L? de NO;..

Este ensayo tuvo una duracién de 4 dias. Los reactores se operaban en semi-continuo,
manteniendo un TRH de 3 dias.

La concentracién de amonio del cultivo y alimento fue de 33,35 y 62,37 mgN-L?
respectivamente, mientras que la concentracion de P-PO43 fue de 4,10mgP-L? en el cultivo y
de 5,75 mgP-L? en el alimento. En ninglin momento se produjo limitacién de nutrientes en los
FBR.

En cuanto a la concentracidn de N-NO;, se tuvo una concentracion de 1,19 mgN-L?! en el
cultivo y de 0,00 mgN-L? en el alimento. De esta forma, la concentracién de N-NO,” en FBR”A”
fue practicamente despreciable, mientras que en FBR”B” se mantuvo una concentracion de 5
mgN-L't mediante la adicién de patrdn de nitrito.

La concentracidn de SSV al inicio del ensayo fue de 626 mg-L™.

Los resultados obtenidos en este ensayo quedan representados en la Figura 26, Figura 27 y
Figura 28.

Dindmica del crecimiento algal

En la Figura 26 se muestra, la concentracién de SSV para cada FBR durante en tiempo de
ensayo.

Concentracion de SSV
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Figura 26: Ensayo 3.1. Evolucion de la concentracién de SSV (mg-L!) para cada FBR.

Como se puede observar, existe una diferencia bastante significativa en la evolucion de la
concentracién de SSV para cada FBR.
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A partir del primer dia de ensayo se observa una reduccién en la produccién de sélidos en
ambos FBR. No obstante, para todos los dias de ensayo, la concentracidn de SSV mayor se dio
para el FBR”A”, con una concentraciéon media a partir del primer dia de 830 + 81 mgSSV-L2. Al
final del ensayo se obtuvo un aumento del 14% respecto de la concentracion inicial en la
concentracidn de SSV.

En cuanto al FBR”B” la concentracion media a partir del primer dia resulté de 671 + 148
mgSSV-LL. De este modo, la concentracidon de SSV obtenida al final del ensayo fue un 24%
inferior a la concentracidn inicial.

Asi, los resultados parecen indicar que la produccion de biomasa algal se ve favorecida en
FBR"”A”, es decir, en ausencia de NO5".

Evolucion de la concentracion de nutrientes

A continuacién, en la Figura 27 y Figura 28 se muestran, a la izquierda, las velocidades de
eliminacion de nutrientes obtenidas en cada dia de ensayo para cada FBR; y a la derecha los
valores de concentracién inicial y final y rendimiento de eliminacién.

- N
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Figura 27: Ensayo 3.1. Evolucion de la concentracion de N-NH,4* (izquierda) y NTs (derecha) en mgN-L1.

En cuanto al amonio, se observa que en el FBR”B” las concentraciones fueron mayores,
obteniéndose una concentracién media a partir del primer dia de 32,24 + 0,47.Por otro lado, la
concentraciéon media obtenida para FBR”A” fue de 25,09 + 3,10 mgN-L. Asi, se obtuvo un
rendimiento de eliminacidn del 47% en FBR”A”, significativamente superior que el obtenido en
FBR”B”(22%).

Por otro lado, las concentraciones medias de NTs a partir del primer dia fueron de 25,55 + 3,31
mgN-L'? para FBR”A” y de 38,85 + 3,32 mgN-L™ para FBR”B”, obteniéndose unos rendimientos
de eliminacidn de 47 y 32% respectivamente.

Dado que el proceso de nitrificacion se encuentra inhibido, la reduccion de la concentracion de
amonio se debe Unicamente a su consumo por parte de las microalgas, de forma que, en vista
de los resultados, parece que una concentracién de nitrito de 5 mgN-L™ produce un efecto
inhibitorio sobre las microalgas, disminuyendo el rendimiento de consumo de amonio en un
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25%. Asi, el rendimiento de eliminacidn total de nitrégeno, se reduce un 15% en presencia de
nitrito.

Concentracién P-PO,?
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Figura 28: Ensayo 3.1. Evolucion de la concentracion de P-PO43- en mgP-L!

Por ultimo, las diferencias en la concentracién de fosfato entre ambos FBR también resultan
significativas (Figura 28).

La concentracién media de fosfato en FBR”B” se mantuvo practicamente constante a lo largo
de todo el ensayo (4,50 + 0,15 mgP-L?), es decir, el consumo de fosfato es practicamente nulo,
resultando un rendimiento de eliminacién del 7%. Sin embargo, la reduccidn obtenida en
FBR”A” es significativamente mds pronunciada. La concentracién media a partir del primer dia
resultd de 3,76 + 0,42 mgP-L! obteniéndose un rendimiento de eliminacién del 27%.

De forma simplificada, en vista de los resultados se puede concluir que el rendimiento algal se
ve significativamente reducido bajo una concentracién de 5 mgN-L:. En concreto, la
produccién de biomasa descendié un 37% y los rendimientos de eliminacidon de amonio, NTs y
fosfato disminuyeron un 25%, 16% y 20% respectivamente.

Ensayo 3.2: 10 mgN-L* de NO;.

La duracion de este ensayo fue de 6 dias. Los reactores se operaban en semi-continuo,
manteniendo un TRH de 3 dias.

Respecto a los nutrientes, la concentracion de amonio fue de 11,26 mgN-L*? para el cultivo y de
46,91 mgN-L? para el alimento. La concentracién de fosfato fue de 0,00 y 2,97 mgP-L! para
cultivo y alimento respectivamente.

El ultimo dia del ensayo, los nutrientes se agotaron en ambos FBR, por lo que para el andlisis
de resultados se eliminaron los obtenidos para ese dia.

Por otro lado, la concentracién de nitrito en cultivo y alimento fue de 0,00 mgN-L™. De esta
forma, se pudo mantener el FBR”A” en ausencia de nitrito y el FBR”B” a una concentracion de
10 mgN-L'! mediante la adicién de patrén de nitrito.

Por dltimo, la concentracidn inicial de SSV en ambos FBR fue de 521 mg-L?.

Los resultados obtenidos en este ensayo quedan representados en la Figura 29, Figura 30 y
Figura 31.
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Dindmica del crecimiento algal

En la Figura 29 se muestra la evolucion de la concentracion de SSV para cada FBR.
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Figura 29: Ensayo 3.2. Evolucidn de la concentracion de SSV (mg-L) para cada FBR.

En este ensayo, debido a la limitacidon de nutrientes, las diferencias no son tan significativas.
No obstante, se puede observar que la concentracion de microalgas es superior en el FBR sin
nitrito (FBR”A”). El primer dia de ensayo las concentraciones de ambos FBR fueron similares.

A partir del primer dia, la concentracién media obtenida para FBR”A” 493 + 21 mgSSV-L2. La
limitacién de nutrientes dificulta la produccién de biomasa algal, de forma que, en este FBR, la
variacion de la concentracion final respecto de la inicial fue nula. Por otro lado, la
concentracion media de FBR”B” a partir del segundo dia fue de 497 + 145 mgSSV-L:. Del
mismo modo que en el ensayo anterior, la presencia de NO;, parece disminuir el rendimiento
algal, ya que, en este FBR, la concentracidn de SSV se redujo un 21% respecto de la
concentracion inicial.

Evolucion de la concentracion de nutrientes

La Figura 30 muestra la evolucién de la concentracién de amonio(izquierda) y NTs (derecha).
Por otro lado, la Figura 31 muestra la variacidn de la concentracion de fosfato.

Como se puede observar, la concentracidon de amonio a partir del segundo dia fue inferior a 13
mgN-L? (Figura 30, izquierda) en tanto en FBR”A” como en FBR”B” (7,99 y 12,18 mgN-L?
respectivamente) por lo que los resultados en cuanto a rendimiento de eliminacién amonio y
NTs, podrian haberse visto reducidos (Ruiz-Martinez et al. 2014).
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Figura 30: Ensayo 3.2. Evolucion de la concentracion de N-NH4* (izquierda) y NTs (derecha) en mgN-L1,

En cuanto a la evolucién de la concentracion de nitrégeno, dado que el ultimo dia de ensayo
ambos FBR agotaron el amonio por completo, los rendimientos de eliminacién de amonio y
NTs se han calculado hasta el tercer dia de ensayo.

Respecto a la concentracién de amonio, se observa que su consumo es significativamente
mayor en FBR”A”. Entre los dias 1, 2 y 3 se observa una reduccion de la concentracion
alcanzandose un rendimiento de eliminacion del 96%. Por otro lado, durante este periodo, la
concentraciéon en FBR”B” se mantiene alrededor de 11,31 + 0,76 mgN-L?, obteniéndose un
rendimiento de eliminacion significativamente inferior al obtenido en de FBR”A” (49%).

Por otro lado, durante los dias 2, 3 y 4, la concentracion media de NTs fue de 10,84 + 2,33
mgN-L? para FBR”A”, inferior a la obtenida en FBR”B” de 29,30 + 0,57 mgN-L? (Se debe tener
en cuenta que de la diferencia entre ambos, 10mgN-L? se deben al patron de NO, afiadido en
FBR”B”). Los rendimiento de eliminacion de NTs hasta el tercer dia fueron de 56% y 20% para
FBR”A” y FBR”B” respectivamente.
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Figura 31: Ensayo 3.2. Evolucion de la concentracién de P-PO43 en mgP-L!

Por ultimo, debido a la baja concentracién de fosfato es en alimento (2,97 mgP-L1), al final de
cada ciclo el contenido de fosfato se encontraba practicamente agotado. La concentracidn
media de fosfato para FBR”A” y FBR”B” a lo largo de todo el ensayo fue de 0,03 + 0,00y 0,02 +
0,01 mgP-L? respectivamente (Figura 31).
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Los resultados obtenidos muestran que en presencia de 10 mgN-L? de nitrito, se produce una
reduccion de la produccidn biomasa del 21% y una disminuciéon del rendimiento de eliminacion
de amonio y NTs del 47% y 35%. La eliminacién de fosfato es del 100% en ambos FBR debido a
la baja concentracién inicial. Si comparamos estos resultados con los obtenidos en el ensayo
anterior, observamos que bajo una concentracién de 5 mgN-L? de nitrito la produccién de
biomasa fue mayor que en presencia de 10 mgN-L? de nitrito. Esto puede ser debido a la
limitacién de nutrientes tanto de amonio como de fosfato, de forma que los resultados
obtenidos en este ensayo podrian haberse visto disminuidos. Aun teniendo en cuenta este
ultimo aspecto, el rendimiento de eliminacién de amonio y NTs resulté un 22% y un 19%
superior en este ensayo.

Ensayo 3.3: 20 mg-L* de NO;.

Este ensayo tuvo una duracidn de 5 dias. De forma andloga a los ensayos anteriores, Los
reactores se operaban en semi-continuo, manteniendo un TRH de 3 dias.

La concentracién de amonio en el cultivo y alimento fue de 11,91 y 52,47 mgN-L?
respectivamente. La concentracion de fosfato fue de 0,04mgP-L en el cultivo y 3,99 mgP-L? en
el alimento.

Respecto al nitrito, tanto el cultivo como el alimento la concentracion fue de 0,00 mgN-L?, lo
que facilité que el FBR”A” trabajara en ausencia de este compuesto y que el FBR”B”, mediante
la adicién de patrén de nitrito, trabajar a una concentraciéon de 20 mgN-L™2.

Al tercer dia del ensayo, ambos FBR se encontraron limitados por nutrientes.
Por dltimo, la concentracidn inicial de SSV en ambos FBR fue de 313mg-L™.

Los resultados obtenidos en este ensayo quedan representados en la Figura 32, Figura 33 y
Figura 34.

Dindmica del crecimiento algal

La Figura 32 muestra la evolucién de la concentracion de los SSV en cada FBR.
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Figura 32: Ensayo 3.3. Evolucion de la concentracién de SSV (mg-L!) para cada FBR.

Del mismo modo que en los ensayos anteriores, se observa que la diferencia en la produccién
de solidos entre FBR”A” y FBR”B” es bastante significativa.
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Desde el primer dia, la concentracién media en FBR”A” fue de 574 + 57 mgSSV-L7?,
obteniéndose un incremento del 98% al final del ensayo. En cuanto a FBR”B”, la concentracion
media fue de 457 + 20 53 mgSSV-L! obteniéndose un incremento de sélidos inferior a FBR”A”
(53%).

Evolucion de la concentracion de nutrientes

A partir del tercer dia el amonio se agotd en FBR”A”, mientras que en FBR”B” aunque disponia
de amonio, su concentracidon fue limitante (<10mgN-L?). Ademds, debido a la baja
concentracién de fosfato del alimento, la concentracidon de este compuesto se agotaba antes
de la siguiente alimentacién. Por este motivo, los rendimientos obtenidos en cuanto a
eliminacion de nutrientes podrian verse reducidos.

La Figura 33 muestra la evolucidn de la concentracidon amonio (izquierda) y NTs (derecha) en
ambos FBR.
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Figura 33: Ensayo 3.3. Evolucion de la concentracion de N-NH,4* (izquierda) y NTs (derecha) en mgN-L1.

En cuanto a la eliminacién de amonio, se observa que su concentracion es significativamente
inferior en FBR”A”. Al tercer dia el amonio se habia consumido por completo en este FBR,
mientras que en FBR”B” se habia consumido un 73%. Por este motivo, el rendimiento se ha
comparado teniendo en cuenta la concentracion obtenida hasta el primer dia de ensayo. De
esta forma, se tiene que el rendimiento de eliminacién de amonio es del 75% para FBR”A” y
del 58% para FBR”B.

En cuanto al rendimiento del NTs, del mismo modo que el rendimiento de amonio se ha
calculado para el primer dia. Asi se obtuvo una reduccién del 9% para FBR"”B”
significativamente inferior a la obtenida en FBR, del 48%.

En vista de los resultados, se puede observar que, en presencia de nitrito, la eliminacién tanto
de amonio como de NTs es significativamente menor.
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Figura 34: Ensayo 3.3. Evolucidon de la concentracion de P-PO43- en mgP-Lt

Por ultimo, en la Figura 34 se observa que, del mismo modo que ocurria en el ensayo anterior,
el fosfato acaba consumiéndose en cada ciclo debido a la baja concentracidon de fosfato del
alimento (3,99mgP-L%).

En vista de los resultados obtenidos, se puede decir que en presencia de 20 mgN-L? de nitrito,
se produce una reduccion del rendimiento algal. Por un lado, la produccién de biomasa en
presencia de nitrito es un 45% inferior en comparaciéon con FBR”A”. Por otro lado, la
eliminacion de amonio y NTs se reduce un 17 y 39% respectivamente. Sin embargo, estas
diferencias podrian ser mayores si el medio no se hubiera encontrado limitado por nutrientes.
No obstante, cabe destacar que la mayor reduccién de la produccién de biomasa se dio para
este ensayo.

Sintesis de resultados

En cada uno de los ensayos se mostraron diferencias significativas entre ambos FBR en la
productividad de biomasa y rendimiento de eliminacion de nutrientes. Ademads, en todos ellos
se mostré que el rendimiento de depuracidn y productividad de biomasa fue superior en los
reactores en ausencia de nitrito.

Respecto a la depuracion del rendimiento de depuracién, otros estudios muestran que la
proliferacién de AOB genera una competencia con las microalgas por la toma de nutrientes,
provocando una reduccidn del rendimiento de depuracion (Gonzdlez-Camejo et al., 2018). Sin
embargo, los resultados obtenidos en este estudio indicarian que la reduccidn del rendimiento
no se deberia a la competencia por la toma de nutrientes, sino que, debido al proceso de
nitrificacion llevado a cabo por las AOB, aumenta la concentracién de nitrito en los FBR
produciendo un efecto inhibitorio sobre las microalgas.

No obstante, debido a la limitacidn de nutrientes producida en los ensayos 3.1 (10 mgN-Ll) y
3.2 (20 mgN-L?), no se puede establecer una relacién entre la concentracién de nitrito y la
disminucién de la productividad y eliminacién de amonio, sin embargo, si que se observa una
disminucién del rendimiento de eliminacién del NTs a mayor concentracion de NO2

La Tabla 7 muestra un resumen de los resultados obtenidos en este experimento.
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Tabla 7: Ensayos de inhibicion por NO; a largo plazo (3.1-3.3). Resumen de resultados
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Ensayo 3.1 5 mgN-L*? Ensayo 3.2 10 mgN-L! Ensayo 3.3 20 mgN-L

FBR”A” FBR”B” FBR”A” FBR”B” FBR”A” FBR”B”
TRC 3 dias
Duracion 4dias 6dias Sdias
SSVo (mgSSV-L?) 625 521 313
N-NOz (mgN-L?) 0 5 0 10 0 20
Rendimi .
?ndlmlento produccion de 14% 4% 0% 1% 98% 53%
biomasa
Rendimi liminacié
endlm+lento de eliminacion 47% 29% 96% 49% 75% 58%
de NH4
Rendimi liminacié
endimiento de eliminacion 47% 39% 6% 0% 48% 9%
de NTs
Rendimiento de eliminacic
endimiento de eliminacion 27% 7% 100% 100% 100% 100%

de POs
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5.4 Ensayo de Tiempo de Retencién Celular (TRC)

Este ensayo tuvo una duracién de 11 dias en la que el FBR”A” se operaba a TRC de 2 dias y el
FBR”B” a TRC de 4,5 dias.

La concentracidn inicial de nutrientes del cultivo fue de 0,00mgN:-L"? de amonio, 32,33mgN-L?
de nitrato y 1,82mgP-L? de fosfato.

Por otro lado, durante los 4 primeros dias se empled un alimento cuya concentraciéon de
amonio y fosfato fue de 50,76mgN-L? y 4,88mgP-L™2. A partir del quinto dia se cambid la
muestra del permeado empleado para alimentar los FBR, conteniendo una concentracién de
49,83mgN-L* de amonio y de 4,34mgP-L? de fosfato.

La concentracidn inicial de SSV en ambos reactores fue de 358mg-L™.

La evaluacién de la competencia entre microalgas y bacterias AOB a diferente TRC se realiza a
largo y a corto plazo.

Ensayo 4.1. A largo plazo

La evaluacién de la competencia entre microalgas y AOB se llevd a cabo destacando las
diferencias observadas entre ambos FBR.

Los resultados de este ensayo se muestran en la Figura 35, Figura 36 y Figura 37.

Dindmica del crecimiento algal

La Figura 35 se muestra la velocidad de produccién de biomasa.
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Figura 35: Ensayo 4.1. Productividad de biomasa (mgSSV-L1-d"1) en ambos FBR

A simple vista, en la Figura 35 se puede observar una diferencia bastante significativa en la
productividad de biomasa entre ambos FBR.

Cabe destacar que, a partir del dia 5, a final de cada ciclo, el fosfato se habia agotado en
ambos FBR. Por este motivo, los resultados podrian no ser representativos debido a la posible
limitacion de nutrientes. Asi, la productividad de biomasa media en ambos FBR se ha calculado
tomando los resultados obtenidos entre el los dias 1y 5.

En cuanto al FBR”A”, la productividad media obtenida fue de 82,4 + 4,8 mgSSV-L'1-d’. A pesar
de la limitacion de nutrientes, la productividad de biomasa en cada dia de ensayo fue superior
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a las obtenida en FBR”B”. La menor productividad en el FBR con mayor TRC puede deberse al
mayor efecto sombra (Abu-Ghosh et al., 2016) y a que el cultivo de microalgas se va haciendo
mas viejo (Almomani et al., 2019). Ademds, pueden aparecer organismos competidores que
dificulten la toma de nutrientes por parte de las microalgas.

Por otro lado, las variaciones que se observan para FBR”B” entre el dia 1y 5 se deben al ajuste
del volumen de purga para mantener el TRC de 4,5 dias. La productividad media obtenida para
este FBR resultd de 27,0 + 15,7 mgSSv-Lt.d .

En vista de los resultados obtenidos, parece que la productividad de biomasa algal se vio
favorecida para el TRC de 2 dias.

Velocidad de eliminacion de nutrientes

A continuacidn, se muestra la Figura 36 para llevar a cabo la evaluacion de la eliminacién de
NTs y del proceso de nitrificacion.
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Figura 36: Ensayo 4.1. Evolucion de la velocidad de eliminacidn de NTs (izquierda) y N-NH4* (derecha) en FBR”A” y
FBR”B” (mgN-Lt-d"t)
Al comienzo del experimento, la velocidad de eliminacidn de NTs fue similar en ambos FBR.
Sin embargo, a continuacion comienzan a observarse diferencias a lo largo del ensayo,
coincidiendo siempre que la mayor velocidad se da para el FBR”A”. Las velocidades medias de
eliminacién de NTs asociadas al FBR”A” y FBR”B fueron de 15,3 + 9,7 y 7,0 *+ 5,3mgN-Ld?
respectivamente.

En cuanto a la eliminacion de amonio, la mayor velocidad se da para FBR”A” en cada uno de
los dias de ensayo. La velocidad media obtenida para FBR”A” fue de 17,1 *+ 4,2 mgN-Lld?,
mientras que para FBR”B” fue de 11,0 + 4,0 mgN-L'd™.

De esta forma se tiene que la velocidad de nitrificacion para FBR”A” y FBR”B” es de 1,8 y 3,9
mgN-Lld? respectivamente.

Por ultimo, la Figura 37 muestra a velocidad de eliminacion de fosfato en ambos FBR.
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Figura 37: Ensayo 4.1. Evolucion de la velocidad de eliminacion de P-PO43- en FBR”A” y FBR”B” (mgP-L1-d1)

En cuanto a la eliminacidn de fosfato se observa que el FBR”A” es capaz de eliminarlo a mayor
velocidad que el FBR”B”. Asi, se ha obtenido una velocidad media de 1,9 + 0,6 mgP-L''dvy 1,0
+0,2 mgP-L'd? para FBR”A” y FBR”B” respectivamente.

Los resultados, obtenido muestran que la productividad de biomasa algal es superior en el FBR
con TRC de 2 dias, donde ademas se tienen velocidades de eliminacién de nutrientes mas
elevadas. Por otro lado, del calculo de la velocidad de nitrificacion, se tiene que las AOB se ven
favorecidas para el FBR con TRC de 4,5 dias, debido probablemente a que en estas condiciones
la velocidad de crecimiento de las bacterias se ve favorecida respecto a la de las algas.

Ensayo 4.2. A corto plazo

Se realizaron dos ensayos de velocidad de consumo de nutrientes durante el ensayo a largo
plazo: uno a los dos dias del comienzo del experimento (Ensayo 4.2.1); y otro el ultimo dia
(Ensayo 4.2.2). Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

o Ensayo4.2.1.

Este ensayo tuvo una duracion de 1 dia. Los resultados obtenidos se analizan a través de la
dindmica del crecimiento algal y de la variacidn de nutrientes en ambos FBR.

Dindmica del crecimiento algal

La Figura 38 se muestra la evolucidn de la concentracion de SSV en el FBR”A” (a) y FBR”B” (b).
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Figura 38: Ensayo 4.2.1. Evolucién de la concentracidn de SSV en FBR”A” (a) y FBR”B” (b).

La pendiente de las lineas de tendencia muestra la velocidad de produccion de SSV en cada
uno de los FBR. En cuanto al FBR”A” se obtuvo una velocidad de 152,8 mgSSV-L-d%, superior a
la obtenida en el FBR”B” de 137,1 mgSSV-L*-dl. Ademds, la concentraciéon de NO, en FBR”A”
fue de 2,68 + 1,21 mgN-L, mientras que en FBR”B” se tuvo una concentracidn superior, de
3,83 + 0,66 mgN-L'Estos valores parecen indicar que el aumento de la concentracidn de nitrito
producido por las AOB al oxidar el amonio, inhiba el desarrollo de biomasa algal, de forma que
la produccion se SSV se ve favorecida en FBR”A” (TRC=2dias).

Estos resultados se encuentran en consonancia con los obtenidos en el ensayo a largo plazo.
Ademas, apoya la hipétesis de que la velocidad de crecimiento algal se vea disminuida a mayor
concentracién de sélidos.

Cambios en las concentraciones de nutrientes

La Figura 39 muestra la evolucion de NTs, N-NO,+N-NOjs" (nitrificacién) y fosfato a lo largo de
este ensayo.
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Figura 39: Ensayo 4.2.1. Evolucion de la concentracidon de NTs, NOx y P-PO43- en FBR”A” (a) y FBR”B” (b)

En cuanto al FBR”A”, la eliminacion de NTs se produjo a una velocidad 13,2 mgN-L'd?,
reduciéndose desde 39,47 mgN-L? al inicio del ensayo hasta 27,27 mgN-L? al final.

Por otro lado, en cuanto los NOx (suma de NO; y NOs’), asociados al proceso de nitrificacion,
se descartaron los dos primeros valores ya que se alejaban considerablemente de los
obtenidos en el resto de los ensayos, de forma que, a partir de las 2,5 h de comienzo del
ensayo aumento de 11,67 a 16,00 mgN-L?, a una velocidad de 4,8 mgN-L-d%.

Por ultimo, el fosfato se redujo desde 3,46 hasta 1,60 mgP-L%, es decir un 54% vy lo hizo a una
velocidad de 1,9 mgP-Lt-d2.

Observando la evolucion en FBR”B”, la concentracion inicial de NTs en el FBR fue de 34,70
mgN-L?, reduciéndose a una velocidad de 7,5 mgN-L'*-d? hasta alcanzar un valor de 27,65
mgN-L? al final del ensayo, obteniéndose un rendimiento del 20%, inferior al obtenido en
FBR”A”.



ESTUDIO DE LA COMPETENCIA ENTRE MICROALGAS Y BACTERIAS
AMONIOXIDANTES EN LA ELIMINACION DE NUTRIENTES DEL
EFLUENTE DE UN REACTOR ANAEROBIO DE MEMBRANAS (AnMBR)

n UNIVERSITAT
POLITECNICA &
DE VALENCIA

D% VNIVERSITAT
€@  VALENCIA

.

Por ultimo, la concentracién de NOx, obtenida a partir de las 2,5h de ensayo aumentd desde
20,73 hasta 25,88mgN-L?, a una velocidad de 5,4 mgN-L-d™. Estos Ultimos datos indican que
la actividad de las AOB se encuentra favorecida en FBR”B”, como se habia observado a largo
plazo.

Respecto al fosfato, el ensayo empieza con una concentracion de 2,45mgP-L reduciéndose
hasta 0,98 mgP-L! a una velocidad de 1,6 mgP-L'*-d?, menor a la velocidad obtenida en
FBR”A”.

En este ensayo se observa que el aumento de la concentracién de nitrito en FBR”B”, produce
un efecto inhibitorio sobre las microalgas, reduciendo la produccién de biomasa. Dado que en
FBR”A” el TRC es menor, la concentracion de nitrito se encuentra mas diluida, y por tanto el
efecto inhibitorio sobre las microalgas es menor.

o Ensayo4.2.2.
Este ensayo se realizé de forma andloga al anterior.

Como se ha comentado, este ensayo se realizd al final del ensayo a largo plazo. En este
momento se habia agotado el fosfato casi por completo en ambos FBR y la concentracién de
amonio en FBR”B” se encontraba por debajo de 6 mgN:-L?, alcanzando un valor de 0,94 mgN-L°
Lal final del ensayo. Por este motivo los resultados podrian verse afectados.

A continuacidn, se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la dindmica del crecimiento
algal y los cambios en la concentracion de nutrientes.

Dindmica del crecimiento algal

La Figura 40 muestra la evolucién de la concentracién de SSV en el FBR”A” (a) y FBR”B” (b).
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Figura 40: Ensayo 4.2.2. Evolucién de la concentracién de SSV en FBR”A” (a) y FBR”B” (b).

Como se puede observar, la velocidad de produccion de SSV resulté muy baja en ambos FBR,
llegando incluso a producirse una disminucién en el FBR”B”. En FBR”A” aumenté de 182,98 a
362,22 mgSSV-L? (un 98%) a una velocidad de 42,4 mgSSV-L'1-d%. Sin embargo, en FBR”B” la
concentracidn de SSV pasé de 356,07 a 489,13 mgSSV:-L?, es decir, se produjo un aumento del
1,37%. Esta reduccién en la produccidon de biomasa algal se deberia a la limitaciéon de
nutrientes, sin embargo, las microalgas podrian estar inhibidas en ambos FBR por NO3’, ya que
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la concentracion en FBR”A” aumento de 2,10 a 7,50 mgN-L! mientras que en FBR”B”, aumento
de 2,57 a 5,28 mgN-L*

Cambios en las concentraciones de nutrientes

En la Figura 41 se muestra la evolucion de NTs, N-NO,+N-NOs™ (nitrificacién) y fosfato a lo largo
del ensayo.
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Figura 41: Ensayo 4.2.2. Evolucion de la concentracidn de NTs, NOx y P-PO43- en FBR”A” (a) y FBR”B” (b)

En cuanto al FBR”A”, la concentracién de NTs, se redujo de 35,70 a 29,26mgN-L?, es decir un
18% a una velocidad de 5,7 mgN-L1-d’. Esta baja reduccién se debe a que, por un lado, la
actividad de las microalgas se vio disminuida por la limitacidon de nutrientes y por otro, a que
las AOB continuaron activas y produciendo NO;".

Por otro lado, la concentracion de NOx disminuyé de 25,62 a 17,62 mgN-L?, a una velocidad de
6,9 mgN-L-d? lo que indicaria una disminucién de la actividad de las AOB y consumo de NOs
por parte de las algas.
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El fosfato se agotd en los primeros 15 minutos de ensayo.

Respecto a FBR”B” la concentracién de NTs se mantuvo constante a lo largo del ensayo con un
valor de 27,63 + 1,14 mgN-L™.

En cuanto a la concentracidon de NOx aumentd de 22,06 a 26,81 mgN-L? a una velocidad de 5,7
mgN-L2-d?, lo que indicaria que el proceso de nitrificacién se continué llevando a cabo por
parte de las AOB.

La concentracién de fosfato fue nula durante todo el ensayo.

En resumen, debido a la limitacion de nutrientes, la evolucion en la concentraciéon de
nutrientes es diferente a la obtenida en el ensayo 4.2.1. Sin embargo, se puede observar que,
para el FBR con TRC menor, la reduccion de NTs y disminucién de NOx, indicaria que las
microalgas se ven favorecidas frente a las AOB. Por otro lado, el FBR”B” muestra como la
concentracién de NTs se mantiene constante y aumenta la concentracién de NOx, es decir, las
AOB se ven favorecidas para TRC elevados, mientras que la produccién de biomasa algal es
practicamente nula.

Sintesis de resultados

Este ensayo se realizé con el objetivo de observar la competencia entre las microalgas y las
AOB frente a diferentes TRC.

Tanto en el ensayo a largo como a corto plazo se observé que la productividad de biomasa se
veia favorecida en el FBR con TRC de 2 dias. Este aspecto se debe, por un lado, a que la elevada
tasa de crecimiento de las microalgas permite su desarrollo a TRC bajos; y por otro lado, a que
el desarrollo de las AOB se ve desfavorecido a TRC bajos, lo que conlleva a una menor
produccién de nitritos y por tanto, el efecto inhibitorio sobre las algas es menor que para TRC
mayores. Ademas, a TRC mayor existe limitacién del crecimiento de las algas por luz (mayor
efecto sombra) y escasez de nutrientes (menor carga de nitrégeno y fosforo).

Por otro lado, la evaluacién del proceso de nitrificacion mostré que las bacterias se vieron
favorecidas en el FBR con TRC de 4,5 dias.

A continuacidn, se muestra una tabla resumen de los datos mas relevantes obtenidos en este
ensayo.
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Ensayo 4.1: A largo plazo

FBR”A” FBR”B”

Ensayo 4.2.1: A corto plazo

Ensayo 4.2.1: A corto plazo

FBR”A” FBR”B” FBR”A” FBR”B”

Duracion 11dias 1dia 1dia
TRC 2 4,5 2 4,5 2 4,5
Productividad media biomasa (mgSSV-L-
1.44) 82,4+4,8 27,03%£15,70 - - - -
Produccion de biomasa (mgSSV-L1-d"1) - - 152,8 137,1 42,4 0
Velocidad de eliminacion de NTs

15,39,7 7,045,3 13,2 7,5 5,7 0
(mgN-gSSv-1-d?)
Velocidad de nitrificacion(mgN-gSSV-1-d-1) 1,8 3,9 4,8 5,4 -6,9 5,7
Velocidad de eliminacién de PO

1,910,6 1,0£0,2 1,9 1,6 - -

(mgP-gSSV-1-d-1)
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6 CONCLUSIONES

La realizacién de diferentes ensayos a escala laboratorio se realizé con el objetivo de estudiar
la competencia entre microalgas y AOB para el tratamiento de efluentes procedentes de un
AnMBR de forma que este estudio pueda emplearse como base para el sobre-escalado de esta
tecnologia.

Por un lado, de los 5 ensayos en los que se comparé la produccién de biomasa algal y la
velocidad de consumo de nutrientes entre FBR en los que se inhibid el proceso de nitrificacién
mediante la adicidon de ATU y FBR en los que las AOB se encontraban activas se obtuvieron las
siguientes conclusiones:

- En condiciones de inhibicién del proceso de nitrificacion, los resultados mostraron un
descenso simultaneo en la concentracién de amonio y nitrato, siendo la velocidad de
eliminacion de amonio superior. Dado que en ningiin momento se dieron condiciones
favorables para llevar a cabo el proceso de desnitrificacién, la reduccién de nitrato se
asociaria a su consumo como nutriente por parte de las microalgas. Este aspecto
contradiria los resultados obtenidos en diferentes estudios que indican que el
consumo de nitrato, como fuente de nitrégeno por parte de las microalgas, se produce
en ausencia de amonio (Hii et al. 2011; Ruiz-Marin et al. 2010).

- En cuanto al rendimiento de produccién de biomasa, no se obtuvieron diferencias
significativas. Sin embargo, se observd mayor eliminacion de nitrégeno y fosfato
cuando el proceso de nitrificacidn se encontraba inhibido.

Por otro lado, de los ensayos orientados a evaluar la inhibicion de nitrito a corto y a largo plazo
se obtuvieron las siguientes conclusiones:

- Los ensayos a corto plazo (respirometrias) no mostraron diferencias significativas
frente a diferentes concentraciones de nitrito.

- En cuanto a los ensayos a largo plazo, se observé que la presencia de nitrito producia
un efecto inhibitorio en el desarrollo de chlorella para las diferentes concentraciones
ensayadas (5, 10 y 20 mgN-L?).

- Debido a la limitacién de nutrientes producida en los ensayos con 10 y 20 mgN-Lde
NO; no se pudo establecer una relacién directa entra la concentracién de nitrito y el
grado de inhibicidn. Aun asi, se observd que la disminucién del rendimiento de
eliminacion de NTs aumentaba al aumentar la concentracién de NO,. Ademas, Dado
que las caracteristicas del medio al comienzo de cada uno de los ensayos fueron
distintas, resulta complicado realizar comparaciones entre los distintos ensayos ya que
a mayor concentracion de SSV en el FBR, el efecto de sombreado podria distorsionar
los resultados

- Estos resultados sugieren que la competencia entre AOB y microalgas no se debe
solamente a la toma de nutrientes, si no al efecto inhibitorio que produce el
incremento de la concentracion d eNO; en el medio, producto de la actividad de las
AOB.
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- Se deberian realizar ensayos posteriores orientados a investigar el umbral a partir del
cual la presencia de nitrito produce un efecto inhibitorio sobre Chlorella asi como el
grado de inhibicién frente a diferentes concentraciones de nitrito.

Por ultimo, de los ensayos orientados a evaluar el efecto del TRC sobre el rendimiento de las
microalgas se obtuvieron las siguientes conclusiones:

- La proliferacién de AOB a TRC altos produce un aumento de la concentracién de nitrito
gue inhibe el desarrollo algal. De esta forma, los TRC bajos favorecen el desarrollo de
las microalgas debido al mayor grado de dilucién del nitrito.

- Se observd que, bajo concentraciones reducidas de amonio, las AOB se ven
favorecidas ya que la produccién de nitrito debido a su actividad, la limitacién de
nutrientes y el efecto sombra reducen significativamente el desarrollo de biomasa
algal.
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