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RESUMEN
Existen varios problemas que aquejan la cria de microalgas usadas como materia prima de
biocombustibles. Uno de ellos es la necesidad de aguas con suficientes nutrientes para su
crecimiento y otro es que existen microorganismos que compiten por estos nutrientes. Por otro
lado, también se conoce del gran potencial de estas microalgas para la purificacion de aguas
residuales. Como solucién de los problemas ambientales de aguas residuales de porcicultura y
como posibilidad de usar estas aguas como medio de cultivo de Chlorella vulgaris, se realizo el
presente estudio. El cultivo a gran escala de estas microalgas requiere de un tratamiento previo de
las aguas, para eliminar bacterias y microorganismos. Este procedimiento suele ser costoso y
complejo. En este estudio se probaron tres métodos econdémicos de desinfeccion: irradiacion UV,
hipoclorito de sodio (NaClO) y &cido peracético (PAA), en varias dosis y concentraciones. El
tratamiento con luz UV por 30 minutos redujo aproximadamente 4 log del total de bacterias en
este tipo de aguas, mientras 60 minutos produjeron inactivacion total. Los tratamientos con
hipoclorito de sodio tuvieron reducciones microbianas de 0.8 log a una dosis de 30 mg/L y de 1
log a dosis de 60 mg/L. Una cantidad de acido peracético de 12.5 mg/L produjo aproximadamente
2 reducciones logaritmicas, mientras que se necesitaron 50 mg/L de PAA para lograr 3
reducciones. El crecimiento de C. vulgaris en las aguas pretratadas presentd fase de adaptacion y
fase exponencial de crecimiento, mientras el agua sin tratar tuvo las dos fases anteriores y fase
estacionaria, siendo el crecimiento menor a la del agua pretratada. Los nutrientes fésforo y
nitrégeno tuvieron reducciones de 97% y 89%, respectivamente, para aguas pretratadas y del 94%
y 85% para el agua control, después del cultivo. EI DQO se redujo 80% para aguas pretratadas y

70% para agua sin tratamiento.

Palabras clave: luz UV, aguas residuales, hipoclorito de sodio, acido peracético, microalgas



COMPARACION DE METODOS DE DESINFECCION PARA AGUAS RESIDUALES DE
PORCICULTURA DESTINADAS AL CULTIVO DE CHLORELLA VULGARIS

ABSTRACT

There are several problems that afflict the use of microalgae as a biofuel feedstock. One of
them is the need for water with enough nutrients for its growth and another is that there are
microorganisms that compete for these nutrients. On the other hand, the great potential of these
microalgae for wastewater purification is also known. As a solution to the environmental problems
of swine wastewater and as a possibility of using these waters as a culture medium for Chlorella
vulgaris, the present study was carried out. The large-scale cultivation of these microalgae requires
a pretreatment of the waters, to eliminate bacteria and microorganisms. This procedure is usually
expensive and complex. Three economic methods of disinfection were tested in this study: UV
irradiation, sodium hypochlorite (NaClO) and peracetic acid (PAA), in various doses and
concentrations. The UV light treatment for 30 minutes reduced approximately 4 log of the total
bacteria in this type of water, while 60 minutes produced total inactivation. The sodium
hypochlorite treatments had microbial reductions of 0.8 log at a dose of 30 mg/ L and 1 log at a
dose of 60 mg / L. A quantity of 12.5 mg/ L peracetic acid produced approximately 2 logarithmic
reductions, while 50 mg / L of PAA was needed to achieve 3 reductions. The growth of C. vulgaris
in the pretreated waters presented an adaptation phase and an exponential phase of growth, while
the untreated water had the two previous phases and the stationary phase, the growth being less
than that of the pretreated water. The phosphorus and nitrogen nutrients had reductions of 97%
and 89%, respectively, for pretreated waters and 94% and 85% for control water, after cultivation.

The COD was reduced 80% for pretreated water and 70% for untreated water.

Keywords: UV light, sewage, sodium hypochlorite, peracetic acid, microalgae
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1 INTRODUCCION
Algunos estudios realizados alrededor de yacimientos de petrdleo sefialan que en el mundo
podria existir escasez de este elemento en el primer decenio del siglo XXI pudiendo extenderse,
quizas, hasta la tercera década del mismo (Schwartz, Parker, Hess, & Frumkin, 2011). Es por ello
que es indispensable encontrar alternativas energéticas eficaces y eficientes al petroleo. Una de
ellas es la generacion de biocombustibles, la cual provoca menos contaminacion atmosférica y es
més amigable con el entorno desde su produccién hasta su disposicion final (McCarthy, Rasul, &

Moazzem, 2011).

Se espera que la produccion de biocombustibles ofrezca nuevas oportunidades para
diversificar los ingresos, las fuentes de suministro de combustible, promover el empleo en las
zonas rurales, desarrollar el reemplazo a largo plazo de los combustibles fosiles y reducir las
emisiones, aumentando tanto la descarbonizacion de los combustibles para el transporte como la
seguridad del suministro de energia. Una de las principales fuentes para la produccion de
biocombustibles en la actualidad es a través de aceites vegetales, pero como los aceites vegetales
también son usados para consumo humano, puede existir una sobre demanda y subidas de precios
en ellos (Mata, Martins, & Caetano, 2010). Debido a esto, la produccion de biocombustibles a
través de las microalgas se reconoce como la Unica fuente viable para remplazar los derivados de
petréleo, sin afectaciones en la alimentacién humana. Se estima que la mismo area de campo usada
para la cria de microalgas es 200 veces mas productiva que el mismo campo con aceites vegetales

(Chiu et al., 2015).

Los componentes lipidicos de las microalgas sirven de base para diferentes usos
bioenergéticos: biodiesel, bioetanol, biogas y biohidrogeno (Jones & Mayfield, 2012). Los

triacilglicéridos (TAG) sirven como reserva de energia en las algas. Estas grasas neutras estan
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formadas de una cadena triple de ésteres, unidas a una molécula de glicerol. Estos lipidos pueden
ser convertidos en biodiesel con facilidad por medio de transesterificacion, el cual consiste en
cambiar el glicerol por alcohol (e.g. metanol). Los productos obtenidos por este medio son: glicerol

y éster-metilico (i.e. biodiesel) (Meher, Vidya Sagar, & Naik, 2006).

El precio de criar las microalgas en lugares donde ya existen los nutrientes adecuados puede
ser menor en un 50% comparado a criarlas en biorreactores, ya que se debe tener en cuenta el
costo de energia eléctrica, fertilizantes y construcciones fisicas (Slade & Bauen, 2013). Un agua
que posee caracteristicas quimicas adecuadas es la de los desechos de porcicultura ya que los
nutrientes y metales encontrados en ella permiten su desarrollo. El contenido de fésforo y
nitrégeno puede ser perjudicial para el ambiente, pero ideal para las microalgas (Mostafa, Shalaby,

& Mahmoud, 2018).

El Ministerio del Ambiente ha dispuesto que el TULAS en su Libro VI, Anexo I, legisle
los criterios de calidad permisibles para la conservacion de flora y fauna que deben cumplir las
aguas residuales de las granjas porcinas. Debido al potencial dafiino de estas aguas residuales,
muchos criaderos han usado agentes anaerobios o métodos de filtracion y autoclaves para la
inocuidad de estas, pero su costo es elevado, provoca un consumo excesivo de energia y su manejo
resulta complejo, lo que convierte al proceso en una imposibilidad si se piensa en grandes escalas.
Es por esto menester buscar formas de ligar la polucion y la reutilizacion de estas aguas (Qin et al.,
2014). El uso de estos métodos terciarios puede ser tres 0 cuatro veces mas costoso que la
utilizacion de tratamientos primarios. El uso de microalgas no solo contribuye al decremento de
nitrogeno y fésforo, sino también de metales pesados y componentes organicos toxicos (Chiu et al.,

2015).
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Sin embargo, las aguas residuales adolecen de tener alta carga bacteriana que impide la
proliferacion de microalgas. Estas cepas bacterianas usan las propiedades quimicas para su
crecimiento, estando en contraposicion al de las microalgas, lo que vuelve perentorio el pretratar
el agua para reducir o eliminar estas bacterias (Mostafa et al., 2018). Un estudio realizado por
Currie y Kalff, (2013) demuestra que la habilidad de las bacterias es superior al de las algas en la

obtencion de nutrientes (e.g. fosforo) incluso bajo condiciones limitadas del mismo.

Para poder eliminar la mayor cantidad de estas bacterias, sin dafiar los componentes
necesarios para las microalgas, se deben encontrar alternativas de desinfeccion. La luz ultravioleta
de 254 nm de longitud (UV-C) se ha usado eficazmente para la desinfeccion de aguas residuales.
Los microorganismos absorben la energia emitida por esta luz y las reacciones fotoquimicas
alteran los componentes moleculares esenciales (RNA y DNA) resultando en efectos germinicidas
(Newman, 2004). Por otra parte, el hipoclorito de sodio en concentraciones de 0.2 a 2 mg/L ha
demostrado una buena desinfeccion, siendo recomendable 1.875 mg/L. Esta dosis permite
desinfeccion y a la vez residuos de menos de 0,2 mg/L de cloro al cabo de 24 horas (Lantagne,
2008). Por ultimo, el &cido peracético es un oxidante fuerte que actta sobre las proteinas, enzimas
y otros metabolitos degradandolos, debido a la liberacién de oxigeno activo. También actla sobre
las uniones dobles, impidiendo su funcion molecular, ademas de incidir de igual manera sobre las

lipoproteinas citoplasmaticas (Gehr, Wagner, Veerasubramanian, & Payment, 2003).

Actualmente, en la Facultad de Ciencias Naturales y Ambientales (FCNA) se desarrolla el
proyecto titulado “Obtencion de Biomasa Destinada a la Produccion de Biocombustibles a partir
de Microalgas y Residuos Madereros”, el cual busca estandarizar y optimizar métodos tanto para
el crecimiento de microalgas, como para la extraccion de lipidos que se convertirdn en
bicombustible. Con la finalidad de facilitar el desarrollo del proyecto, las investigaciones asociadas

5
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buscan implementar aguas residuales para abaratar costos derivados del uso de medios de cultivo
definidos y asegurar un adecuado rendimiento en la obtencion de biomasa algal, la cual no se vea
afectada por carga bacteriana del agua empleada. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue
comparar métodos de desinfeccidon de aguas residuales procedentes de granjas de porcicultura y

faenamiento, para ser usadas en el cultivo de Chlorella vulgaris.

2 MATERIALES Y METODOS

2.1 MUESTRAS DE AGUA

Aproximadamente 2000 mL de agua fueron adquiridos de una industria de cria y
faenamiento de cerdos (porcicultura) ubicado en la provincia de Cotopaxi, en la ciudad de
Latacunga, con coordenadas geograficas: 0°56°59.2°’S 78°36°51.9°°W (Figura 1) y llevadas a los
campus de la Universidad Internacional SEK, en Carcelén. En este criadero se utilizan tratamientos
quimicos y lodos para cumplir con las normas necesarias de desechos de las aguas usadas en la

cria y faenamiento de los animales.

-
T T X T T
PR00000  PHO3000  PHOSO00 1 PRIN00 W1 DW

SHAPE | X Y ZONA ALTTTUD |~
1 765501 3903471 175 | 2915655
2 | 7vas3s 5903356 17s | 2960,366
3 764547 5903238 175 | 2960,770 .
A1 76547| 9903345 17s| 2959374 | 1:8.000



COMPARACION DE METODOS DE DESINFECCION PARA AGUAS RESIDUALES DE
PORCICULTURA DESTINADAS AL CULTIVO DE CHLORELLA VULGARIS

Figura 1. Mapa cartogréafico del sitio de donde las muestras de agua fueron adquiridas

2.2 MICROALGAS

El tipo de microalga utilizada fue Chlorella vulgaris, adquirida del Banco Espariol de Algas
y mantenida en Basal Bold Medium (BBM). Para el mantenimiento se utilizo luz artificial “cool
white” de 40 Watts e intensidad de luz de 3000 luxes. El fotoperiodo que se usé fue de 12:12 de
luz:oscuridad. La temperatura se mantuvo en 21 = 2°C. Todos los cultivos de C. vulgaris se

realizaron en fotobiorreactores de vidrio (PBR), con suministro de aireacién constante.

2.3 DESINFECTANTES QUIMICOS Y FUENTE UV

Los tratamientos de desinfeccion UV fueron llevados a cabo con una lampara de arco de
mercurio a baja presion de 18 Wy 253,7 nm. La irradiancia UV en la muestra de la superficie fue
de 3.5 mW cm™. Los protocolos realizados fueron tomados en cuenta de acuerdo con Bolton,
Linden, & Asce (2003). El hipoclorito de sodio fue usado en concentracion del 5% y neutralizado
de acuerdo a los protocolos de Koivunen & Heinonen-Tanski (2005). El &cido peracético esta
constituido por acido peracético y peroxido de hidrdégeno, en concentraciones de acido 15% y

tensoactivos 85%.

2.4 DESINFECCION POR RADIACION ULTRAVIOLETA
Muestras de agua sin tratamiento con un volumen de 50 mL fueron colocadas en placas de
Petri y sometidas a diferentes tiempos exposicion a luz UV-C: 10, 30 y 60 minutos a 53 cm de

distancia. Cada tiempo de exposicién fue realizado por triplicado y de forma independiente.

2.5 DESINFECCION POR HIPOCLORITO DE SODIO
Se emplearon diferentes concentraciones de NaClO: 10, 30 y 60 ppm a un volumen de 50

mL de agua. Posteriormente, se incubaron por 12 horas en oscuridad y 12 horas en presencia de
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luz solar. Por altimo, se agregd Tiosulfato de Sodio, en concentraciones de 2.3 ppm por cada ppm
de NaClO para neutralizar el cloruro sobrante (Koivunen & Heinonen-Tanski, 2005). Cada

concentracion fue aplicada por triplicado y de forma independiente.

2.6 DESINFECCION POR ACIDO PERACETICO
Las muestras de agua con volimenes similar a los anteriores tratamientos fueron sometidas
a5, 12.5 y 50 ppm de &cido peracético. Posteriormente se dejaron las muestras en reposo durante

10 minutos. Cada concentracion fue aplicada por triplicado y de forma independiente.

2.7 CONTEO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

De las muestras sometidas a diferentes tratamientos de desinfeccion se realizaron
diluciones de 1:10, 1:100, 1:1.000, 1:10.000, 1:100.000 y 1:1.000.000; se tomaron 25uL de cada
una y fueron sembradas en placas de agar Levine al 1.5% y expandidas con asa Digralsky (spread
Method), por triplicado. Las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas. Para el conteo se
tomaron en cuenta Unicamente las placas que presentaron entre 25 a 250 colonias, ya que este
namero de bacterias es estadisticamente representativo (Sutton, 2012). EI nimero de bacterias
viables por muestra se expresdé en Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por cada 100

mililitros.

Para calcular el nimero de UFC se utilizd la siguiente formula:

UFC Numero de muestras x factor de dilucion
ml Volumen de muestra sembrada

x 100
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2.8 ANALISIS DE CRECIMIENTO DE MICROALGAS

Se prepararon cultivos de microalgas con un volumen de 500 mL de agua residual
previamente sometidas al pretratamiento dptimo de desinfeccion evaluado (UV-C por 30°), a
autoclave y sin tratamiento (control). Cada condicion de cultivo fue evaluada por triplicado
mediante el método de conteo por camara de Neubauer, durante 15 dias y a temperatura promedio

de 20°C.

Para el calculo de la densidad celular, se utilizo la siguiente formula:

Células _ # de celulas contadas x factor de dilucion

ml factor de volumen x 0,001

2.9 ANALISIS DE NUTRIENTES

Se efectuaron analisis de fosforo, nitrégeno, pH y demanda quimica de oxigeno (DQO)
con el agua antes de ser tratada y después de la cria de las microalgas en cada uno de los
tratamientos. Los protocolos para realizar los analisis se efectuaron acorde a lo recomendado por

la casa comercial Hach, usando un espectrofotometro DR5000.
El porcentaje de remocion de nutrientes (PRN) se calculé a partir de la siguiente formula:

(Co - Ci)
—x
Co

PRN = 100

Donde Co y Ci son definidos como los valores promedios de concentracion de nutrientes

al principio y al final del ensayo, respectivamente.
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2.10 ANALISIS ESTADISTICO.

Los parametros asociados al conteo de UFC, densidad celular y analisis de nutrientes
fueron expresados como el valor + una desviacion estandar (X + DE) y se realiz6 una comparacion
de medias de los diferentes grupos de experimentacion a través de la prueba T de student. Las
diferencias de medias entre cada grupo se consideraron estadisticamente significativas al presentar

valores de P<0.05.

3 RESULTADOS

3.1 EVALUACION DE LOS METODOS DE DESINFECCION

La Figura 2 muestra las UFC pre y post tratamientos de los diferentes métodos de
desinfeccion evaluados. El conteo para el agua del grupo control presentd 39E® UFC por cada 100
mL. El tratamiento de radiacion por luz UV-C durante 10 minutos no tuvo disminucién
significativa (P>0.05) en las UFC, respecto al agua control. Las UFC se redujeron 4 log respecto
al control, con 30 minutos de radiacion UV-C (P<0.05). Las UFC fueron eliminadas en su
totalidad en el método UV-C de 60 minutos, siendo este el unico tratamiento que eliminG por
completo la carga bacteriana de las muestras de agua. La desinfeccién usando hipoclorito de sodio
en la concentracion de 10 ppm no tuvo reducciones significativas (P>0.05), mientras que a las
concentraciones de 30 y 60 ppm se redujo en 0.8 y 1 log las UFC. En el caso del tratamiento por
PAA se presentaron reducciones de 2 log, estadisticamente significativas, para las concentraciones

de 5y 12.5 ppm y de 3 log para la concentracion de 50 ppm (Figura 2).

10
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S0 ppm 1 1.05E+05
125ppm m 3.77E+05

Sppm ™ g 52E+05
Tratamiento con PAA

60 ppm: o 5.04E+06

30 ppm: e 8_13E+06

W ==y — 5 20E-C7
Tratamiento con NaCiO

Tratamiento

60 minutos 0.00E+00

30 minutos: | 8.00E+03

10 mMinUTOS: 1 3_87E+07
Tratamiento con UV:

i 3.90E+07

Sin tratamiento

-1.00E+07 0.00E+00 1.00E+07 2.00E+07 3.00E+07 4.00E+07 5.00E+07

Unidades Formadoras de Colonia x 100 mL™?

Figura 2. Conteo de UFC en diferentes en muestras de agua sometidas a los tratamientos
de desinfeccion. Las barras representan promedios de tres experimentos con la desviacion estandar

asociada (media + DE).

La Tabla 1. muestra los tipos de bacterias detectadas en el agua residual de porcicultura y
su eliminacion a través de los métodos de desinfeccion. El agar Levine mostro el crecimiento de
bacterias no fermentadoras de lactosa, enterobacterias y E. coli. Los resultados experimentales
obtenidos aqui demuestran que no hay diferencias significativas entre 30 y 60 minutos de radiacion
(P>0.05) UV en términos de inactivacion de UFC. Para las tres muestras de aguas residuales, las
concentraciones finales de UFC totales después de la exposicion a una dosis UV de 60 minutos
estaban todas por debajo del limite de deteccion (0.1 UFC mL™). Dos de las tres muestras para

tiempos mayores a 30 minutos estaban por debajo del limite de deteccion. Comparando E. coli,

11
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enterobacterias y bacterias no fermentadoras de lactosa en aguas residuales, se puede ver que las

terceras fueron mas dificiles de inactivar.

Tabla 1. Unidades Formadoras de Colonia por tipo, post tratamiento (media = DE)

Bacterias no

Enterobacterias E. Coli fermentadoras de Total
(UFC 100 mL*) (UFC 100 mL?) lactosa (UFC 100 mL*)
(UEC 100 mL*)

Tratamiento UV

10 minutos 2.63E7+ 3.23ES 4 67ES = 4 9TES 7.73E¢ + 4 42ES 3.87E7 £ 2.27ES
30 minutos IT IT 8.00E* + 1.39E* 8.00E3 = 1.39E*
60 minutos IT IT IT 1T
Tratamiento por
NaClO
10 ppm 4 67ES+ 1.89ES 8.00ES = 3.86E* 2.17E7 + 2 34E$ 3.44E7 = 1 44E¢
30 ppm 1.64E6+ 3.12E° 6.80E° = 8.00E* 5.81Ef + 3.59E° 8.13E6 = 1.22E?
60 ppm 2.24E%+ 2 08E? 3.73E3 £ 2.01E3 2.43E%+ 7.51E° 5.04E€ = 4 87E°
Tratamiento por
PAA
5 ppm 1.75E°+ 6.11E* 3.87E*+ 4 62E° 4 39E° + § 49E* 6.52E3 = 1.42E?
12.5 ppm 1.05E°+ 2 44E* 4.13E*+ 1.29E* 2.31E% + 4 20E* 3.77E5 = 1.01E*
50 ppm 4.13E*+ 1 85E* 8.00E3 = 4.00E3 5.60E*= 6.93E? 1.05E3 = 8.33E3

IT. Inactivacion Total

3.2 EVALUACION DEL CRECIMIENTO DE MICROALGAS

A partir de los resultados de los métodos de desinfeccion se dedujo que el mejor tratamiento
fue de UV-C 30 min. Este tratamiento fue utilizado para desinfectar el agua destinada al cultivo
de la especie C. vulgaris, microalga conocida por su potencial para la generacion de lipidos y
posterior conversién a biocombustibles. La Figura 3 muestra las curvas de crecimiento de C.
vulgaris en presencia de agua con el tratamiento anteriormente mencionado, agua autoclavada y
sin desinfectar. La tasa de mayor crecimiento se obtuvo por uso de autoclave, con variacion
estadisticamente no significativa a la de desinfeccion por radiacion de luz UV-C. La densidad
celular aument6 alrededor de 8.50E° ¢/mL hasta aproximadamente 1.60E’ c/mL, en las dos aguas
pretratadas. El crecimiento en el agua sin tratamiento fue menor comparado (P<0.05) con los otros

grupos experimentales, con una densidad celular que llego hasta 8.25E¢ ¢/mL al dia 15.
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Figura 3. Curvas de crecimiento de C. vulgaris empleando aguas de porcicultura bajo diferentes

condiciones. Los puntos en las curvas denotan los dias de conteo y variacion por dias.

3.3 EVALUACION DE REMOCION DE NUTRIENTES

La Tabla 2 muestra los valores iniciales y finales de diferentes nutrientes evaluados en el
agua de faenamiento y porcicultura, usada para el cultivo de C. vulgaris, previamente sometida a
diferentes métodos de esterilizaciéon. Las concentraciones iniciales de nitratos, ortofosfatos y el
DQO oscilaron entre 60, 11 y 800 mg/L respectivamente. Posterior al cultivo durante 15 dias, se
observa una notoria reduccion en el contenido de nitratos evaluados, con valores iniciales de
61.1+1.6 mg/L y 62.4+1.4 mg/L y finales de 1.5+0.5 mg/L y 1.7+0.5 mg/L (P<0.05) en las
muestras del tratamiento con autoclave y luz UV, lo cual representa hasta un 97.6 % de remocion

de estos nutrientes. En el caso del agua sin desinfectar, el porcentaje de remocion de nitratos
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alcanzd el 93.6 %. Los ortofosfatos también presentaron una reduccién general, con valores finales
cercanos a 10 mg/L y un PRN méaximo de 89% para los tratamientos de autoclave y U.V y de 85.5
% para la condicién control (P<0.05). De nuevo, el agua sin tratamiento presentd un porcentaje
de remocion menor con 85.2%. Finalmente, los valores de DQO presentaron la menor reduccion
de los 3 parametros evaluados, con valores maximos y minimos de remocion de 80 y 81 %,
correspondientes a 158.8 mgO2/mL en el caso del tratamiento con U.V y 161.1 mgO2/mL en el
agua sin tratamiento. Estos valores representan alrededor de 9 % més de PRN en comparacion con
el agua sin tratar. En la figura 4 se aprecian los cambios del pH a través del tiempo. El agua control

tuvo variacion de 2 puntos mientras las aguas pretratadas variaron alrededor de 1.3.

Tabla 2. Andlisis cuantitativo de nutrientes del agua usada para el cultivo de C. vulgaris.

Control Autoclave U.V.
Nutrientes S«;}lgr \fllur PRN \rtdlf)r Valor PRN Valgr Valor PRN
micial final micial final micial final
Nitratos o500 3904 936 611416 15405 97,6 624+14  17+05 972
(mg/L)
Ortofosfatos ) 1,6 0,6 85,5 1,1 +£1,5 1.2 0,8 89.1 103+04 11405 89,3
(mg/L)
DQO H i o B
8338 +73 2437 +38 71 824 +6.9 161,1 = 1.6 80 8263 +73 1588 +2.7 81

(mg/L)
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+ Contral LY Autoclave
10.00
5.00 ! *
B.00
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Figura 4. Variacion de pH a través del tiempo usando gréficas de dispersion. Los puntos son

promedios de tres muestras.

4 DISCUSION

4.1 DESINFECCION

Se demostré que la luz ultravioleta es un eficiente desinfectante contra las bacterias
presentes en aguas residuales correspondientes al faenamiento de porcicultura. La duracién de
treinta minutos de este tratamiento dio como resultado disminuciones de 4 log de UFC, siendo
eficiente en su totalidad para bacterias de tipo E. coli y enterobacterias. Las bacterias no
fermentadoras de lactosa demostraron mayor resistencia contra este tipo de desinfeccion con
vestigios minimos remanentes correspondientes al 0.02% del agua control, lo que puede tomarse
como una desinfeccidn suficiente para el estudio, ya que se presupone que no afectaria el posterior

crecimiento de las microalgas. Este resultado esta de acuerdo con otros estudios previos (Guo, Hu,
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Bolton, & El-din, 2009) los cuales demostraron que la UV es efectiva contra la E. coli en pruebas
de laboratorio. En dichos estudios se comprobo que la desinfeccion fue superior a 3 log y llegando
hasta 6 log de reduccidn cuando se utilizaron energias superiores a 6 mJ cm?. Los valores de
irradiacion se fijaron durante todo el experimento, y las dosis de UV se controlaron cambiando los
tiempos de exposicion. Aungue el estudio se focalizd en las dosis energéticas y no en el tiempo de
exposicion, se pudo apreciar que existio total inactivacion de la E. coli y de otros coliformes usando
radiacion UV. En otro estudio realizado por Jolis, Lam, & Pitt (2001) se identificé que una dosis
de aproximadamente 800 J/m? cumple consistentemente con el criterio de desinfeccion de
coliformes de aguas residuales urbanas de California cuando se aplica al efluente de filtracion en
linea, indicando que la turbidez del agua es un factor a tomar en cuenta cuando se desinfecte a

través de UV las aguas residuales.

La desinfeccion por NaClO fue relativamente baja, con reducciones menores de 1 log,
estando en similitud con otros estudios (Koivunen & Heinonen-Tanski, 2005) en donde la
desinfeccion con 18 mg L™ de NaCIO tuvo reducciones menores a 1 log en E. Coli, S. enteriditis
y colifagos, en aguas con cultivos de microorganismos que simulaban desechos urbanos. Ademas,
el tratamiento con NaClO adolece de necesitar de post tratamiento para la neutralizacion de
residuos. En un estudio realizado por Lantagne (2008), sobre un total de 106 fuentes de agua de
13 paises se determin6 que 1.88 mg L-1 (1.88 pmm) de NaClO pueden ser usados para cumplir
con los valores establecidos por la Organizacion Mundial de la Salud como libres de cloro (> 0.2
mg/L al cabo de 24 horas). Sobre la base de los resultados de la investigacion y otros estudios, la
cloracion por si sola no se recomienda para aguas de origen con turbidez > 100 ntu, debido a que

requiere altas dosis para su desinfeccion.
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El &cido paracético (PAA) demostro niveles altos de desinfeccion, con eliminaciones de 2
a 3 log en un periodo de 10 minutos y concentraciones mayores a 12.5 ppm. Para este tipo de
agua resultd un bactericida eficiente. Resultados similares se pueden observar en los estudios
realizados por Caretti & Lubello (2003); dicho estudio que utilizé este quimico en aguas de
agricultura en Italia, se demostré que el acido peracético es un desinfectante eficaz contra las
bacterias entéricas. Las dosis de PAA de 1.5a 3 mg/ L y un tiempo de contacto de 10 minutos
resultaron en reducciones de 2-3 log de E. coli, E. faecalis y S. enteritidis. Aunque los niveles de
inactivacion obtenidos fueron bastante elevadas (por encima de 3 Log para el total de coliformes)
no fueron suficientes para garantizar el cumplimiento de la legislacién italiana para la reutilizacion
de aguas residuales para riego. En otro estudio realizado en la ciudad de Montreal por Gehr et al.
(2003), se evaluo la capacidad del PAA al 12% para inactivar los organismos indicadores de
coliformes fecales, enterococos, colifago MS-2 y Clostridium perfringens en el efluente de una
planta de tratamiento de aguas residuales urbanas. Las dosis de PAA para alcanzar el nivel objetivo
de coliformes fecales de 9000 UFC/100 mL, con muestras control de mas de 2 000 000 de UFC/100
mL, excedieron los 6 mg/L. Se obtuvieron resultados similares para los enterococos y no se
observé inactivacion de C. perfringens. Sin embargo, se produjo una reduccién de 1 log de MS-2
a dosis de PAA de 1.5 mg/L y superiores. Estos resultados tienen semejanza con los obtenidos en

el presente estudio aunque cabe destacar la diferencia de microbacterias en ambas muestras.

4.2 CRECIMIENTO DE MICROALGAS

Aunqgue la C. vulgaris pudo sobrevivir en todos los casos, aun en los del agua control, la
concentracion de biomasa y la reproductividad de la microalga fue menor en el agua sin
tratamiento que en las muestras pretratadas. Examenes microscépicos mostraron muchas especies

de bacterias y otros microorganismos en las aguas residuales no tratadas (no mostrado). Estos
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contaminantes bioldgicos pueden haber limitado y amenazado el crecimiento de C. vulgaris. El
tratamiento con UV pudo inactivar estos microorganismos casi tan efectivamente como el
tratamiento de autoclave, de acuerdo con el crecimiento de biomasa en ambos casos. El tratamiento
con autoclave tuvo mejores resultados que el de UV, pero sin diferencias significativas (p »0,05).
Estos resultados tienen similitud con otro estudio en cuanto al crecimiento con tratamiento y sin
tratamiento (Qin et al., 2014) en el cual, a pesar de usar la luz UV por 15 minutos y no obtener
inactividad total, tuvo crecimientos de biomasa de 0.287+0.009 (g L—1 day—1) un crecimiento

muy superior al agua sin tratar, 0.198+0.017 (g L™! day ™).

Segun estudios realizados por Currie & Kalff (2013) las bacterias son mas eficientes en la
obtencion de fosforo en condiciones adversas. Esto coadyuvaria a que las algas carezcan de
alimento y no tengan los niveles de reproduccion que existen en las aguas pretratadas. Otro factor
que limitaria el crecimiento de las microalgas es el cambio en el ambiente. Un estudio realizado
por Cole (1982) demostrd cambios en el ambiente debido a las bacterias. EI pH sufre variaciones
a través de la produccion de acidos organicos y de la oxidacion de varios componentes (e.g. NH4")
por parte de las bacterias. Estos cambios en pH pueden afectar la disponibilidad de carbdn para la

fotosintesis de las algas (Mostafa et al., 2018).

43 REMOCION DE NUTRIENTES

El estudio demostrd niveles altos de remocidn sobre algunos nutrientes como son el fésforo
y el nitrégeno en este tipo de agua, con tasas de eliminacion del 89% para fosforo y 97% para
nitratos, en el agua con pretratamiento. El agua sin tratamiento mostré reduccién menor en ambos
compuestos, con eliminacién de 85% para fésforo y 93% para nitratos. La menor reduccion de
estos elementos en el agua control pudo deberse a una competencia por la obtencién de recursos
entre las bacterias y las microalgas, como ya lo indicaron estudios previos como los de Currie &
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Kalff (2013). Aunque no fue tan eficiente como el nitrégeno y fdsforo, la eliminacién de DQO
tuvo reducciones entre el 80 % para el agua con pretratamiento y de 71% para el agua sin
tratamiento. Segun estudios realizador por Lee, Lee, Shukla, & Park, (2016), los valores de DQO,
en algin momento, deberian aumentar. En dicho estudio, se comprob6 que cuando el nitrégeno
escasea, la reproduccion y crecimiento tanto de bacterias como de microalgas se estanca mientras
el DQO sobrepasa los valores iniciales antes de la inoculacion. Ese no fue el caso del presente

estudio ya que los valores de fésforo y nitrégeno no llegaron a su total remocion.

Con los datos de eliminacion se denota que los valores permisibles para aguas residuales,
de acuerdo con el TULAS (2011), alcanzan los niveles requeridos por la legislacion ecuatoriana
vigente, con nimeros de nitrdgeno menores a 60 mg L, fosforo menor a 15 mg L™ty DQO menor
a 500 mg L. Para mantener estos factores de DQO se debe tener en cuenta el tiempo de
incubacion, ya que mayores tiempos pueden ocasionar el desabastecimiento de nutrientes y el

aumento de DQO por muerte de las microalgas.

5 CONCLUSIONES
La emision directa de aguas residuales porcinas de faenamiento tendria un efecto hostil
sobre el medio ambiente. Las técnicas que pueden vincular el control de la contaminacion y la
utilizacion de los recursos son necesarias. En este estudio se investigd el pretratamiento de las
aguas residuales porcinas con diferentes métodos quimicos y por UV. Por la inactivacion total de
UFC bacterianas, se determind que la radiacion por UV era el mejor medio de desinfeccion. La
eficiencia del proceso de desinfeccion UV depende, en gran medida, del tiempo de exposicion.

Una dosis de 30 minutos parece ser el valor minimo que cumple con los objetivos propuestos.
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Tanto los residuos y las caracteristicas del agua (s6lidos en suspension y otros componentes de
aguas residuales) asi como las caracteristicas y el estado fisiologico de microorganismos pueden

afectar la eficiencia de desinfeccion.

El cultivo de microalgas con aguas pretratadas tuvo diferencias significativas respecto al
agua control sin desinfeccion, por lo que se dedujo que las aguas pretratadas fueron mejores para
el cultivo de microalgas. Los nutrientes no se vieron afectados por la desinfeccion y fueron
suficientes para el crecimiento sostenido de C. vulgaris inoculada. Con crecimiento tipo
exponencial para las aguas pretratadas y sin llegar a la fase estacionaria en ningin momento del
estudio, se consider6 que las microalgas obtuvieron los nutrientes suficientes durante el periodo
observado. Se diferencid del agua control que, a partir del dia 13, mostro fase estacionaria; esto
pudo ser debido al consumo de nutrientes por parte de bacterias y otros microorganismos, ademas

de cambios en el medio, como es el pH.

También se investigo la capacidad de biorremediacién que pudieran tener las microalgas
en este tipo de agua residual. Las remociones se obtuvieron al final de los cultivos. La remocion
fue suficiente para cumplir con los parametros del TULAS con respecto a aguas residuales por
porcicultura que pueden ser descargados en alcantarillado publico. Los hallazgos en esta
investigacion podrian proporcionar una solucién ambiental potencial ya que combina el control de
la contaminacion y la utilizacion de recursos con bajo costo y alta factibilidad para aumentar ain

mas la produccion de biocombustible por microalgas.
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6 RECOMENDACIONES
En este estudio se realizaron pruebas de laboratorio con agua estatica, lo cual no sucedia
en otros estudios publicados. Es por ello por lo que los tiempos de desinfeccion por UV no han
sido los mismos que en pruebas de campo. Se sugiere hacer pruebas de campo para la validacion
de resultados a gran escala. También se recomienda el uso de ldmparas UV de mayor potencia para

evaluar una posible disminucién del tiempo de desinfeccion.

La combinacion de dos métodos de desinfeccion también podria destruir un rango mas
amplio de microorganismos que el logrado por un solo método, ya que algunos microorganismos
son resistentes a los rayos UV, pero sensibles al desinfectante quimico, mientras que otros se
comportan de manera opuesta. Puede ser mas eficiente y econdmico aplicar una combinacién de
baja dosis quimicas y UV, en lugar de una dosis alta de un desinfectante para destruir estos
microorganismos. Se debe realizar una investigacion para verificar estos hallazgos en desinfeccion

y a gran escala de aguas residuales.

Esta investigacion demostrd que las microalgas pueden crecer de manera sostenible en
aguas que proceden de la industria porcina dedicada al faenamiento. Si bien este es un estudio
preliminar, seria de gran importancia evaluar el crecimiento lipidico de las algas ya que esto

favoreceria a la real dimension de posibles usos energéticos.
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9 ANEXOS

COMPARACION DE METODOS DE DESINFECCION PARA AGUAS RESIDUALES DE
PORCICULTURA DESTINADAS AL CULTIVO DE CHLORELLA VULGARIS

TABLA 9. Limites de descu!a al sistema de alcantarillado publico

Pardmetros Expresado como Unidad Limite maximo permisible
Aceites y grasas Solubles en hexano mg_/l 50,0
Explosivas o inflamables. Sustancias mg[l Cero
Alkil mercurio mg/l No detectable
Aluminio Al mgl 5,0
Arsénico total As mg/l 0.1
Cadmio Cd mg/l 0,02
Cianuro total CN mg/l 1,0
Cinc Zn mg/l 10,0
e s S s r—n;f]l ..................... 3 '_5 ............
Cloroformo Extracto carb6n cloroformo mg/l 01
Cobalto total Co m;g.II 0,5
Cobre Cu mg/l 10
Compuestosfendlicos | Expresadocomofenol | L7, R U E—
Compuestos organoclorados | Organoclorados totales mg/l 0,05
Cromo Hexavalente (o mg/l 0,5
Demanda Bloquimica de DBO.. mg/l 250,0
Demanda Quimica de Oxigeno Dao mg/l 500,0
Didoroetileno Dicloroetileno mg/l 1,0
Fésforo Total P mg/l 15,0
Hidrocarburos Totales de
Petréleo s me/l o
Hierro total Fe myl 25,0
[Manganeso total Mn mg/l 10,0
Materia flotante Visible Ausencia
Mercurio (total) Hg my 0,01
Niguel Ni mg/l 2.0
Nitrégeno Total Kjedahl N mg/l 60,0
Organofosforados y carbamatos Especies Totales mg/l 01
Plata Ag mgl 0,5
Plomo Pb mg/l 0,5
Potendal de hidrégeno pH 69
Selenio Se mgl 0,5
Sélidos Sedimentables mi/l 20,0
slidos SuspendidosTotates [ | egn ] 200
Solidos totales m!ﬂ 1 600,0
Sulfatos s0,? mg/l 400,0
Sulfuro de carbono Sulfuro de carbono mg/l 10
Sulfuros S myl 1,0
Temperatura _— 2 S L ____<&0 g
Tensoactivos Activas al azul de metileno| mé\ N —“2.6- ' B
Tetracloruro de carbono Tetracloruro de carbono mg/l 10
Tridoroetileno Tricloroetileno mg/l 10

9.1 ANEXO A. LIMITES DEL TULAS PARA DESCARGAS INDUSTRIALES PORCINAS
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