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RESUMEN

El acelerado crecimiento que ha tenido la industria salmonera en Chile, ha generado el
incremento de las emisiones de contaminantes hacia el medio acuético. Es por esta
razén que la industria se ve obligada a buscar alternativas para reducir su impacto al
ambiente acuético. Actualmente la tendencia de la industria se basa en utilizar sistemas
de recirculacién acuicola (SRA), sin embargo, esta no es la Unica tecnologia existente,
en los ultimos afos se han estudiado los biofiltros mixotréficos, que comprenden
microalgas y bacterias en una simbiosis que resulta en una mayor eficiencia en la
remocidn de contaminantes presentes en el agua. El cultivo de estos microorganismos
es llevado a cabo en fotobiorreactores los cuales son capaces de controlar las
condiciones de cultivo, tales como luz, temperatura, pH, agitacion, nutrientes e
intercambio gaseoso (CO- y Oy). Estas condiciones de cultivo o también denominadas
variables de operacion, en los niveles adecuados que requieren los microorganismos,
permitiran al fotobiorreactor alcanzar su méximo rendimiento de remocion de
nutrientes

El objetivo de esta investigacion es optimizar las variables de operacion de un
fotobiorreactor de columna para maximizar las tasas de depuracién de nutrientes
utilizando como medio de cultivo, agua residual proveniente de un sistema de
recirculacién acuicola. Las variables operacionales que se estudiaron en esta
investigacion fueron la irradiancia, agitacion por aire y agitacién por agua. Las
variables respuesta fueron las tasas de depuracion de amonio, nitrato y fosfato. Esto
fue posible estudiarlo mediante la construccion de un sistema de fotobiorreactores,
fabricados de modo que permitieran controlar las variables operacionales. Las tasas de
depuracion fueron obtenidas a partir de las pendientes de las curvas de concentracion
cuantificada por medio de un espectrofotometro. Para llevar a cabo esta optimizacién
se utilizé un disefio de cara central compuesta (CCF), que permitié obtener el disefio
experimental, el cual fue la base para llevar a cabo los experimentos y conocer los
valores que fueron capaces de maximizar las tasas de depuracion de estos nutrientes.
Los resultados obtenidos de esta investigacion, no permitieron validar el modelo
estadistico a causa de la alta dispersion de los datos. Sin embargo, si fue posible
determinar los rangos Optimos donde se maximizan las tasas de depuracién mediante
las gréficas de superficie de respuesta, que para el caso del amonio son: irradiancia
500-15250 LUX, caudal de aire 2-4 L/min y el caudal de agua 2,2-5 L/min. Para el
caso del nitrato los rangos 6ptimos son irradiancia 15250 LUX, caudal de aire 0 L/min
y caudal de agua 1-3 L/min. Por ultimo, el fosfato posee su rango Optimo con
irradiancia 500-1520 LUX, caudal de aire 2-4 L/min y caudal de agua 1,5-3,5 L/min.
El hecho de que el modelo estadistico aplicado no fuese valido indica que no hay una
variable operacional en particular, que tenga mayor influencia por sobre las otras
variables; Esto quiere decir que las variables operacionales estudiadas se encuentran
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intimamente interrelacionadas entre si, ya que no fue posible determinar si existian
diferencias significativas entre ellas.

Palabras clave: Biofiltros mixotroficos, microorganismos, tasas de depuracion,
variables operacionales,variables respuesta, superficie de respuesta, optimizacion.

ABSTRACT

The accelerated growth that has had the salmon industry in Chile, has generated the
increase in emissions of pollutants into the aquatic environment. It is for this reason
that the industry its forced to seek alternatives to reduce its impact on the aquatic
environment. Currently, the industry trend is based on using aquaculture recirculation
systems (SRA), however, this is not the only existing technology, in recent years
mixotrophic biofilters have been studied, comprising microalgae and bacteria in a
symbiosis that results in a greater efficiency in the removal of contaminants present in
the water. The cultivation of these microorganisms is carried out in photobioreactors
which are capable of controlling the culture conditions, such as light, temperature, pH,
agitation, nutrients and gas exchange (CO2 and O2). These culture conditions or also
called operating variables, at the appropriate levels required by the microorganisms,
will allow the photobioreactor to reach its maximum nutrient removal performance.

The objective of this research is to optimize the operation variables of a column
photobioreactor to maximize nutrient clearance rates using, as a culture medium,
wastewater from an aquaculture recirculation system. The operational variables
studied in this investigation were irradiance, air agitation and water agitation. The
response variables were the clearance rates of ammonium, nitrate and phosphate. This
was possible to study through the construction of a system of photobioreactors,
manufactured in a way that allowed control of operational variables. The purification
rates were obtained from the slopes of the quantified concentration curves by means
of a spectrophotometer. To carry out this optimization, a composite central face design
(CCF) was used, which allowed us to obtain the experimental design, which was the
basis for carrying out the experiments and knowing the values that were able to
maximize the purification rates of these nutrients. The results obtained from this
research did not allow the statistical model to be validated due to the high dispersion
of the data. However, it was possible to determine the optimum ranges where the
purification rates are maximized by means of the response surface graphs, which in
the case of ammonia are: irradiance 500-15250 LUX, air flow 2-4 L / min and the
water flow 2,2-5 L / min. In the case of nitrate, the optimum ranges are irradiance
15250 LUX, airflow 0 L / min and water flow 1-3 L / min. Finally, phosphate has its
optimum range with irradiance 500-1520 LUX, airflow 2-4 L / min and water flow

12



1.5-3.5 L / min. The fact that the statistical model applied was not valid indicates that
there is no particular operational variable that has a greater influence over the other
variables; This means that the operational variables studied are intimately interrelated,
since it was not possible to determine if there were significant differences between
them.

Keywords: Mixotrophic biofilters, microorganisms, purification rates, operational
variables, response variables, response surface, optimization.
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1. INTRODUCCION

La acuicultura en los ultimos afios ha tenido tal crecimiento, que se ha llegado
a posicionar como la tercera actividad econdmica del pais. Sin embargo, este
crecimiento conlleva a una serie de impactos ambientales que tiene importantes
efectos negativos en el ambiente donde se desarrolla la actividad. Dentro de los
impactos méas destacables se encuentra la eutrofizacion de ecosistemas
acudticos, cambios en la biodiversidad, mortalidades y acumulacion de
quimicos toxicos, ademas del uso intensivo de agua.

La acumulacion de los nutrientes producidos por la actividad, corresponde al
problema mas grande que posee esta industria. Actualmente se utilizan los
sistemas de recirculacion acuicola (RAS), cuyo objetivo es limpiar para
reutilizar el agua del cultivo, haciendo pasar el agua por distintos procesos que
permiten que el agua se purifique para asi, volver a utilizarla.

Las microalgas y bacterias en simbiosis han demostrado ser eficientes
depuradores de nutrientes en RILes, y mas aun cuando se encuentran
inmovilizadas en una matriz polimérica. EI hecho de encontrarse inmovilizada
en una matriz, permite una separacion simple y econdmica del agua libre de
contaminantes y la biomasa. Estos microorganismos son cultivados en
fotobiorreactores, donde se controlan las condiciones de cultivo o variables de
operacion.

El control de estas condiciones de cultivo o variables de operacién, resulta de
vital importancia, ya que conociendo cuales son los valores de cada variable de
operacion, donde se obtiene la mayor tasa de depuracién de nutrientes, se puede
replicar éste tipo de fotobiorreactor sin necesidad de realizar una gran cantidad
de pruebas de las distintas condiciones, para llegar a la condicion de cultivo
ideal en la que se depure la m&xima cantidad de nutrientes.

Este tipo de biofiltracion en este tipo de sistemas de cultivo, permite no solo la
depuracién de contaminantes del agua, sino que también, produce biomasa, la
cual ha sido vastamente estudiada, junto a sus potenciales usos y aplicaciones
biotecnoldgicas donde se puede realizar economia circular sustentable a partir
de la filtracion de aguas contaminadas de la industria salmonera.
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1.1 LAACUICULTURAY SU IMPACTO AMBIENTAL

La acuicultura es una actividad productiva que ha sufrido un importante
crecimiento durante las ultimas dos décadas. El caso particular de Chile, ha sido tal el
crecimiento que se ha llegado a posicionar como el segundo productor mundial de
salmones y primero en truchas del mundo (FAO, 2018). Parte del éxito econémico que
ha tenido Chile en materia del cultivo de salménidos se debe a la calidad de las aguas
y a las condiciones ambientales favorables que se dan en el sur de nuestro pais, en
comparacion a otras regiones del hemisferio norte donde también se practica esta
actividad (Buschmann & Fortt, 2005).

El incremento de esta actividad ha producido un aumento en las emisiones de
contaminantes hacia el medio ambiente, ya que las operaciones de acuicultura, y
especialmente las de salmonicultura, generan una amplia variedad de desechos que
contienen materia organica disuelta y particulada que es necesario tratar v,
posteriormente, eliminar (Oladoja, Adelagun, Ahmad, & Ololade, 2017). Dentro de
los contaminantes vertidos al ambiente, es posible destacar el carbono en forma de
dioxido de carbono (CO3), los compuestos nitrogenados como el amoniaco (NHz),
amonio (NHy4"), nitrito (NO2) y nitrato (NOs’), y por tltimo el fosforo que se encuentra
en forma de fosfatos (PO4s2) (Crab et al., 2007). La acumulacién de estos
contaminantes en el medio acuicola puede provocar problemas a corto plazo como
eutrofizacién del medio, disminucién del oxigeno, aumento de patégenos, mortalidad
de organismos tanto en el cultivo como fuera de éste, y también otros a largo plazo
como la acumulacion de quimicos toxicos y perturbacion de la biodiversidad del
sistema (Jones, Freeman, & Sanchez-Rodriguez, 2016). Tanto como para el
funcionamiento basico del centro de cultivo como para solucionar problemas
asociados a la acumulacion de éstos contaminantes, se vuelve necesario el uso de
aportes externos, como la adicién de oxigeno, alimento, antibioticos, energia y alta
demanda de agua (Bartoli et al., 2005).

El aprovechamiento de recursos hidricos en la acuicultura estd relacionado
directamente con el tipo de cultivo o especie que se desarrolle. Si bien, se podria hacer

una separacién de forma general entre los productos de origen maritimo (como
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crustaceos, algas y moluscos) y los de agua dulce (como son principalmente, salmon
y trucha arco iris), éstos Ultimos se desarrollan en un ambiente acuicola mixto. Es en
éste ultimo grupo donde se presentan las mas altas demandas de agua, debido a sus
elevados volumenes productivos, ademas de representar el 46% del total de centros de
acuicultura inscritos en el pais. Estas demandas corresponden al uso de recursos
superficiales, a través del ejercicio de derechos de aprovechamiento de tipo

consuntivo, principalmente en el sur de nuestro pais.

1.2 EL CAMINO HACIA LA PRODUCCION SUSTENTABLE

La creciente escasez de los recursos hidricos, la gestion para el control de la
contaminacion del medio ambiente y la sanidad de los centros de cultivo, son algunos
de los motivos por los cuales la acuicultura ha estado mejorando sus practicas de
descontaminacion desarrollando nuevas tecnologias para llegar a la produccion
sustentable. Estas tecnologias se basan principalmente en la reduccion del volumen de
agua utilizada y la reduccion de los contaminantes emitidos al medio acuatico (Hepp,
C., 2012; Sanchez I. et al., 2016). Una de las alternativas adoptadas actualmente por la
salmonicultura son los sistemas de recirculacion acuicola (RAS o RSA), que son un
conjunto de procesos y componentes que se utilizan para el cultivo de organismos
acuaticos, donde el agua es continuamente acondicionada y re-utilizada teniendo como
ventaja el uso racional del agua ya que el volumen de recambio es menor al 10% diario

del volumen total del sistema (Jiménez., 2006).

Los sistemas RAS permiten el monitoreo y control constante de los
parametros fisicoquimicos del agua permitiendo la produccion continua a lo largo
del afio; ademas, manteniendo los parametros fisicoquimicos adecuados, se puede
tener mejores tasas de crecimiento y conversion alimentaria de los organismos
cultivados (Jiménez., 2006). Sin embargo, si el sistema de recirculacion de agua no
cumple con su funcion depuradora, los compuestos nitrogenados y compuestos de
fosfato comenzaran a acumularse dentro del sistema quedando a libre exposicion de
los organismos cultivados o bien el sistema no podra utilizarse de la manera intensiva

para la cual se utilizan estos sistemas. Estos contaminantes al acumularse pueden
16



alcanzar concentraciones letales y subletales que afectan ciertas funciones del
organismo, tales como la actividad nerviosa, capacidad natatoria, funciones
musculares, crecimiento y apetito (Grobler & Wood, 2018). Ademas, su acumulacién
genera toxicidad, lo que provoca una disminucién de la tasa de crecimiento de los
peces, aumento de la mortalidad de huevos, larvas e incluso deformidades
esqueléticas en los peces (Davidson, et al., 2011). En la figura (1) se muestra el
diagrama bésico de un sistema de recirculacién acuicola cuyos componentes son la
filtracion mecénica, filtracion biologica, oxigenacion, desinfeccion UV y

desgasificacion.

Desinfeccion UV
Desgasificador

Bombas y adicidn de
oxigeno

Tanque de Peces
Filtracion Biologica

Filtracion mecanica

Figura 1. Diagrama basico del ciclo de tratamiento de agua en un sistema de
recirculacion acuicola (RAS).

Considerando las complicaciones asociadas a los altos niveles de nutrientes en
el sistema, es de crucial importancia abatir la acumulacién de estos. Esta situacion
convierte a la biofiltracion en un proceso indispensable para lograr la disminucion de
nutrientes como contaminantes en el sistema. La depuracién del agua en los sistemas
de recirculacién acuicola funciona removiendo los desechos solidos y metabolicos que
son originados por la comida no consumida, y las pérdidas fecales y no fecales de los

peces (Ramli, et al., 2017). El correcto uso de los biofiltros permite mantener las
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condiciones de cultivo a bajos niveles de nutrientes, lo cual se traduce en la posibilidad
de aumentar la densidad del cultivo y lograr mayores cosechas.

Los biofiltros basan su funcionamiento en un sistema de biorreactores en linea
que se alimentan con el flujo de agua desde el mismo sistema de cultivo, y donde
también se cultivan bacterias aerobicas reductoras de nitrégeno, que remueven el
amonio (NH4") en un proceso de dos pasos denominado nitrificacion. El primer paso
de este proceso es la nitrificacion como tal, donde el amonio toxico es oxidado a nitrito
(NO2) por bacterias del género Nitrosomonas sp.; el segundo paso corresponde a
cuando el nitrito (NO2") es oxidado por bacterias del género Nitrobacter sp. a su forma
menos toxica, el nitrato (NOgz"). La desnitrificacion puede llevarse a cabo también por
bacterias anaerdbicas, lo cual cambiaria las condiciones del biofiltro. Estas dos etapas
normalmente ocurren de manera simultanea (El-Sheshtawy et al., 2017). Si no hay
organismos capaces de remover el nitrato del sistema, este nutriente se acumula junto
con otros desechos metabdlicos como los fosfatos y el didéxido de carbono que no son

removidos por el sistema de biofiltracion.

Los inconvenientes asociados a los biofiltros incluyen problemas de oxigeno
disuelto para las bacterias desnitrificantes, aporte extra de oxigeno para las bacterias
nitritantes y nitrificantes, acumulacién de materia organica y dificultad de retro
enjuague. Las bacterias ocupadas en los biofiltros actuales son ion selectivas y
pueden disminuir la concentracion de un residuo especifico a la vez por reactor,
teniendo que aumentar el tamafio de la planta de tratamiento y energia utilizada para
depurar otros compuestos presentes en el agua residual (Mook et al., 2012). Existen
distintas configuraciones de biofiltros y segun las necesidades de cada sistema de
cultivo es que se escoge una configuracion para tratar el agua del sistema de
recirculacion. Sin embargo, este método no es el Gnico mecanismo existente para la
remocién de nutrientes, siendo la mejor alternativa para eliminar los nutrientes de
desecho de los RAS es exponerlos a un organismo que requiera toda la gama de
nutrientes producidos por estos sistemas de recirculacion acuicola (Rodriguez S.,
2018). La o6smosis inversa y la tecnologia electroquimica también remueven

compuestos nitrogenados, pero a un alto costo de operacidn, ya que estas tecnologias
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requieren de una mayor cantidad de energia externa (Mook et al., 2012). Otros
mecanismos de remocidon de nutrientes, pueden ser mediante filtros hidroponico que
utilizan plantas vasculares, también existe el tratamiento de aguas residuales
utilizando macroalgas y microalgas, las cuales Ultimamente se han utilizado

ampliamente para este fin.

13 EL USO DE MICROALGAS COMO ORGANISMOS
DEPURADORES

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos unicelulares capaces de
asimilar el nitrégeno inorganico, el fosforo, y otros componentes xenobidticos
presentes en el agua de RAS, resultan una alternativa viable para este proceso. El
tratamiento de aguas con microalgas asegura la eliminacién de nutrientes como fosfato
y diversas formas de nitr6geno (nitrato, nitrito y amonio), ademas de ser capaz de
reducir la demanda quimica y bioldgica de oxigeno, DQO y DBO, respectivamente
(Leyva et al., 2016). El uso de las microalgas en el tratamiento de aguas residuales
tiene como resultado principal, la depuracion del agua y como consecuencia de esto se
genera una biomasa microalgal que ha sido intensivamente estudiada en los Gltimos
afios. Esta biomasa microalgal generada, posee multiples usos y aplicaciones tales
como la obtencidon de biodiesel, bioetanol, biometano, biohidrégeno, biofertilizantes,
produccién de calor y electricidad, productos comerciales en nutricién, salud y
cosméticos (Santos Montes, Gonzélez-Arechavala, Martin-Sastre, 2014). El uso de las
microalgas para tratamiento de aguas residuales, y el posterior uso de la biomasa
generada resulta ser una de las alternativas mas atractiva, sustentable y prometedoras
(Whitton et al., 2018).

Actualmente se utiliza el concepto de consorcio microalga-bacteria, que es la
base ecoldgica para la depuracion natural del agua. En esta simbiosis entre la microalga
y las bacterias, se aprovecha de la actividad fotosintética de la microalga para producir
el oxigeno que las bacterias heterotroficas necesitan para degradar los contaminantes
organicos. En este proceso se libera CO2 por la respiracion bacteriana y luego es

asimilado por las microalgas durante la fotosintesis. Esta sinergia entre microalgas y
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bacterias permite la oxidacion y descomposicion de la materia orgénica por bacterias
aerobias que producen nitrogeno amoniacal ademas de fosfato y dioxido de carbono.
Estos nutrientes son utilizados por las microalgas, junto con la luz como fuente de
energia, para sintetizar fotosintéticamente biomasa celular. En este proceso se libera
oxigeno el cual permite a las bacterias continuar la descomposicion de la materia
orgénica (Ji, Jiang, Zhang, Jiang, & Zheng, 2017). Esta sinergia entre microalgas y
bacterias permite la utilizacion costo-efectiva de ciertos aportes externos al sistema,
como es el caso del oxigeno, que no es necesario incorporarlo externamente ya que el
oxigeno es producido por las mismas microalgas. Es importante mencionar que la
capacidad de remocién de contaminantes es mayor utilizando esta sinergia entre
microalgas y bacterias, en comparacion a si se utiliza cada organismo por si solo (Shen

etal., 2017). En este trabajo, Ilamaremos biomasa al consorcio microalga-bacteria que

se cosecha de los biofiltros luego de cumplir su ciclo de operacion.
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Figura 2 Esquema representativo del consorcio entre microalgas y bacterias con
agua residual como medio de cultivo.
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1.4 CULTIVO DE MICROALGAS

En el cultivo de microalgas se tiene una gran variedad de sistemas de cultivo.
La eleccion de éste sistema dependerd de las caracteristicas de la microalga y su
requerimiento nutricional, condiciones de cultivo y la finalidad del cultivo. Existen
dos grandes categorias para caracterizar estos sistemas de cultivo, los cuales
corresponden a sistemas de cultivo abierto y sistemas de cultivo cerrado. Estos
sistemas pueden ser construidos al aire libre o en espacios cerrados como laboratorios
y pueden ser de configuracion cilindrica, con membrana, columna de burbuja,
tubulares, entre otros. Su principal desventaja es el alto costo de capital que conlleva

su instalacién y manejo (Vo et al., 2019).

Algunas de las ventajas més destacables de los sistemas de cultivo abierto, se
refiere a que poseen un disefio simple, bajo costo de instalacion, mantenimiento y
operacion; la principal desventaja que poseen este tipo de sistemas, es la
contaminacion microbiana que se produce porque los estanques estan abiertos a la
atmosfera, permitiendo el crecimiento de especies indeseadas de microalgas u otros
organismos. Ademas, posee pérdidas de agua por evaporacion, dependencia de las
condiciones climaticas como falta de luz o cambios de temperatura, requerimiento de
grandes espacios y baja productividad (Vo et al., 2019). Es por esta razén que los
sistemas cerrados como los fotobiorreactores son la opcién més viable para evitar todas
estas problematicas que conllevan el uso de sistemas abierto. Las principales ventajas
y desventajas de cada uno de los tipos de fotobiorreactores se muestran en la tabla (1),

donde también se detallan los distintos beneficios que posee cada sistema de cultivo.
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1.5 FOTOBIORREACTORES

Los fotobiorreactores tienen la ventaja de generar baja probabilidad de
contaminacion con microorganismos no deseados y favorecer los monocultivos ya que
se pueden controlar con mayor facilidad en comparacion a los cultivos en estanques
abiertos. Los fotobiorreactores se caracterizan por poseer eficientes y robustas técnicas
de cultivo, los cuales son capaces de crear un ambiente artificial donde se proveen las
condiciones necesarias, como la luz, la temperatura, los nutrientes y el proceso de
homogeneizacion. El disefio de estos fotobiorreactores debe realizarse en base a las
condiciones de cultivo y pueden ser construidos al aire libre o en espacios cerrados,
también pueden encontrarse tanto a nivel de laboratorio como a nivel industrial. Estos
sistemas de cultivo pueden ser de configuracion cilindrica, con membrana, columna
de burbuja, tubulares, entre otros. Su principal desventaja es el alto costo de capital

que conlleva su instalacion y manejo (Vo et al., 2019).
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Tabla 1 Ventajas y desventajas de los distintos tipos de fotobiorreactores de

cultivo de microalgas.

Tipo de Fotobiorreactor

Ventajas

Desventajas

Fotobiorreactor de cara plana

Amplia cobertura de luz

Requiere disponibilidad

mantenimiento

e Permite el cultivo en de espacio y tierra
exterior e Efecto fotoinhibicion
e Alto rendimiento de e Formacion de zonas
biomasa oscuras
e Configuracion modular e Alto costo en
construccion y energia
Fotobiorreactor de columna e Alta transferencia de e Baja cobertura de
masa iluminacidn, se prefiere
e Buena mezcla iluminacién interna
e Compacto y facil de e Esmaés caro que los
operar sistemas abiertos
e Buen Hold-Up del gas e  Materiales sofisticados
e Potencialmente escalable e Problemas en la
e Mejor exposicion a ciclos iluminacién al escalar
luz/oscuridad
e F4cil de escalar
e Problemas de fouling
menores
Fotobiorreactor tubular e Alta cobertura de e Gradiente de pH
iluminacién e Efecto fouling
e Adecuada para el exterior e Requieren grandes areas
e  Facil de construir, e Sobre calentamiento
mantener y limpiar e Alto costo operacional
e Alta transferencia de
masa
e Bajo consumo energético
Fotobiorreactor Soft-frame e Flexible e  Material dafiable
e Plegable e Dificultad en control de
e Reemplazable temperatura
e Requiere poco espacio e Mezclado insuficiente
e Fouling
Fotobiorreactores hibridos e Tamario pequefio del e Fouling
reactor e Balance de energia
e Operable en alta dilucién negativo
e Biomasaricaen
carbohidratos y bajo en
proteinas
e Bajo costo operaciony

Fuente: H.N.P. Vo et al., 2019
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Los fotobiorreactores de columna resultan ser una de las opciones que mejor
se adapta a la depuracion de aguas residuales, ya que es posible controlar mejor las
variables operacionales. Ademas, este tipo de fotobiorreactores posee una gran
capacidad de transferencia de masa en la fase gas-liquida (Pham et al. 2017). Un
fotobiorreactor de columna vertical estd formado por tubos verticales (vidrio o
acrilico) que son transparentes para permitir la transferencia de la luz al cultivo
autotrofo de microalgas. Un sistema de difusor de aire se instala en la parte inferior del
reactor convirtiendo el gas de entrada en pequefias burbujas, lo que proporciona una
fuerza impulsora para la mezcla y la transferencia de masa de CO2, ademas de eliminar
el Oz producido durante la fotosintesis. Normalmente no se implementa ningun sistema
de agitacion fisica en el disefio del fotobiorreactor de columna vertical porque la
agitacion se logra con el aire. Los fotobiorreactores tubulares verticales se pueden
dividir en una columna de burbujas y un reactor de transporte aéreo en funcion de sus
patrones de flujo de liquido dentro del fotobiorreactor (Yen, Hu, Chen, & Chang,
2013).

Los fotobiorreactores de columna son recipientes cilindricos con una altura
mayor que el doble del didmetro. Se caracterizan por su bajo costo de capital, alta
relacion entre el area superficial y el volumen, ausencia de partes mdviles, buena
transferencia de masa y de calor, homogéneo ambiente de cultivo, y eficiente
liberacion de Oz y de mezcla de gases residuales. El aire burbujea hacia arriba desde
el difusor que proporciona la homogeneizacion del cultivo y la transferencia de gases.
Por lo que el disefio del difusor resulta ser critico en el rendimiento de la columna de
burbuja. EI suministro de luz para el cultivo autétrofo normalmente proviene del
exterior de la columna. Sin embargo, el disefio de la iluminacion interna es aceptable
debido a su mayor eficiencia en la penetracion y distribucion de la luz (Yen, Hu, Chen,
& Chang, 2013). Para utilizar un fotobiorreactor de columna es necesario primero
disefiarlo, teniendo en consideracion las condiciones de cultivo que se quieren

controlar para mejorar su eficiencia.

Una de las principales complicaciones en el cultivo de microalgas a gran escala
es la dificultad para recuperar o cosechar la biomasa producida, ya que se requiere una
gran cantidad de energia o la adicién de compuestos coagulantes o floculantes, incluso
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métodos de variacion del pH, para separar la biomasa del agua. Estos compuestos
pueden interferir en las caracteristicas de los subproductos que se pueden obtener de
la biomasa, sobre todo si se desea utilizar posteriormente. El proceso de recuperacion
0 cosecha de la biomasa, ya sea para la transformacion a materiales de valor comercial,
para el tratamiento de aguas residuales o para la captura de CO», es, de hecho, el paso
mas complejo y costoso del sistema hasta la actualidad. Entre los métodos que
actualmente se utilizan para la recuperacion de la biomasa se encuentran la
centrifugacion, sedimentacion, filtracion, flotacion y floculacion (Hernandez &
Labbé., 2014).

1.6 INMOVILIZACION MICROBIOLOGICA

La inmovilizacion de microorganismos resulta ser un tema actual en el campo
de la biotecnologia. Si bien la mayoria de los estudios realizados corresponden a
bacterias, estudios recientes se han enfocado en la inmovilizacion de microorganismos
fotosintéticos como las microalgas (Kandilian, Jesus, Legrand, Pilon, & Pruvost,
2017). La inmovilizacién de las microalgas ha sido reportada como una efectiva
técnica de adecuacion de biomedios que ha demostrado aumentar la remocién de
nutrientes como contaminantes del medio acuético, si se los compara con un sistema
de depuracién en cultivos disueltos. Segin Ramli et al. (2017), las microalgas
inmovilizadas también permiten una mayor produccion de biomasa y una mayor
produccion de clorofila. Se sugiere que cuando las microalgas se encuentran
inmovilizadas en una matriz, por ejemplo, de alginato, se encuentran mayormente
protegidas de factores de estrés y utilizan la energia normalmente disponible para su
sobrevivencia, para alimentarse y crecer; contrario a lo que ocurre con las microalgas
disueltas en el medio. En este caso, se encuentran expuestas al factor de estrés, que las
obliga a dividir la energia disponible tanto para sobrevivir como para alimentarse
(Ramli, Giatsis, Yusoff, Verreth, & Verdegem, 2018). Ademas, se ha demostrado que
las microalgas inmovilizadas favorecen el proceso de cosecha de la biomasa, sin
presentar diferencias con aquellas libres en la cantidad y calidad de proteinas y lipidos,
ni en la actividad fotosintética (Hernandez & Labbé., 2014).
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1.7 DISENO DE REACTOR

El principio fundamental del disefio de fotobiorreactores es la alta relacién
entre area superficial y el volumen con el fin de utilizar eficientemente la energia
luminica, la cual es requisito para obtener una alta conversion de fotones. Mayores
eficiencias fotosintéticas pueden resultar en alta productividad y concentracion de la
biomasa. El disefio del reactor se basa en los requerimientos y limitaciones que poseen
las microalgas ante diferentes factores. Al seleccionar una configuracion determinada
de fotobiorreactor se busca entregar las mejores condiciones de cultivo para promover
el crecimiento dptimo de las células (Quifiones J., 2017). Los fotobiorreactores utilizan
técnicas robustas y eficientes para crear un ambiente artificial, que sea capaz de
proveer las condiciones esenciales como la temperatura, luz, nutrientes y la
homogeneizacion para el crecimiento microalgal (Gao et al., 2016). En el disefio de un
fotobiorreactor eficiente, la penetracion de la luz y la difusion al interior del reactor
son los factores dominantes, pero también se espera obtener de una distribucién
homogénea del fluido, buena transferencia de masa, y una temperatura y pH favorables

gue mejoren el crecimiento microalgal (Huang et al., 2017).

Estas condiciones de cultivo, también denominadas variables o factores de
operacion, son las encargadas de brindar las condiciones ambientales necesarias para
el desarrollo de la actividad. Sin embargo, hay factores que impactan mas sobre el
rendimiento de los fotobiorreactores como el disefio del biorreactor, el medio de
cultivo, latemperatura y el pH del medio, los microorganismos utilizados, el mezclado
asociado a la transferencia de materia, acumulacion de O, intensidad luminicay ciclos
de luz/oscuridad. Dentro de los parametros fundamentales para el cultivo de
microalgas se encuentran la disponibilidad de luz y la transferencia de masa en la
interfase (Garcia JC & Lopez GL., 2018).
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1.8 VARIABLES DE OPERACION

En funcion de lo anterior, las variables de operacion claves en el desarrollo de
las microalgas bajo condiciones fototroficas incluyen: irradiacion luminica,
temperatura, pH, concentracion de CO2, retencion hidraulica y aireacion. Las
microalgas y bacterias, por su calidad de organismos sensibles a las condiciones
ambientales, se afectan por las condiciones ambientales que se les aplique. A
continuacién, se describen las variables de operacion seleccionadas como

significativas en consorcios microalga-bacteria.
1.8.1 Luz

Las microalgas pueden crecer bajo condiciones autotréficas, heterotroficas,
mixotréficas y heterdtrofas, sin embargo, todas las microalgas son fotoautotrofas y son
capaces de utilizar la luz como su Unica fuente de energia para la sintesis de biomasa
y metabolitos de interés. La fuente de luz puede ser proveniente del sol o de una fuente
de luz artificial. Las fuentes de luz artificial son estables y controlables, y son
facilmente integradas en los disefios de fotobiorreactores. Sin embargo, existen
aspectos que pueden influenciar en el correcto funcionamiento del fotobiorreactor,
éstos aspectos pueden ser tanto; el tipo de luz, la longitud de onda, la intensidad de luz

y distribucidon de ésta, entre otros (Blanken, Cuaresma, Wijffels, & Janssen, 2013).

La eleccion del tipo de fuente de luz debe considerar el balance entre lo
econdmico y los requerimientos de los productos o servicios finales. El uso de luz
artificial ha sido probado por varios autores que consideran que resulta una buena
opcién cuando se opera a escalas piloto y de laboratorio; sin embargo, a escala
industrial sigue siendo mas costo-efectivo utilizar la luz solar (Wang, Stiles, Guo, &
Liu, 2014). La distribucion y la intensidad de la luz es crucial dentro de un
fotobiorreactor debido a la absorcion y dispersion en el cultivo; la atenuacion de la
radiacion es dependiente de la longitud de onda de la luz, concentracion celular,

geometria del fotobiorreactor y de la distancia de penetracion de la luz. Es bien sabido
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que la intensidad luminica disminuye al aumentar la longitud del camino recorrido, es

decir el diametro del reactor, y al aumentar la concentracion de biomasa.

El efecto de la intensidad de luz en el crecimiento fotoautotréfico de microalgas
puede ser clasificado en fases, las que se separan en la fase de limitacion, la fase de
saturacion de luz y la fase de inhibicion por luz. Para maximizar el rendimiento del
cultivo, la intensidad de la fase de saturacion por luz debe ser distribuido

homogéneamente en todo el sistema de cultivo (Yen et al., 2013).

1.8.2 Tasa de Retencion Hidraulica

La tasa de retencion hidréaulica, por definicion, corresponde al tiempo en que
un liquido permanece en un recipiente determinado; bajo este concepto, la tasa de
retencion hidraulica corresponde al tiempo en que el agua residual estard en contacto
con los biomedios que contienen a los microorganismos. Para lograr que los
fotobiorreactores funcionen adecuadamente y sean eficientes como tratamiento de la
carga organica de aguas residuales, el proceso debe considerar cierto tiempo de
retencion hidraulica (TRH) y utilizar el sistema en contindo iniciando como batch o

semicontinuo (Boonchai, Seo, Park, & Seong, 2013).

1.8.3 Agitacion

La agitaciobn es un parametro de cultivo importante para mejorar la
transferencia de materia. La agitaciéon ayuda en la distribucion eficiente de los
nutrientes y de los suplementos de gas a las células, evitando el estancamiento de
celulas en zonas no foticas, evitando la sedimentacion del cultivo y permitiendo la
adecuada suspension del cultivo. En sistemas cerrados, como los fotobiorreactores, la
mezcla puede provenir de la adicién de aire 0 CO- (Yen et al., 2013).

1.8.4 Transferencia de masa de COzy O2

El carbono es uno de los nutrientes mas importantes para el crecimiento
microalgal, representando a casi el 50% de su peso seco (1,8 gr de CO: es requerido
para producir 1 gr de biomasa). En los cultivos de microalgas, el carbono es
proporcionado como CO; (disuelto en corrientes de aire y/o medio acuoso), HCOz3 y

COs? (disuelto en el medio). En el caso en que se utilice los efluentes de pisciculturas
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como medio de cultivo, el CO> es proporcionado mediante la respiracion aerdbica de
los peces. Este gas es disuelto en el medio, formando acido carbonico que es utilizado
por las microalgas durante la fotosintesis. La adicion de CO: tiene también un
importante rol en el control del pH ya que el CO- disuelto reacciona con el agua para
formar un equilibrio entre especies quimicas idnicas y no ionicas que acidifican el
medio: el dioxido de carbono libre en disolucion (CO: (aq)), el &cido carbdnico
(H2COs), el bicarbonato (HCO*) y el carbonato (COs%). La limitacion principal de la
transferencia de CO> desde la fase gaseosa hacia la fase liquida es el bajo coeficiente
de transferencia. La reduccién del tamafio de la burbuja mejora la transferencia de
masa segun la ley de Fick, permitiendo una disolucion més rapida y una alta relacion

superficie/volumen.

Por el otro lado, el oxigeno producido en la fotosintesis puede acumularse en
el medio de cultivo a niveles que puede resultar dafiino para la microalga en el sentido
de producir un estrés oxidativo a causa de la acumulacion de oxigeno en el medio. Sin
embargo, al tratarse de un cultivo mixotrofico, el oxigeno producido por las microalgas
sera utilizado por las bacterias encargadas de reducir los compuestos nitrogenados
(Pires, Alvim-Ferraz, & Martins, 2017).

1.8.5 Nutrientes

El suministro de nutrientes como el nitrégeno y el fosfato es otro factor de
interés ya que corresponde al contenido principal de elementos quimicos de los RILes
de la salmonicultura. La dinamica de estos nutrientes esta fuertemente relacionada
entre si y al proceso metabdlico presente en el fotobiorreactor. Estudiar el destino del
nitrogeno y de los otros nutrientes a través de las diferentes vias bioldgicas durante el
cultivo en el fotobiorreactor es una herramienta valiosa para disefiar los sistemas a
escala comercial (o productiva), con una demanda cada vez mayor de sistemas mas
eficientes de eliminacion de nutrientes. Si existe una deficiencia de nitrégeno, el
complejo citocromo b6/f de la cadena transportadora de electrones se ve fuertemente
afectado, por lo que el proceso de fotosintesis se veria afectado también. Para evitar

que la poblacion de células se reduzca en exceso por la inhibicion fotosintética, es
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necesario que el suministro de nutrientes sea el adecuado (Garcia JC & Ldpez GL.,
2018).

1.8.6 Temperatura

La temperatura corresponde a un factor importante en la reaccion fotocatalitica
y tiene un impacto en el equilibrio quimico de las especies, la solubilidad del gas y el
pH. La temperatura Optima para el cultivo de algunas microalgas se encuentra
normalmente entre los 20 y 24°C, y la mayoria de las especies de microalgas son
capaces de tolerar temperaturas entre los 10 y 35°C. Mientras que la temperatura de
los sistemas de cultivo de salmones varia entre los 8 y 12°C, esto significa que los
fotobiorreactores deben situarse en este rango de temperatura. Los microorganismos
que trabajen en este sistema deben soportar estas temperaturas. Considerando lo
mencionado anteriormente, se vuelve imperativo la adicion de un sistema de control
de la temperatura y posterior proceso de aclimatacion de los microorganismos para
que ésta se mantenga en el rango deseado y los microorganismos puedan depurar el

agua eficientemente (Huang, Jiang, Wang, & Yang, 2017).
1.8.7 pH

El pH posee un alto impacto en el cultivo de microalgas en cuanto a la
disponibilidad y asimilacion de los nutrientes disueltos en el medio. El equilibrio
quimico entre las especies carbonatadas (CO2, HCOz y COs?), precipitacion de
fosfatos, volatilizacion del amonio y la solubilidad de elementos traza son
dependientes del pH. Mas aln, hay especies de microalgas sensibles a los valores de
pH; por lo tanto, este parametro puede definir la especie dominante en el cultivo. Los
valores de pH en el cultivo deben estar entre 7 y 9, con un 6ptimo entre 8,2 y 8,7.
Dadas las condiciones que se presentan en los sistemas de cultivo de peces, el pH
tiende a disminuir por la presencia de compuestos que posteriormente tienden a formar
acidos. Sin embargo, el hecho de que las microalgas consuman estos compuestos (CO2
y CO3%) reduce su disponibilidad para la formacion de acidos (HCO3Y), por ende, el

pH del medio tendera a aumentar (Pires, Alvim-Ferraz, & Martins, 2017).
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1.9 OPTIMIZACION DE LAS VARIABLES OPERACIONALES

Para la mayoria de los procesos multivariables, como los sistemas bioquimicos, en los
que intervienen numerosos factores potencialmente influyentes, no siempre resulta
obvio determinar los factores mas influyentes. Por lo tanto, es necesario un proceso de
evaluacion inicial antes de la optimizacion. La metodologia de Plackett-Burman es una
herramienta para realizar la evaluacion inicial, ya que permite determinar la influencia
de varios factores con solo un pequefio nimero de ensayos, en lugar de utilizar un
disefio factorial extenso, que proporciona un disefio mas completo de informacion pero

que implica una complejidad inviable (Kalil, Maugeri, & Rodrigues, 2000).

No obstante, el disefio factorial reducido, de un conjunto limitado de variables es
ventajoso en relacion con el método convencional de manipulacion de un solo
parametro por ensayo, ya que dicho enfoque con frecuencia no logra ubicar las
condiciones optimas para el proceso debido a que no considera el efecto de posibles
interacciones entre factores; ademas, el disefio factorial permite aprovechar el
conocimiento practico sobre el proceso durante el analisis final de la superficie de
respuesta. La optimizacion mediante el disefio factorial y el analisis de superficie de
respuesta es una practica comun en biotecnologia. Varios investigadores han aplicado
esta técnica, especialmente para la optimizacién de las condiciones de cultivo, la
determinacion de valores Optimos para parametros de procesamiento como pH,
temperatura, aireacion, iluminacion y la tasa de alimentacién, entre otros (Kalil,
Maugeri, & Rodrigues, 2000).

Tanto la capacidad de depurar contaminantes del agua como la produccién de biomasa
sera mas eficiente si el reactor utilizado para el cultivo de las microalgas fuese
disefiado apropiadamente, esto es, definiendo las variables de operacion influyentes en
el disefio y sus mejores condiciones (valores de operacion). Un método de disefio que
considera estos parametros es una simulacion que utiliza modelos tedricos y
fenomenoldgicos. La simulacion de un proceso optimizado permite evaluar diferentes

condiciones obteniendo una propuesta de desempefio eficiente del reactor.

Las distintas configuraciones de los fotobiorreactores respecto a los parametros en

evaluacion como la tasa de retencion hidraulica, agitacion e irradiancia, tendran un
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desempefio diferente en la capacidad de remocion de contaminantes como el nitrégeno
y fésforo. Este desempefio de la capacidad de remocion de contaminantes fue posible
visualizarlo y comprenderlo mediante la metodologia de superficie de respuesta, la

cual entrega los parametros donde este desempefio se maximiza.

En funcion al andlisis anterior, surgen las preguntas de investigacion de este trabajo,
donde se cuestiona cuéles son las variables de operacion que tienen mayor influencia
en la operacion eficiente del fotobiorreactor y, mas especificamente, cuales son las
condiciones (valores) operacionales de estas variables que permiten maximizar las

tasas de depuracion en el sistema definido.

Esta investigacion se enfoca en la determinacion de las variables influyentes y las
condiciones 6ptimas para depurar las aguas residuales de un sistema acuicola ubicado
en la Unidad de Biotecnologia del Departamento de Oceanografia de la Universidad
de Concepcidn, utilizando fotobiorreactores de columna de burbujeo cuyas variables
y condiciones de operacion no estaban optimizadas. Para este estudio se disefid y
fabricé un fotobiorector que cumpliera con los requerimientos técnicos. Primero se
realiz6 un analisis tedrico de todas las variables de operacion y su efecto sobre la
eficiencia en diferentes sistemas, datos obtenidos de literatura. Luego, se selecciond
tres de estas variables para evaluar, experimentalmente, las condiciones de operacién
en los puntos extremos seleccionados en funcion al disefio del reactor. Finalmente, se
utiliz6 una herramienta computacional para conocer los valores de estas variables
operacionales que permitan obtener el méximo rendimiento en depuracion de los

contaminantes (amonio, nitrato y fosfato) en el fotobiorreactor.
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2.0 HIPOTESIS

La optimizacion de las condiciones de operacion de un biofiltro FDM depende de la
interaccion y rangos de operacion de la irradiancia, caudal de aire y de agua.

2.1 OBJETIVO GENERAL

Optimizar el proceso de depuracion de aguas residuales de un sistema de
recirculacién acuicola (RAS) utilizando un biofiltro mixotréfico de matriz
inmovilizada a través del manejo de las variables de operacion: tasa de retencion

hidraulica, agitacion e irradiancia.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo 1. Disefiar un modelo experimental mediante el programa “Modde v12.0”
de Unimetrics para obtener una superficie de respuesta para tres factores que afectan

la eficiencia de un FDM.

Objetivo 2. Determinar, mediante selecciéon multifactorial, las condiciones

operacionales que maximizan las tasas de depuracién de nitrégeno y fésforo.

Objetivo 3. Evaluar efectos sinérgicos de las distintas variables de operacion para

maximizar las tasas de depuracion de amonio, nitrato y fosforo.
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3.0 MATERIALES Y METODOS

La presente metodologia describe las actividades que se llevaron a cabo para
lograr los objetivos planteados en la seccion anterior; la optimizacion de las variables
operacionales seleccionadas para la evaluacion de los fotobiorreactores de columna de
burbujas en configuracion batch-recirculado busca la o las mejores condiciones de
cultivo para el tratamiento de aguas residuales en sistemas de recirculacion acuicola
(RAS). La investigacion fue desarrollada en el Laboratorio de Bioprocesos
Microalgales perteneciente al Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad
de Concepcion, Chile, con el patrocinio de la empresa Ingenieria y Bionegocios FDM.

Se construyd un sistema integrado de tres fotobiorreactores de columna de
burbujeo de configuracion batch-recirculado, con operacion en paralelo, para obtener
los valores de las variables operacionales que maximizan el proceso de depuracion de
los contaminantes de las aguas residuales provenientes de un RAS de cultivo de
salmonidos perteneciente a la Unidad de Biotecnologia del Departamento de
Oceanografia de la Universidad de Concepcion. Las variables operacionales
estudiadas en esta investigacion fueron la irradiancia medida unidades LUX,
temperatura (°C), tiempo de retencion hidraulica medida en funcion del caudal de agua
recirculada (L/min) y la agitacion medida como el caudal de aireacion (L/min). En la
construccion del prototipo se consider6, (1) un sistema de iluminacion, (2) un sistema
de aireacion, (3) un sistema hidraulico, (4) un sistema de termoregulador y (5) un
sistema de retencion de las matrices contenedoras de los microorganismos
(biomedios), encargados de la depuracién de nutrientes. A modo de comparacion, se
realiz6 un experimento utilizando un control negativo, que utiliza una matriz de
alginato y NFC sin los microorganismos (microalga-bacteria) encargados de la
depuracion de contaminantes. Las condiciones de cultivo para el experimento control
negativo son las siguientes: irradiancia: 15250 LUX, caudal de aire: 2 L/min y caudal
de agua: 3 L/min. Se consideraron estas condiciones para el experimento de control
negativo, ya que tedricamente estas condiciones serian las que tendrian un mejor

rendimiento en comparacion a los otros experimentos. El experimento de control
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negativo, busco demostrar que los biomedios sin microorganismos, no poseen algun

tipo de influencia tanto en la absorcion o transformacion de los nutrientes.

Este modelo de sistema de fotobiorreactores de columna de burbujas fue disefiado para
evaluar las tasas de depuracion de los Biofiltros Mixotroficos que utilizan matrices de
Alginato-NFC, en las distintas configuraciones de las variables operacionales del
disefio experimental.

3.1 PREPARACION DE LOS FOTOBIORREACTORES

Se utilizaron tres fotobiorreactores cilindricos fabricados de acrilico, cuyas
dimensiones fueron de 74 cm de altura y 9 cm de diametro, equivalentes a 3 litros
operativos. A estos tubos de acrilico se le realizd6 modificaciones a su estructura, de
modo que el proceso funcionara como un sistema batch-recirculado; por ende, estas
modificaciones se basan principalmente en la instalacion de una entrada y una salida
de caudal de agua (figura 3). La entrada de agua se encuentra en la generatriz inferior
del cilindro y la salida se encuentra en la generatriz superior del cilindro; esta entrada
y salida de agua se conectan a un acumulador que consiste en un receptaculo donde se
encuentra la bomba sumergible que impulsa el ingreso de agua. La capacidad del
acumulador es de 3 litros permitiendo un total volumétrico de 6 litros de agua que se
requiere depurar. Este sistema considera un sistema de iluminacidn interna, un sistema
de agitacion mediante burbujeo de aire y un sistema de control de temperatura, ademas
del sistema hidraulico anteriormente mencionado. Si bien cada uno de los sistemas
funciona independiente, todos deben asociarse de tal modo que los fotobiorreactores
hayan operado a las condiciones deseadas. El esquema del sistema general se muestra

en la figura 3.
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Figura 3 Esquema general del sistema, incluye los tres fotobiorreactores
acoplados al intercambiador de calor, al sistema de iluminacion y al de agitacion.
Se muestra los flujos de agua, aire y electricidad en azul, gris y rojo,
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respectivamente. FR corresponde al flujometro ubicado justo después de la
véalvula de bola y antes del ingreso de agua al reactor.

A continuacion, se describe la construccion de cada sistema, y los materiales y
herramientas que se utilizaron también para la construccion del sistema de
iluminacioén, el termorregulador, hidraulico, de aireacion y de contencion de las

esferas.

3.1.1 Sistema de iluminacion

El sistema de iluminacion consta de una barra de acero de 12 mm de diametro
y 49 cm de largo rodeado por cinta LED SMD3014, sin recubrimiento de silicona y
procurando no dejar espacios vacios. La cinta se conectd a un regulador de intensidad,
alimentado por una fuente de poder de 650W. Esta barra de acero con las luces
integradas se encuentra al interior de una tuberia de acrilico de 25 mm de didmetro,
cuya funcion reside en evitar el contacto de la fuente de luz con el agua. El largo de la
barra de iluminacion se corresponde con el volumen ocupado por el agua dentro del
reactor, evitando asi que por exceso de calor deteriore la tuberia de acrilico. La tuberia
de acrilico fue unida en la parte superior, a un tubo de PVC de 25 mm con el fin de
manipular el sistema de iluminacion al momento de cambiar las condiciones para el
siguiente experimento. El exterior de la columna se recubri6 con papel aluminio con
el fin de aumentar la reflectancia de la luz. Los valores de irradiancia fueron
cuantificados mediante un Luxdmetro modelo “LX1010BS”, tomando las mediciones

desde la parte exterior del reactor.
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Figura 4 Sistema de iluminacién ubicado dentro del reactor, unido al sistema de
aireacion.

3.1.2 Sistema termorregulador

Este sistema fue disefiado para mantener la temperatura constante dentro del
sistema, utilizando un Water Chiller marca “SUNSUN”, modelo “HYH-0.5D-D. Para
regular la temperatura del sistema se utilizé un recipiente de poliestireno con una
densidad de 20 kg/m?® (58 x 38,5 x 36,5 cm), en el cual se encuentran los acumuladores
de agua de cada uno de los tres fotobiorreactores y la bomba independiente conectada
al Water Chiller que regula la temperatura de los tres acumuladores de agua. La

temperatura se mantuvo a 10°C.
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Figura 5 Sistema termorregulador equipado con el Chiller con monitoreo de la
temperatura, equipo ubicado a la derecha de esta imagen, y a la izquierda se
encuentra el sistema de intercambio de calor ubicado dentro de la caja de
plumavit.

3.1.3 Sistema hidraulico
Este sistema fue disefiado para que el agua de los reactores no se mezcle entre

si, haciendo que el agua recircule entre el acumulador y el reactor, y haciendo que los
tres reactores funcionasen de manera independiente. Para esto, se utilizaron bombas
hidraulicas de 40 W de potencia y un flujo de salida de 1.800 I/h. Las bombas se
encontraban en un acumulador de agua, que impulsaba el agua hacia la entrada del
reactor, ubicada en la parte inferior del reactor. El ingreso de agua estaba regulado por
una valvula de compuerta y el caudal se cuantifico con un flujémetro, ubicado
posterior a la valvula sefialada. En la salida del reactor, se dispuso un rebalse que
consta de una salida en la parte superior del reactor hecha con coplas y tubos de PVVC
de 25 mm de diametro para evitar las filtraciones de agua; el sistema se sellé mediante

anillos de goma y silicona liquida.
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3.1.4 Sistema de agitacion
El sistema de agitacion estd dado por aire, por lo que se disefid y construyd un

acumulador de aire, cuyo objetivo fue entregar un caudal independiente y controlado
de aire a cada una de las columnas (biofiltros) que se utilizaron en la experimentacion.
Se utiliz6 una tuberia de PVC hidréulico de 90 mm de didmetro y 1.5 m de largo con
cuatro collarines de plastico de 90 mm distanciados cada 30 cm. Cada uno tiene una
salida de %2 pulgada con una valvula de bola que regula el paso; en los extremos se
pusieron tapas tipo gorro de 90 mm con salidas de estanque para el ingreso del aire.
Las tapas tipo gorro cuentan con una valvula de seguridad para regular la presion del
sistema. Las salidas de este acumulador inducen la salida del aire hacia los
fotobiorreactores a los que ingresa el aire por una manguera de 5,5 mm de diametro y
se conecta a un difusor de aire al final de la tuberia de acrilico.

Las tres columnas de fotobiorreactores se mantuvieron en distintos regimenes de

agitacion. El sistema de aireacion estaba acoplado al sistema de iluminacion resultando

en solo una unidad que facilitaba su manejo.

Figura 6 A la izquierda, sistema de acumulacion de aire que dirige el aire hacia
la tuberia del sistema de iluminacion que, ademas, esta asociado al sistema de
aireacion que culmina en el difusor el cual entrega las burbujas al sistema como
se muestra en la imagen de la derecha.
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3.1.5 Contencion de las esferas
Se fabrico un sistema de retencion de biomedios para evitar que se filtren en el

sistema e ingresen al acumulador de agua. Este sistema fue fabricado con placas de
acrilico disefiado para facilitar la retencion y paso de las esferas; a esta placa se le
adiciond un filtro de malla de 9 cm de diametro que permite el paso del agua reteniendo
las esferas. Estas placas fueron situadas en la parte superior del tubo de iluminacion,
impidiendo asi que las esferas se desplacen hacia el rebalse.

Una vez terminado el armado y sellado de los sistemas, se verifico la posible existencia
de fugas tanto de los sistemas independientes como del sistema general. Para esto se
Ilevaron a cabo distintas pruebas para asegurar el buen funcionamiento de todas las
partes de este sistema.

Figura 7 A la izquierda, sistema de contencion de biomedios durante el
funcionamiento del reactor. A la derecha, sistema de contencion de biomedios,
desde una perspectiva transversal.
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3.1.6 Pruebas preliminares

Se realizaron pruebas de todos los sistemas para verificar que funcionaran de manera
correcta como sistemas independientes. Por ejemplo, se verificd el sistema hidraulico
para ver si existian fugas de agua en alguna de las uniones del sistema. El sistema de
aire también fue chequeado para verificar que no hubiese fugas al aumentar la presion
en el interior del acumulador de aire, y se repartiera equitativamente el aire en las tres
columnas de los fotobiorreactores. El sistema de iluminacion fue probado para
verificar que la luz fuera capaz de controlarse mediante el regulador y que no ingrese
agua a este sistema ya que impediria el correcto funcionamiento del sistema. Al
sistema termo-regulador también se le hicieron pruebas para verificar que fuera capaz
de mantener la temperatura deseada (10°C) en las tres columnas.

Por dltimo, se realizaron pruebas de puesta en marcha de todos los sistemas
funcionando simultaneamente, verificando que no existiesen problemas en ninguno de
los sistemas independientes, y realizé pruebas del funcionamiento y control de ellos
durante la experimentacion. Cuando ya se comprobd que no existian pérdidas de
ningun tipo, se finaliz6 la etapa de preparacion y puesta en marcha de los
fotobiorreactores.

3.2 OBTENCION E INMOVILIZACION DE LOS
MICROORGANISMOS

Los microorganismos que se utilizaron en este estudio corresponden a un
consorcio microalgal-bacteriano proporcionado por la empresa “Ingenieria y
Bionegocios FDM”. Los microorganismos utilizados fueron obtenidos de un in6culo
mantenido en agua residual proveniente del RSA Los Aguilera del Departamento de
Oceanografia de la Universidad de Concepcion. Este in6culo se mantuvo a una
temperatura de 10°C y fueron inmovilizados en esferas de alginato y nanofibras de
celulosa (NFC), realizando una mezcla de 90% (p/p) alginato y 10% (p/p) nanofibras
de celulosa. El alginato fue preparado disolviendo 1,5 grs de alginato en polvo en
100 mL de agua destilada, homogeneizado mediante agitador a 28000 rpm, hasta

obtener una mezcla completamente homogénea. Luego, el alginato se mezclé con la
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nanofibra de celulosa en estado liquido en una relacién 9:1; posteriormente, a esta
mezcla se le agregd 20 ml del indculo de microalgas. El indculo se encontraba en su
fase exponencial de crecimiento, a una densidad Optica de 3 a 4 de absorbancia (ABS)
cuantificada a 680 nm. Finalmente, la mezcla se dejo caer gota a gota en una solucion
de cloruro de calcio (CaCly), preparado mezclando de 2 grs de cloruro de calcio en
estado solido y 100 mL de agua destilada y homogeneizado con agitador magnético
a 8000 rpm. Una vez que las gotas de la mezcla de alginato-NFC-inoculo entraban
en contacto con el cloruro de calcio, las esferas se formaban inmediatamente. El
didmetro de la esfera esta dado por el didmetro de la punta de descarga; para este
estudio se prepararon esferas de 3 mm de didmetro. Las esferas se mantuvieron en la

solucion de CaCl; por 24 horas.

3.3 OBTENCION DE LOS VALORES MAXIMOS Y MINIMOS DE
LAS VARIABLES OPERACIONALES.

Para efecto de disefio experimental, se definieron empiricamente los rangos para cada
una de las variables de operacion seleccionadas. Luego, y con la ayuda del programa
Modde v12.0 de Unimetrics, se definieron las condiciones intermedias para cada
factor y la combinacion de condiciones para el experimento que evalia la
reproducibilidad del estudio; este experimento se realiz6 por triplicado como lo exige
el programa. Para obtener los valores méximos y minimos de estas variables, fue
necesario llevar a cabo una serie de ensayos preliminares, que dieron a conocer el
rango de un correcto funcionamiento del fotobiorreactor.

Los rangos estimados de las variables operacionales se muestran en la tabla 2 y los
experimentos realizados para evaluar las tasas de depuracion son detallados a

continuacion.

3.3.1 Tasa de retencion hidraulica

La tasa de retencion hidraulica se define como el tiempo en que el liquido permanece
dentro del rector y esta dado en funcion del caudal medido (L/min). Los valores de

los caudales se obtuvieron con un flujémetro digital marca “Se®’, modelo YF-S201,
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para tuberias de '4”; este equipo posee un rango de medicion de 1 a 30 L/min. El
flujometro se ubico en linea estratégicamente para medir el flujo de agua que
ingresaba a la columna del fotobiorreactor desde la bomba puesta en el acumulador,
tal como se muestra en la figura 3. Para obtener los valores maximos y minimos de
caudal, se observo diferentes valores de caudal que permitian que las esferas
permanecieran en suspension, donde el caudal minimo era el que permitia mantener
en movimiento a aproximadamente el 80% de las esferas y el valor del caudal
maximo sera aquel que les permitia a las esferas flotar en la parte superior del reactor

compactandose en la seccion superior del fotobiorreactor.

3.3.2 Agitacion

La agitacion estd dada en funcion del caudal de aire medido en litros/minuto (L/min).
Los valores de esta variable operacional fueron obtenidos con un rotdmetro marca
“Veto”, con capacidad de lectura de 1-10 L/min. EI rotdmetro fue puesto a la entrada
del fotobiorreactor para medir el flujo de aire necesario para que los biomedios
(esferas) puedan suspenderse en la columna y que la mezcla (agua de tratamiento y
biomedios) al interior del reactor se encontrase homogénea, como se muestra en la
figura 3. El valor de caudal minimo correspondié al valor ausente de movimiento de
los biomedios y el valor méaximo fue aquel que le otorgase una agitacion tal que los
biomedios se encontrasen distribuidos homogéneamente al interior del
fotobiorreactor, evitando que se genere caos al interior del fotobiorreactor o que el

exceso de agitacion provoque el rompimiento de los biomedios.

3.3.3 Irradiancia

La irradiancia se define como la potencia entregada a una superficie determinada
(W/m?). Para este caso puntual, la irradiancia se midi6 en unidades LUX (Lumen/m?)
y fue controlada mediante un dimmer o regulador de potencia luminica capaz de
controlar, segun requerimiento, la potencia emitida al sistema. La irradiancia minima
que puede entregar el dimmer corresponde a 500 LUX, mientras que la irradiancia

méaxima que entrega el dimmer corresponde a 30000 LUX. Este rango de irradiancia
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fue estimado mediante el criterio de alcanzar los dos extremos de fotoinhibicion en
caso de que la irradiancia sea maxima y fotolimitacion en el caso de que la irradiancia

sea minima (Huang, Jiang, Wang, & Yang, 2017).

Tabla 2 Valores maximos y minimos de las variables operacionales estudiadas
en esta investigacion.

Nombre Unidad Valores
Caudal Agua L/min lab
Caudal Aire L/min Oa4

Irradiancia LUX 500 a 30000

3.4 DISENO EXPERIMENTAL

Con los valores maximos y minimos de los parametros seleccionados, se corrid
el programa estadistico ingresando estos parametros como factores junto a sus
respectivos valores. El programa formul6 el disefio experimental entregando el nimero
de experimentos a realizar y su combinacion. Un disefio central compuesto fue el
modelo escogido para evaluar el efecto de los tres factores (Irradiancia, Agitacion y
Tasa de retencion hidraulica) con un total 14 experimentos y tres réplicas

(reproducibilidad) propuestas por el modelo, dando un total de 17 experimentos.

Las variables respuestas del proceso de depuracion fueron la concentracion de amonio,
nitrato y fosfato, medidos en mg L-1h-1.

3.5 MEDIO DE CULTIVO

El medio de cultivo utilizado fue agua proveniente de la descarga (RIL) del sistema de
recirculacion acuicola (SRA) del Departamento de Oceanografia de la Universidad de
Concepcion. Es importante mantener durante la experimentacion condiciones

similares del RIL; para ello, que se acopi6 300 L de RIL en un estanque, manteniendo
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el sistema en recirculacion, haciéndola pasar por un filtro UV, durante 12 horas, con
el fin de controlar la formacién de microorganismos que pudieran modificar las
concentraciones de nutrientes en el medio. ElI RIL se almacend en una camara
refrigerada a 3°C y diariamente se cuantificaron los nutrientes (amonio, nitrato y
fosfato). La tabla de condiciones de cultivo ubicado en el anexo (tabla 6) muestra el
comportamiento de las concentraciones de nutrientes en el tiempo de experimentacion.
La tabla 5 del anexo muestra las condiciones de cultivo generales de los

fotobiorreactores.

3.6 EXPERIMENTACION PRELIMINAR

Una vez obtenido el disefio experimental, se realizé un experimento de prueba, con el
fin de determinar el tiempo de duracion de los experimentos; es decir, el tiempo que
tardarian los nutrientes en ser absorbidos y transformados por los biomedios
contenedores del consorcio microalga-bacteria. Para lo anterior, se considero aplicar
las condiciones menos favorables en términos disponibilidad de luz (500 LUX), nula
agitacion y maximo caudal de recirculacion 5 LPM. La toma de muestras se realizo
cada 1 hora, hasta la hora 6, se volvié a medir a las 14 horas y nuevamente cada una
hora, hasta llegar a las 17 horas.

3.7 ANALISIS DE LA CAPACIDAD DE DEPURACION
La capacidad depuradora de los fotobiorreactores fue evaluada mediante la medicion
de la densidad Optica, la cual mediante una curva de calibracién se obtuvo la
concentracion de los nutrientes presentes en el medio. Estas mediciones se llevaron a
cabo por medio de métodos colorimétricos utilizando un “Espectrofotometro para
Microplacas Epoch™”, junto con el programa “GenS5” para la recoleccion de datos. Se
utilizaron adaptaciones de los protocolos de medicion de amonio, nitrato y fosfato,
descritos en el manual de instrucciones del fotometro multiparamétrico “HANNAH-
HI83399”. El amonio exudado por los peces respecto a la absorcion microalgal se
midié segin el método de Nessler (SMC,2016), el cual se modific6 de modo que
pudiese realizarse la medicion de la absorbancia en una placa de multipocillos. Para

este efecto se dispuso de 300 uL de la muestra problema y se le adicioné 10 uL del
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reactivo A 'y 10 uL del reactivo B; luego se homogeneizd y se dejo reaccionar por 5
min, prosiguiendo a su lectura a una longitud de onda de 420 nm . El nitrato producido
por la nitratacion bacteriana respecto a la absorcion microalgal, segun el método de
determinacion de nitratos por espectrometria UV (SMC, 2016); consistié en depositar
2 uL de la muestra problema en la placa de micro-voliimenes “Take3”, seguido de la
lectura realizada a la longitud de onda de 220 nm, seguida de una correccion para
eliminar el sesgo de interferencias, medida a 275 nm. Para la medicion de fosfato fecal
exudado por los peces respecto a la absorcion microalgal, segin el método
aminoacidico (SMC,2016), cuya adaptacion consistié en depositar 150 uL de la
muestra problema y 150 uL de una dilucion de los reactivos Ay B en 10 mL de agua
mili-Q; se homogeneizo y se dejé reaccionar durante 5 minutos, posteriormente se
llevd a cabo la lectura de la muestra a una longitud de onda de 810 nm. Una vez
terminado cada experimento, se realiz6 un recambio tanto de agua como de las esferas.
Se prepard el sistema de modo que las condiciones de limpieza fueran similares para
todos los tratamientos para asegurar independencia entre experimentos desarrollados

en el fotobiorreactor.

47



4.0 RESULTADOS

4.1 Diseiio Experimental

El disefio experimental entregado por el programa Modde v12,0 para la

realizacion de los experimentos mediante un disefio central compuesto es resumido en

la tabla 3. Alli se indica el rango y niveles de las tres variables independientes (caudal

de aire, caudal de agua e irradiancia). La informacion del disefio experimental se

representa en nimero de experimentos, orden de corrida y las condiciones de cada uno

de los experimentos (1-14), incluyendo las repeticiones propuestas por el programa

para evaluar reproducibilidad (15-17).

Tabla 3 Matriz del disefio experimental definida por el programa Modde v12.0.

Numero Nombre del Ordende | Caudal de Caudal de Irradiancia
experimento experimento | corrida agua (L/min) | aire (L/min) [ (LUX)

1 N1 7 1 0 500
2 N2 1 5 0 500
3 N3 16 1 4 500
4 N4 12 5 4 500
5 N5 2 1 0 30000
6 N6 11 5 0 30000
7 N7 14 1 4 30000
8 N8 17 5 4 30000
9 N9 13 1 2 15250
10 N10 15 5 2 15250
11 N11 10 3 0 15250
12 N12 8 3 4 15250
13 N13 6 3 2 500
14 N14 4 3 2 30000
15 N15 3 3 2 15250
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16 N16 9 3 2 15250

17 N17 5 3 2 15250

4.2 Comportamiento de nutrientes

Los nutrientes evaluados fueron nitrégeno amoniacal total (NAT), nitrato
(NO3) y fosfato (PO+>). Si bien las tres curvas de concentracion a las 17 horas de
experimentacién presentan una disminucion considerable en la concentracién, aun asi,
hay ciertos experimentos que presentan mayores pendientes entre la hora 4 y 6 de
experimentacion, respecto a las 17 horas totales de experimentacion. Por ejemplo, el
amonio, posee un comportamiento distintivo en los experimentos 12, 13 y 14. Estos
experimentos poseen las mayores pendientes en la hora 4 y 6 de experimentacion.

La evaluacion de estas curvas motivo a realizar un anélisis mas detallado a las
horas 4 y 6 de experimentacién. En el caso del nitrato, se ve que posee un
comportamiento de aumento y disminucion de la concentracion, debido a la actividad
simbidtica presente en el sistema. Al cabo de la 17 hora es posible visualizar, por
medio de las pendientes, la tendencia a la disminucién de la concentracion, mientras
que, a la 4 y 6" hora de experimentacion, se obtuvieron pendientes tanto negativas
como positivas debido a las reacciones de produccién de nitrato y la simultanea
transformacion a nitrito. Como consecuencia, se evaluaron Unicamente las pendientes
mas altas y que sean negativas a esas horas de experimentacion. Para el caso del
fosfato, se observa que las pendientes a la 17% hora de experimentacion tienen la clara
tendencia a disminuir en concentracion; sin embargo, la 4% y 6% hora de
experimentacién presenta un comportamiento peculiar en los experimentos 11, 12 y
13 cuyas condiciones corresponden a L15250-A0-C3, L15250-A4-C3 y L500-A2-C3
respectivamente, lo que obliga al analisis en detalle de estos experimentos. Las
desviaciones estandar de los datos obtenidos no fueron agregadas al grafico para no
complicar la observacion del comportamiento de cada uno de los experimentos. Los

datos de este grafico se encuentran en el anexo 6y 7 (tabla 7 y 8).
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4.2.1 Comportamiento del Amonio

El amonio fue consumido casi en su totalidad en todos los experimentos al cabo
de las 17 horas; sin embargo, existen diferencias particulares entre ellos dependiendo
de cada tratamiento aplicado. Observando de forma general, es posible visualizar que
existen tendencias de disminucion de la concentracion o aumento de las tasas de
depuracion por parte de ciertos grupos de experimentos (figura 8). Por ejemplo, los
experimentos 12, 13 y 14 presentaron las mayores tasas de depuracion respecto al resto
de los experimentos a la 4 hora de experimentacion. A la hora 6, la concentracion
parecio haber llegado a un valor minimo detectable. Ademas, en estos tres
experimentos (12, 13 y 14), se observaron las mejores tasas de depuracion por lo que
se profundizo el andlisis. Para el caso de las 4 horas, entre los tres tratamientos, el que
posee mayor tasa de depuracién corresponde al experimento 12 con una tasa de
depuracion de 0,338 mg L*h, sequido por el experimento 13 con un valor de 0,322

mg L-1h-1*h y por ultimo el experimento 14 cuya tasa de depuracion correspondio a

0,312 mg L-1h-1*h.
Amonio
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1,814
1,607
1,607
N ® 1814
N 1,609
1500 1.602
\ 1,609
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1,000 “'"-..._ 1,671

Concentracién (mg/L)

1,671
1,814
1,191
- 1,191

0,500 \

~u TP =y

0,000

2 a 6 8 10 12 14 16

Tiempo (horas)

Figura 8 Evolucion de la concentracion del nitrogeno amoniacal en el tiempo para
los 17 experimentos
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4.2.2 Comportamiento del Nitrato

El nitrato no fue depurado completamente debido a su alta concentracion inicial; sin
embargo, de la figura 9 se pudo observar que todos los tratamientos poseen un
comportamiento similar de fluctuacion de la concentracion. Al finalizar las 17 horas
de experimentacion, se puede ver que hay una clara disminucion de la concentracion,
resultando como maximos depuradores a los experimentos 8, 11 y 13 cuyas tasas de
depuracion corresponden a 1,45 mg L-1h-1*h, 1,38 mg L-1h-1*h y 1,48 mg L-1h-1*h,
respectivamente. A la 4® hora, los experimentos que presentaron mejores tasas de
depuracién fueron el 8, 10 y 11, cuyas tasas de depuracién alcanzaron los 3,34 mg L-
1h-1*h, 3,26 mg L-1h-1*hy 3,78 mg L-1h-1*h, respectivamente. Para las 6 horas, los
experimentos 3, 11 y 12 destacaron por sobre los otros experimentos a esta misma
hora, y sus tasas de depuracion fueron 1,37 mg L-1h-1*h, 3,74 mg L-1h-1*h y 1,33

mg L*h? respectivamente.

Nitrato

70,000
60,000
50,000
TN e

40,000

30,000

20,000
0

Tiempo

Figura 9 Evolucion de la concentracion de nitrato para los 17 experimentos
realizados en 17 horas de experimentacion
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4.2.3 Comportamiento Fosfato

En las curvas de comportamiento del fosfato, representadas en la figura 10, se
puede identificar claramente una tendencia a la disminucion de la concentracion hacia
las 17 horas. Durante las primeras horas, la mayoria de los experimentos parecen tener
una clara actividad depuradora. Sin embargo, los experimentos 2, 5y 15 muestran un
comportamiento de alza de la concentracion justo en la 5" hora de experimentacion.
Los experimentos que tienen mayor tasa de depuracion al final de la experiencia son
los experimentos 6, 7 y 8, cuyas tasas de depuracion alcanzaron valores de 0.445, 0.409
y 0,409 mg L-1h-1*h, respectivamente. A las 4 horas, los experimentos con mayor
tasa de depuracion de fosfato fueron los experimentos 9, 12 y 13 con tasas de
depuracion de 0,643 mg L-1h-1*h, 0,827 mg L-1h-1*h y 0,804 mg L-1h-1*h,
respectivamente. A la 6% hora, las mayores tasas de depuracion fueron obtenidas por
los experimentos 8, 11 y 12, cuyas tasas de depuracién corresponden a 0,832 mg L-
1h-1*h, 0,884 mg L-1h-1*h y 0,830 mg /L*h, respectivamente.

Fosfato

10,000

8,000

6,000

4,000

Concentracion (mg/L)

2,000

0,000

0 5 10 15

Tiempo (Horas)

Figura 10 Curvas de comportamiento de fosfato para los 17 experimentos
realizados en las 17 horas de experimentacion
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4.2.4 Tasas de depuracion

Las tasas de depuracion fueron evaluadas por medio de la pendiente de las lineas de
tendencia de cada uno de los experimentos. Se analizaron las pendientes a las horas 4,
6 y 17 de experimentacion, como se muestra en la tabla 4. Es posible identificar que
las tasas de depuracion de los experimentos evaluados en la hora 17 son menores
respecto a las horas 4 y 6. Sin embargo también es posible identificar que la hora 4 de
experimentacion, posee mayores pendientes respecto a la hora 6.

Tabla 4 Valores de las tasas de depuracion (mg L-1h-1) para cada uno de los
experimentos a las 4, 6 y 17 horas

Amonio Nitrato Fosfato

Ensayo |ID Ensayo 4hrs |6hrs [17hrs|4hrs |6hrs |17 hrs {4 hrs |6 hrs |17 hrs

Exp 1|{L500-A0-C1 0,216 0,193| 0,063 0,216 0,868 0,571 0,373| 0,419| 0,256

Exp 2|L500-A0-C5 0,191| 0,145| 0,067 0,434 0,119 0,106| 0,157 0,055| 0,319

Exp 3|L500-A4-C1 0,177| 0,122| 0,044 2,440| 1,370| 0,624| 0,521| 0,535| 0,330

Exp 4|L500-A4-C5 0,263 0,208 0,064 2,290 1,210{ 0,917 0,483| 0,545| 0,301

Exp 5(L30000-A0-C1 | 0,215 0,140 0,075 0,786 0,306 0,149| 0,027| 0,050| 0,322

Exp 6(L30000-A0-C5 | 0,172 0,155 0,070 2,310 0,568| 1,130 0,283| 0,548| 0,445

Exp 7(L30000-A4-C1 | 0,170 0,148/ 0,064 2,940( 0,677 1,170| 0,364| 0,644| 0,409

Exp 8(L30000-A4-C5 | 0,209 0,211 0,081| 3,340 0,897| 1,450| 0,427| 0,832 0,409

Exp 9|L15250-A2-C1 | 0,172| 0,187 0,057 2,320 0,431 0,925| 0,643| 0,591| 0,353

Exp 10{L15250-A2-C5 | 0,179| 0,193| 0,070 3,260 0,200| 1,070| 0,640| 0,652| 0,338

Exp 11{L15250-A0-C3 | 0,076 0,063| 0,067 3,780 3,740| 1,380| 0,586| 0,884| 0,355

Exp 12{L15250-A4-C3 | 0,338| 0,217| 0,037| 1,270| 1,330 1,370| 0,827| 0,830| 0,324

Exp 13|L500-A2-C3 0,322| 0,204| 0,038 0,397| 1,180| 1,480| 0,804 0,824| 0,324

Exp 14{L30000-A2-C3 | 0,312 0,277 0,061| 0,799 1,250| 1,320| 0,636| 0,706| 0,357

Exp15*|L15250-A2-C3 | 0,308 0,265| 0,070 0,099 0,732 1,080 0,333 0,250 0,344

Exp 16{L15250-A2-C3 | 0,099| 0,104| 0,050| 0,795| 0,894| 0,809| 0,312| 0,237| 0,289

Exp 17{L15250-A2-C3 | 0,121| 0,076 0,054| 1,070| 0,868| 0,596| 0,218| 0,130| 0,237

*: Indica que el experimento no fue considerado para futuros analisis.
4.3 Superficies de Respuesta

Para la obtencion de las graficas de superficie de respuesta provenientes del programa
Modde v12,0, se utilizé como variable respuesta las pendientes evaluadas como tasas
de depuracion (mg L-1h-1*h) de cada una de las curvas a las horas 4 y 6 de
experimentacion. Para el proceso de optimizacion en 4 dimensiones, fue necesario
especificar las variables operacionales fijas (caudal de aire y caudal de agua) mientras
que la irradiancia se dejé como variable de evaluacion movil en los valores maximo
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(30000 LUX), minimo (500 LUX) y medio (15250 LUX), en respuesta a las tasas de
depuracién de nutrientes. Los valores de las tasas de depuracién representadas como
pendiente se identificaron mediante colores donde el rojo representa los valores mas
altos de las tasas de depuracion y el azul representa los valores mas bajos, considerando
sus respectivos intermedios.

Es importante mencionar que los experimentos 15, 16 y 17, que para este caso
actian como los puntos centrales del modelo utilizado en esta investigacion, no poseen
una buena reproducibilidad, es decir, que las respuestas de estos tres experimentos no
son similares, como se esperaba. Los valores de las pendientes de estos experimentos
se encuentran en la tabla 4.

4.3.1 Hora 4 de experimentacion, variable respuesta TAN (Nitrégeno
amoniacal Total)

En el caso del TAN (figura 11, 12 y 13), se visualiza una superficie de respuesta en la
cual un bajo nivel de irradiancia (500 LUX) muestra que los valores maximos de las
tasas de depuracion son obtenidos a un caudal de aire ubicado en un rango entre 2,6 y
4,7 L/min, mientras que, para el caso del caudal de agua, el rango 6ptimo de trabajo se
encuentra entre 3,3 y 5,0 L/min. Si la irradiancia se evalda a un nivel medio (15250
LUX), se observa que la maxima tasa de depuracion se alcanzd para el caso del caudal
de aire en un rango entre 1,5 y 4,0 L/min, mientras que el caudal de agua posee su
méaxima tasa de depuracion entre los 2,5 y 4,5 L/min. Cuando la irradiancia se utiliza
a su maximo valor (30000 LUX), las maximas tasas de depuracion son alcanzadas
cuando el caudal de aire esta en el rango de 2,95 y 4,0 L/min, mientras que el caudal
de agua tiene su rango entre los 2,4 L/min y 3,9 L/min.
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Figura 11 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta TAN
a las 4 horas, a una irradiancia minima (500 LUX).
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Figura 12 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta TAN a
las 4 horas, a una irradiancia media (15250 LUX).

56



TAN

5 45 .4 35325 21550051

152 253, a5 4

0,28
0,26 .
0,24 y
£
0,22 f‘{
£
0,18 ‘ T 018
0,16/ il
0 . o
Caudal Agua [LPM] - 05 1 Cuadal Aire [LPM]
' 1,5
g
25

Figura 13 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta TAN a
las 4 horas a una irradiancia maxima (30000 LUX).

4.3.2 Hora 4 de experimentacion, variable respuesta NO3

En el caso de la variable respuesta NO3z a las 4 horas de experimentacion, es posible
visualizar una superficie de respuesta cuya forma corresponde a una paraboloide
eliptica, como muestran las figuras 14, 15y 16 cuyo rango de respuesta varia entre 2
y 3,5 donde los puntos maximos se encuentran en los extremos de la superficie
teniendo mejor respuesta a un nivel de caudal de agua minimo, esto quiere decir que
existen dos puntos donde se puede encontrar la maxima tasa de depuracién y estos
polos corresponden a maximo y minimo caudal de aire, teniendo mejor resultado a un
bajo caudal de aire. Si la irradiancia se evalGa a un bajo nivel (500 LUX), el valor
maximo de depuracion en un punto es obtenido a un caudal de aire (rango total entre
1y 4 L/min) ubicado en un rango entre 3,8 y 4 L/min, mientras que para el caudal de
agua (rango total entre 0 y 5 L/min), el rango 6ptimo de trabajo se encuentra entre 1,0
L/min y 1,25 L/min. Si la irradiancia se evalGa a un nivel medio (15250 LUX), los
valores maximos de las tasas de depuracion se encuentran en tres puntos y son
obtenidas a un caudal de aire de O L/min o bien en un rango entre 3,8 L/miny 4,0
L/min, mientras que para el caudal de agua, el rango 6ptimo de trabajo para el caso de
la agitacion minima se encuentra entre 4,8 L/min y 5,0 L/min; y el caso de la agitacion
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méaxima, los valores méximos de depuracion se encuentran a caudales de agua
cercanos a 1y a5, respectivamente. Cuando la irradiancia se utiliza a su maximo valor
(30000 LUX), las méaximas tasas de depuracién alcanzan niveles mé&ximos en
condiciones similares al caso de la iluminacion a 15250 LUX, y son alcanzadas cuando
el caudal de aire se encuentra en niveles maximos y minimos llevando a mejores
resultados en valores maximos mientras que el caudal de agua tiene su Optimo
funcionamiento en valores maximos de caudal, aunque los resultados a caudales de
aire minimos son bastante cercanos respecto a los de caudal de aire maximo.

NO3
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35 4
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Figura 14 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta NO3 a
las 4 horas, a una irradiancia minima (500 LUX).
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Figura 15. Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta NO3 a
las 4 horas, a una irradiancia media (15250 LUX).
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Figura 16 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta NO3 a
las 4 horas, a una irradiancia maxima (30000 LUX).

4.3.3 Hora 4 de experimentacion, variable respuesta Fosfato

En el caso de la variable respuesta PO, se visualiza una superficie de respuesta (figura
17, 18 y 19) en la cual los valores maximos de las tasas de depuracion son obtenidos a
un caudal de aire entre 3,2 y 4 L/min, a un bajo nivel de irradiancia (500 LUX); para
el caso del caudal de agua (rango total entre 0 y 5 L/min), el rango 6ptimo de trabajo
se encontrd entre 1,4 y 3,2 L/min. Si la irradiancia se evalta a un nivel medio (15250
LUX), se observa que la maxima tasa de depuracion se alcanzé con un rango de caudal
de aire de entre 3,0 y 4,0 L/min, mientras que el caudal de agua mostrdé su maximo
entre 2,0 y 4,0 L/min. Cuando la irradiancia estaba en su maximo valor (30000 LUX),
las maximas tasas de depuracion fueron alcanzadas cuando el caudal de aire (rango
total entre 1 y 4 L/min) estaba en el rango de 3,7 y 4,0 L/min y el caudal de agua entre
los 3,2 L/min y 4,2 L/min.
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Figura 17 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta PO4 a

las 4 horas, a una irradiancia minima (500 LUX).
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Figura 18 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta PO4 a
las 4 horas, a una irradiancia media (15250 LUX).
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Figura 19 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta POs a
las 4 horas, a una irradiancia maxima (30000 LUX).

4.3.4 Hora 6 de experimentacion, variable respuesta TAN (Nitrégeno amoniacal
Total)

En el caso de la variable respuesta TAN (figura 20, 21 y 22), se visualiza una
superficie de respuesta en la cual, a un bajo nivel de irradiancia (500 LUX), los valores
maximos de las tasas de depuracién fueron obtenidas a un caudal de aire de entre 1,7
L/miny 3,7 L/min, mientras que el caudal de agua se encontraba entre 2,0 L/miny 3,7
L/min. Cuando la irradiancia se evaluaba a un nivel medio (15250 LUX), se observo
que la méxima tasa de depuracién se alcanz6 para el caudal de aire en un rango entre
2,0 L/min y 3,6 L/min y para el caudal de agua entre 4,1 L/min y 5,0 L/min. Cuando
la irradiancia se encontraba a su maximo valor (30000 LUX), las maximas tasas de
depuracién fueron alcanzadas con un rango de caudal de aire entre 2,0 L/min y 4,0
L/min, mientras que el caudal de agua estaba en un rango entre 4,0 L/miny 5 L/min.
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Figura 20 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta TAN a
las 6 horas, a una irradiancia minima (500 LUX).
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Figura 21 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta TAN a
las 6 horas, a una irradiancia media (15250 LUX).
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Figura 22 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta TAN a
las 6 horas a una irradiancia maxima (30000 LUX).
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4.3.5 Hora 6 de experimentacion, variable respuesta Nitrato

En el caso de la variable respuesta NOs, es posible visualizar una superficie de
respuesta cuya forma se asocia a un paraboloide hiperbolico (figura 23,24 y 25), esto
quiere decir que existen dos puntos (1 y 2, respectivamente) donde se pueden encontrar
maximas tasas de depuracion y estos polos corresponden a maximo y minimo caudal
de aire. Si la irradiancia se evalla a un bajo nivel (500 LUX), se visualiza que existen
dos puntos de maximizacion de tasas que corresponden a un caudal de agua similar,
pero uno al maximo caudal de aire y el otro al minimo caudal de aire. Los valores
maximos de las tasas de depuracion en el punto 1 son obtenidas a un caudal de aire
ubicado en un rango entre 3,7 L/min y 4 L/min, mientras que, para el caudal de agua,
el rango éptimo de trabajo se encuentra entre 2 L/min y 4,0 L/min; el punto 2 posee su
méaxima tasa de depuracion sin caudal de aire, pero el caudal de agua se encontraba en
un rango entre 2,3 L/miny 3,1 L/min. Cuando la irradiancia se evalu6 a un nivel medio
(15250 LUX), los valores méximos de las tasas de depuracion del punto 1 son
obtenidas a un caudal de aire entre 3,8 L/min y 4,0 L/min, mientras que, para el caudal
de agua, el rango 6ptimo de trabajo se encontré entre 2,2 L/min y 3,7 L/min; el punto
2 posee su maxima tasa de depuracion para un caudal de aire con valores entre 0 L/min
y 0,25 L/min y con valores de entre 2,0 L/min y 3,7 L/min para el caudal de agua.
Cuando la irradiancia se utilizé en su maximo valor (30000 LUX), las maximas tasas
de depuracién alcanzaron niveles inferiores respecto a valores de irradiancia media y
minima, y fueron alcanzadas cuando el caudal de aire se encontraba en el minimo valor
(0 L/min) y el caudal de agua en valores entre 2,0 L/min y 4,0 L/min.
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Figura 23 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta NOs a
las 6 horas, a una irradiancia minima (500 LUX).
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Figura 24 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta NOs a
las 6 horas, a una irradiancia media (15250 LUX).
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Figura 25 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta NOs a
las 6 horas, a una irradiancia maxima (30000 LUX

4.3.6 Hora 6 de experimentacion, variable respuesta Fosfato

En el caso de la variable respuesta PO4 (figura 26, 27 y 18) se visualiza una superficie
de respuesta en la cual, a un bajo nivel de irradiancia (500 LUX), los valores maximos
de las tasas de depuracién fueron obtenidos a un caudal de aire entre 3,6 y 4,0 L/min,
mientras que, para el caso del caudal de agua, el rango 6ptimo de trabajo se encontraba
entre 1,0 L/min y 3,5 L/min. A un valor de irradiancia de 15250 LUX (nivel medio),
se observo que la maxima tasa de depuracion se alcanzo6 en un rango de caudal de aire
entre 3,7 L/min y 4,0 L/min mientras que el caudal de agua se encontraba entre 2,1
L/miny 4,5 L/min. Cuando la irradiancia se utilizé a su méaximo valor (30000 LUX),
las maximas tasas de depuracion se alcanzaron con un caudal de aire de entre 3,6 L/min
y 4 L/min y un caudal de agua entre los 2,8 L/min hasta los 5,0 L/min.
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Figura 26 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta PO4 a
las 6 horas, a una irradiancia minima (500 LUX).
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Figura 27 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta PO4 a
las 6 horas, a una irradiancia media (15250 LUX).
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Figura 28 Superficie de respuesta correspondiente a la variable respuesta PO4 a
las 6 horas, a una irradiancia maxima (30000 LUX).
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5.0 DISCUSION

5.1 Disefio Experimental

Los experimentos propuestos por el programa Modde v12.0 fueron realizados
con éxito; sin embargo, las variables respuestas -tasas de depuracidn- obtenidas en las
réplicas -N15, N16 y N17- cuyas condiciones corresponden a una irradiancia de 15250
LUX, un caudal de aire de 2 L/min y un caudal de agua de 3 L/min, no resultaron ser
las que se esperaba, con una amplia variacion en los valores de las variables respuesta.
Esta situacion provocé que el programa Modde v12.0 no pudiera validar la
reproducibilidad del modelo, por lo tanto, el anélisis estadistico proporcionado por el
programa no puede ser considerado valido. La dispersion de estos datos result en un
valor P sustancialmente mayor a 0,05, considerando un nivel de confianza del 95%, lo
que confirma que este modelo es estadisticamente invalido (Hossain et al., 2018). Sin
embargo, el objetivo de la aplicacién de este programa radico en determinar los valores
o0 rango de valores de las variables operacionales o factores donde se maximizaran las
variables respuesta. Luego de investigar en profundidad, se observé que el disefio y
modelo experimental utilizado en esta investigacion no resultaron ser los més
convenientes ya que se trabajo con organismos vivos, dependientes de condiciones
ambientales, este disefio central de cara compuesta (CCF) no siempre responde bien

cuando se trabaja con organismos Vivos.

5.2 Experimentos de depuracion

Desde las Gltimas décadas se ha investigado la capacidad de depuracion que
tienen las microalgas en aguas residuales; mas recientemente, Wang et al. (2014) han
investigado la capacidad de depuracion de algunos cultivos mixotréficos en aguas
residuales de acuicultura. En esta investigacion, el analisis de la disminucion de la
concentracion de amonio, nitrato y fosfato se realizd en funcion de las tasas de
depuracion en cada experimento. Si bien todos los experimentos fueron realizados en
un tiempo méaximo de 17 horas, los analisis mas detallados se realizaron a las horas 4
y 6 debido a que se encontré que las tasas de depuracion en estos tiempos fueron

superiores a las que se encontraron al finalizar las experiencias.
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5.2.3 Depuracion de amonio

Los andlisis realizados sobre las tasas de depuracion de amonio en todos los
experimentos sugieren que el experimento 8, evaluado a L30000-A4-C5-, es decir,
méaxima iluminacion, maximo caudal de agua y maximo caudal de aire, fue el méas
efectivo. Para el caso de la hora 4, los experimentos mas eficientes fueron el 12, 13 y
14, cuyas condiciones de cultivo corresponden a L15250-A4-C3, L500-A2-C3 y
L30000-A2-C3, respectivamente, en este caso es posible apreciar que los tres
experimentos trabajan a un caudal de agua de 3 L/min, mientras que para el caso de
los experimentos 13 y 14 comparten el caudal de aire (2 L/min), en el caso de la
irradiancia los tres experimentos poseen rangos distintos. Coincidentemente, el
analisis de la hora 6 de experimentacion también concluy6 que los experimentos 12,
13y 14 fueron los mas eficientes, pero se sumo el nimero 8. Esto se refuerza mediante
las figuras 11, 12 y 13 donde es posible visualizar las diferencias en la forma de la
superficie de respuesta que indica el efecto de cada uno de los factores aplicados por
si solos. También es posible denotar que tres de los cuatro experimentos (12, 13 y 14)
fueron evaluados a un caudal de agua de 3 L/min, mientras que en el experimento 8 el
caudal de agua fue mayor, de 5 L/min, esto puede interpretarse como que el caudal de
5 L/min, actda mas bien como factor de agitacion por agua, sumado a la agitacion por
aire, lo que significa mayor transferencia de masa. El caudal de aire para los
experimentos 8 y 12 es de 4 L/min, mientras que los experimentos 13 y 14 es de 2
L/min. En el caso de la iluminacidn, es posible ver que el experimento 8 y 14 poseen
valores de irradiancia de 30000 LUX, mientras que los experimentos 12 y 13 tienen
valores de irradiancia de 15250 y 500 LUX, respectivamente. Analizando esta
situacion del punto de vista operacional, el fundamento de un sistema continuo es
mantener una circulacion constante del agua para generar agitacion al medio
contribuyendo a la homogeneizacion del sistema. Por lo tanto, tener un caudal alto (5
L/min) implicaria un mayor costo energético comparado con un caudal medio (3
L/min), debido al costo que implica mantener las bombas hidraulicas funcionando a
caudales altos y por largos periodos de tiempo. Este mismo analisis aplica para el caso
de la agitacion mediante aireacion y a la iluminacién, donde un mayor caudal de aire
-0 irradiancia luminica- significa un mayor costo energético para mantener caudales

altos por largos periodos de tiempo.
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Una vez mencionado lo anterior, y considerando que son cuatro los
experimentos que resultaron ser mas eficientes para maximizar el proceso de
depuracion, se selecciond el experimento que posea una alta tasa de depuracion con
un supuesto bajo costo energético (porque no se realizo este andlisis econémico). Esta
descripcidn corresponde, sin lugar a dudas dudas, al experimento 13 cuyas condiciones
de operacion son L500-A2-C3, es decir, baja iluminacion y caudal medio de aire y de
agua. Sin embargo, los resultados obtenidos indican que también es posible alcanzar
maximas tasas de depuracion utilizando un rango de caudal de aire entre 2-4 L/min,
mientras que para el caudal de agua todos los tratamientos seleccionados funcionaron
con un caudal de 3 L/min o en el rango entre 2,2-4,9 L/min segun superficie de
respuesta (figura 11). Para la iluminacion, el valor respondié al nivel mas bajo
evaluado (500 LUX); sin embargo, también fue posible alcanzar altas tasas de
depuracion con niveles de iluminacion medios (15250 LUX) y altos (30000 LUX),
pero considerando el aumento del consumo energético que implicaria aumentar la

irradiancia, se recomienda trabajar en rangos entre 500-15250 LUX.

5.2.4 Depuracion de nitrato
El andlisis realizado sobre las tasas de depuracion de nitrato sugiere que los
experimentos 8, 11, 12, 13y 14 evaluados a la 17* hora de experimentacion fueron los
mas eficientes; todos estos experimentos poseen tasas de depuracion similares; sin
embargo, el experimento 13 mostro la mayor tasa de depuracion (1,480 mg L-1h-1*h),
en condiciones de L500-A2-C3, es decir, baja irradiancia, y caudales de aire y agua en
el punto medio. En el caso de la hora 4 de experimentacion, los experimentos 8, 10 y
11 mostraron mejores resultados, siendo el experimento 11 (L15250-A0-C3) con la
mejor tasa de depuracion correspondiente a 3,780 mg L-1h-1*h, seguido por el
experimento 8 (L30000-A4-C5) con una tasa de depuracion de 3,340 mg L-1h-1*h, y
por el experimento 10 (L15250-A2-C5) con la tasa de depuracion mas baja, de 3,260
mg L-1h-1*h. En el caso de la hora 6 de experimentacién, el experimento que destaca
por su tasa de depuracion superior fue el experimento 11 (L15250-A0-C3) con tasa de
depuracion de 3,740 mg L-1h-1*h. Al analizar estos resultados se puede ver que el
factor comdn en estos casos es el experimento 11, que posee tasas de depuracion
superiores a los otros experimentos. Desde el punto de vista operacional, mantener el
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reactor funcionando durante 17 horas puede resultar en un alto costo debido a la
energia consumida; por lo tanto, que se decidid evaluar a la hora 4 y 6 de
experimentacion. Al analizar -sin evaluar- el costo de operacion del experimento 11
resultd ser la opcion preferida para la depuracion de nitrato, ya que posee irradiancia
media, caudal de agua medio y no necesito caudal de aire. Esto significa que podria
utilizar una irradiancia media (15250), con un costo energético medio, comparado con
el experimento 8 que utilizd una irradiancia en su valor maximo (30000 LUX).
Ademas, el experimento 11 operd a un nivel medio de caudal de agua (3 L/min)
comparado con el experimento 10 que lo hizo con un caudal de agua maximo (5 L/min)
sugiriendo un mayor costo energético por el uso de las bombas hidraulicas, dado que,
a mayor caudal, la bomba necesita mas energia para impulsarlo en comparacion a si se
impulsa un caudal de 3 L/min. En el experimento 11 no se uso aire lo que propone un
mayor ahorro de energia.

Una vez mencionado lo anterior, y considerando los experimentos 8, 10 y 11
que obtuvieron las maximas tasas de depuracion, a las 17 hrs, se sugirid observar el
experimento que poseia las mejores tasas de depuracién y que ademas suponga ser
costo efectivo. La descripcion anterior corresponde sin lugar a dudas al experimento
11, cuyas condiciones corresponden a L15250-A0-C3. Evaluando los resultados, al
modificar el caudal de agua es posible observar que se alcanzaron similares tasas de
depuracion a 1 y 5 L/min, segun gréaficas de superficie de respuesta del nitrato.
Considerando el costo de operacion del fotobiorreactor, se recomienda utilizar
iluminacién media (15250 LUX), caudal de aire nulo (0 L/min) y caudal de agua

minimo (1 L/min).

5.2.5 Depuracion fosfato
El anélisis de los resultados sobre la tasa de depuracion de fosfato de todos los
experimentos hasta finalizar las 17hs sugiere que a los experimentos 6, 7 y 8 fueron
los mas eficientes, obteniendo la mejor tasa de depuracion el experimento 6 (L30000-
AO0-C5), con un valor de 0,445 mg L-1h-1*h. En el caso de la hora 4 de
experimentacion, los experimentos con mejores tasas de depuracion fueron los
experimentos 12 (L15250-A4-C3) y 13 (L500-A2-C3) cuyas tasas de depuracion
corresponden a 0,827 mg L-1h-1*h y 0,804 mg L-1h-1*h, respectivamente, siendo el
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segundo de estos dos experimentos el que posee mejor tasa de depuracion entre los dos
por una diferencia leve. Para el caso de la hora 6 de experimentacion, los experimentos
candidatos con mejores tasas de depuracion corresponden a los experimentos 8
(L30000-A4-C5), 11 (L15250-A0-C3), 12 (L15250-A4-C3) y 13 (L500-A2-C3),
cuyas tasas de depuracion fueron 0,832 mg L-1h-1*h, 0,884 mg L-1h-1*h, 0,830 mg
L-1h-1*h y 0,824 mg L-1h-1*h, respectivamente. En este caso, se puede ver que las
tasas de depuracion de los experimentos seleccionados resultaron muy similares entre
si; por lo tanto, se requiere de un andlisis desde un punto de vista operacional para
sugerir la o las experiencias con las condiciones de operacion optimas para lograr las
tasas de depuracion mas altas. Nuevamente, se evallua los experimentos por su
eficiencia a las 4 o 6 horas de operacion. También aqui es posible denotar que los
experimentos 12 y 13 son los mas eficientes a las 4 horas de operacién, pero a la hora
6 el experimento 11 con una tasa de 0,884 mg L-1h-1*h mostré mejores rendimientos.
Considerando suponer los costos energéticos que implica mantener una irradiancia alta
(30000 LUX), caudal de aire maximo (4 L/min) y un caudal de agua maximo (5
L/min), se decidié descartar el experimento 8 (L30000-A4-C5). Al analizar las
condiciones de los experimentos 11 (L15250-A0-C3), 12 (L15250-A4-C3) y 13
(L500-A-2-C3), se pudo determinar condiciones o rangos de condiciones donde la tasa
de depuracién de fosfato fue mayor. Estas condiciones corresponden a un valor de
iluminacién en un rango entre 500-15250 LUX, un caudal de aire de entre 0-4 L/min
y un caudal de agua operando a 3 L/min. Si se consideran los rangos obtenidos en las
superficies de respuestas de fosfato, ademas de las posibles consideraciones de costos
energéticos, se observa que la iluminacion se encuentra entre 500 y 15250 LUX, el
caudal de aire entre 2 y 4 L/min, y el caudal de agua operaria entre 1,5y 3,5 L/min.
Lo que indica que estos rangos son favorables y convenientes para su utilizacion.
5.3 Efecto de los factores
Si bien cada uno de los factores estudiados en esta investigacion supone un efecto
particular en este tipo de sistemas, en esta investigacion se observo una interaccion
entre ellos, siendo dificil de determinar el que contribuyd mas al proceso de
depuracion. Todos ellos se encuentran intimamente interrelacionados entre si, por el
hecho de tratarse de un sistema bioldgico, ademas de las condiciones de
experimentacion. El efecto producido por la iluminacién reside en que entrega la
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energia luminica necesaria para que los organismos fototroficos realicen
eficientemente el proceso de fotosintesis, sin llegar al punto de fotoinhibicién a causa
del exceso de luz (Huang, Jiang, Wang, & Yang, 2017). Sin embargo, la eficiencia de
la trasferencia de luz depende de la agitacion en el medio.

El efecto que produce la agitacion por aire se refiere a la capacidad de mantener la
mezcla homogénea (biomedios-medio) para que los nutrientes presentes en el agua
residual sean captados eficientemente por los microorganismos presentes en los
biomedios. Es decir, la agitacion reduce las barreras difusionales de los nutrientes para
alcanzar los microorganismos. La agitacion también contribuye a evitar la
acumulacion ya sea de CO2 y O2 -mejorando la transferencia de masa- que puede
resultar en estrés oxidativo tanto para las microalgas como para las bacterias que
también estan presentes en el biomedio. La tercera caracteristica se relaciona con la
capacidad de proporcionar breves ciclos de luz/oscuridad (Gupta, Lee, & Choi, 2015).
Lo que para las microalgas es favorable, ya que al ser organismos fotosintéticos que
dependen de las variaciones de luz, y esto tiene un efecto a nivel del metabolismo
celular.

El efecto producido por el caudal del agua se basa, principalmente, en el tiempo de
retencion en el bioreactor. La recirculacion del liquido a depurar, busca generar el
efecto de un sistema continuo; al manejar caudales de ingreso de agua a casi el 90%
(5 L/min) del volumen total del sistema (6 L) en un periodo de tiempo acotado, lo que
se obtiene es una contribucion a la homogeneizacién dentro del sistema y a la
suspension de los biomedios en el caso que la agitacion por aire no fuese suficiente o
bien, que no existiera agitacion por aire. Esto resulta favorable ya que, al haber mayor
agitacion, ya sea por ingreso de aire o ingreso de agua, existe una mayor mezcla del
medio, por ende, una mayor transferencia de masa, lo que se traduce finalmente en que
los biomedios y los microorganismos contenidos en su interior, tengan mayor contacto
con los nutrientes del medio, por ende, mayor probabilidad de que sean absorbidos o

transformados por los microorganismos.
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6.0 CONCLUSION

El disefio de experimentos considerado para un modelo de cara central
compuesta no respondié bien a sistemas que utilizan organismos bioldgicos
debido a que no considera todos los factores que influyen en el correcto
desarrollo de un fotobiorreactor que cultiva microalgas y bacterias.

Ya que el disefio experimental de cara central compuesta (CCF) no tuvo
similitud en sus puntos centrales, se recomienda utilizar el modelo Box-
Behnken, que ya ha sido utilizado para la optimizacion en cultivos de

microalgas.

No se pudo obtener las condiciones de operacion que permitiera obtener los
maximos valores de depurar de los tres contaminantes (amonio, nitrato y
fosfato) simultdneamente, sino que existen condiciones especificas para cada

contaminante.

Se recomienda trabajar con un valor de luminiscencia de 500 y 15250 LUX,
agitacion de entre 2 y 4 L/min y caudal de agua entre 2,2 y 5 L/min para

depurar amonio.

Las condiciones operacionales que se recomienda para depurar nitrato
corresponden a una luminiscencia de 15250 LUX, sin agitacion y caudal de

agua entre 1y 3 L/min.

Para la depuracion de fosfato se recomienda operar con una luminiscencia de
entre 500 y 15250 LUX, una agitacion entre 2 y 4 L/min y una tasa de

retencion hidraulica entre 1,5y 3,5 L/min.
Ya que las variables operacionales estan altamente interrelacionadas, no se

puede determinar cuél factor por si solo influye en este tipo de sistemas

bioldgicos, debido a que solo se presentan resultados favorables en conjunto.
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Condiciones de Cultivo

ANEXOS

Tabla 5: Esta tabla indica los valores de algunas de las variables que se
controlaron durante la fase experimental.
Pardmetro

Luz

Flujo aire
Flujo agua
Temperatura
Fotoperiodo

pH

Valor

500-15250-30000

1-3-5
0-2-4
8-12
24/0
6,5-7,5

Unidad

LUX
L/min
L/min
°C

Horas

Tabla 6: Esta tabla indica las concentraciones promedio junto a su desviacion
estdndar de los nutrientes amonio, nitrato y fosfato, en funcion de los dias de
experimentacion

Amonio Nitrato Fosfato
Dias Promedio |Desv. Est. [Promedio |Desv. Est. [Promedio |Desv. Est.
0 1,6072 0,0101| 48,1180 1,3368 6,6015 0,3459
2 1,8140 0,0312| 47,1720 0,9388 7,3204 0,0000
4 1,6180 0,0101| 54,9407 1,3368 6,6015 0,3459
6 1,6072 0,0101| 48,4400 1,3368 6,5120 0,3459
8 1,8140 0,0312( 47,1720 0,9388 6,9610 0,0000
10 1,6094 0,0267| 48,3463 1,9034 6,8340 0,0674
12 1,6927 0,1245| 46,3563 1,9034 6,3090 0,0674
14 1,7544 0,0267| 48,3463 1,9034 6,1070 0,0674
16 1,6284 0,0137| 49,7917 9,9805 6,8711 0,0778
18 1,7936 0,0137| 52,3427 5,3898 6,8711 0,0778
20 1,6336 0,0137 49,2180 6,7260 6,8711 0,0778
22 1,6710 0,0528| 48,6173 1,3640 7,0059 0,3949
24 1,6393 0,0528| 48,6173 1,3640 7,3800 0,3949
26 1,7468 0,1416 48,6173 1,3640 6,8940 0,3949
28 1,8140 0,0312| 47,1720 0,9388 7,3204 0,0000
30 1,8912 0,4131| 50,1530 1,1813 6,6464 0,0000
32 1,7123 0,3131| 50,1530 1,1813 6,9844 0,0238
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ANOVA 4 Horas

Tabla 7: ANOVA 4 Horas

TAN
Total

Constant

Total
corrected

Regression

Residual

Lack of Fit
(Model error)

Pure error

(Replicate
error)

NO3
Total

Constant

Total
corrected

Regression

Residual

Lack of Fit
(Model error)

Pure error

DF SS
17 1,03599
1 0,990609
16 0,0453806
9 0,0214891
7 0,0238915
5 0,0209828
2 0,00290865
N=17 Vo=
DF=7 R2 =
R2 adj. =
DF SS
17 76,3848
1 54,7565
16 21,6283
9 11,8191
7 9,8092
5 9,30455
2 0,504657

MS (variance)
0,0609406
0,990609

0,00283629
0,00238768
0,00341307

0,00419656

0,00145432

-2,338
0,474
-0,203

MS (variance)

4,49322
54,7565

1,35177
1,31323
1,40131

1,86091

0,252329

0,69957

2,88558

Cond. no.

RSD

0,937141

7,37494

0,698

0,277

4,438
0,05842

0,547

0,124

SD

0,0532568

0,0488639

0,0584215

0,0647809

0,0381356

SD

1,16266

1,14596

1,18377

1,36415

0,502323
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(Replicate
error)

PO,
Total

Constant

Total
corrected

Regression

Residual

Lack of Fit
(Model error)

Pure error

(Replicate
error)

N =17
DF=7
DF
17
1
16
9
7
5
2
N =17
DF=7

Q2=
R2 =
R2 adj. =

SS
6,23619
5,16056

1,07564
0,59863
0,477006

0,469535

0,00747026

R2 =
R2 adj. =

-2,772
0,546
-0,037

MS (variance)
0,366835
5,16056

0,0672272
0,0665144
0,0681437

0,0939071

0,00373513

-0,795
0,557
-0,014

Cond. no. =

RSD =

0,976091

25,1416

Cond. no. =

RSD =

4,438
1,184

0,525

0,039

4,438
0,261

SD

0,259282

0,257904

0,261043

0,306443

0,0611157
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ANOVA 6 Horas

Tabla 8: ANOVA 6 Horas

TAN
Total

Constant

Total
corrected

Regression

Residual

Lack of Fit
(Model error)

Pure error

(Replicate
error)

NO3
Total

Constant

Total
corrected

Regression

Residual

Lack of Fit
(Model error)

DF 59
17 0,685594
1 0,652641
16 0,0329529
9 0,0125844
7 0,0203685
5 0,0128042
2 0,00756429
N =17 Q2=
DF=7 R2 =
R2 adj. =
DF 59
17 26,8519
1 16,3078
16 10,5441
9 5,93615
7 4,60792
5 4,59289

MS (variance)
0,040329
0,652641

0,00205956
0,00139827
0,00290978

0,00256084

0,00378214

-2,162
0,382
-0,413

MS (variance)
1,57952
16,3078

0,659004
0,659572
0,658274

0,918578

0,480541

0,677087

Cond. no.

RSD

1,00197

122,257

0,849

0,687

4,438
0,05394

0,511

0,008

SD

0,0453823

0,0373934

0,0539424

0,0506047

0,0614991

SD

0,81179
0,81214
0,811341

0,958425
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Pure error

(Replicate
error)

PO,
Total

Constant

Total
corrected

Regression

Residual

Lack of Fit
(Model error)

Pure error

(Replicate
error)

N =17
DF=7

DF
17

16

N =17
DF=7

0,015027

SS
6,81573
5,91699

0,898736

0,299899

0,598837

0,566307

0,03253

0,00751351

MS (variance)
0,400925
5,91699

0,056171
0,0333221
0,0855481

0,113261

0,016265

-1,824
0,334
-0,523

Cond. no. =

RSD =

0,389513

6,9635

Cond. no.

RSD

4,438
0,8113

0,906

0,13

4,438
0,2925

0,0866805

SD

0,237004

0,182543

0,292486

0,336543

0,127534
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