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Resumen:

Este estudio se centra en la evaluacion del potencial de un fotobiorreactor con Chlorella
vulgaris para la eliminacion de contaminantes virales presentes en aguas residuales
domésticas. El periodo experimental tuvo una duracion de 17 dias, durante los cuales se
monitorearon parametros fisicoquimicos (pH, oxigeno disuelto y actividad fotosintética),
junto con ensayos virales empleando al bacteriofago PhiX174 como virus modelo.

El sistema alcanz6 una reduccion viral promedio del 91,4 %, equivalente a 1,06 unidades
logaritmicas, lo que demuestra la capacidad de C. vulgaris para disminuir de manera
significativa la carga viral en aguas residuales. Los mecanismos de eliminacion estarian
relacionados con la adsorcion de particulas virales en la biomasa algal, la generacion de
especies reactivas de oxigeno durante la fotosintesis y las variaciones de pH inducidas por la
actividad de la microalga.

Si bien también se evaluaron las eficiencias de eliminacion de carbono orgénico e inorganico
y de nitrogeno, el principal resultado de este trabajo es la confirmacion de que los
fotobiorreactores basados en microalgas representan una tecnologia sostenible y prometedora
para la eliminacion simultdnea de nutrientes y la inactivacion viral en el tratamiento de aguas
residuales.

Palabras clave: bacteriofago PhiX174, Chlorella vulgaris, eliminacion viral, fotobiorreactor,
tratamiento de aguas residuales.

Abstract:

This study focuses on the evaluation of the potential of a photobioreactor with Chlorella
vulgaris to remove viral contaminants from domestic wastewater. The experimental period
lasted for 17 days, during which physicochemical parameters (pH, dissolved oxygen,
photosynthetic activity) were monitored alongside viral assays using bacteriophage PhiX174
as a model virus.

The system achieved an average viral reduction of 91.4%, corresponding to 1.06 log units,
demonstrating the capacity of C. vulgaris to significantly reduce viral loads in wastewater.
The removal mechanisms were likely related to viral adsorption onto algal biomass, reactive
oxygen species generated during photosynthesis, and pH variations induced by algal activity.
Although inorganic and organic carbon removal efficiencies were also monitored, the main
outcome of this study is the confirmation that microalgae-based photobioreactors represent a
promising eco-friendly technology for simultaneous nutrient removal and viral inactivation in
wastewater treatment.

Keywords: bacteriophage PhiX174, Chlorella vulgaris, photobioreactor, viral removal,
wastewater treatmet
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Introduccion.

Las aguas residuales urbanas representan un desafio ambiental y sanitario de creciente
preocupacion a nivel global debido a la presencia de contaminantes organicos, nutrientes y
microorganismos patéogenos, incluidos virus entéricos, bacterias resistentes a antibidticos y
protozoos. La creciente urbanizacion y el cambio climético intensifican la presion sobre los
sistemas convencionales de tratamiento, que en muchos casos resultan insuficientes para
eliminar completamente estos contaminantes emergentes (Ferro et al., 2019).

En este contexto, la busqueda de tecnologias sostenibles, eficientes y de bajo impacto
ambiental ha cobrado especial relevancia. Dentro de las alternativas en estudio, los sistemas
bioldgicos basados en microalgas se perfilan como una estrategia prometedora debido a su
capacidad para combinar la depuracion del agua con la generacién de productos de valor
afiadido.

Este Trabajo Final de Master se centra en la evaluacion del potencial de Chlorella vulgaris,
una microalga verde ampliamente estudiada, cultivada en un fotobiorreactor de laboratorio,
como agente bioldgico para la eliminacion de virus en aguas residuales sintéticas. Esta
especie fue descrita por primera vez obteniendo cultivos puros en 1890 por el microbidlogo
holandés Martinus Willem Beijerinck, y después Otto Warburg en 1919 obtuvo cultivos a
densidades celular altas (Gomez Luna, 1997, p. 21).

El bacteriofago PhiX174 es un virus de ADN de cadena sencilla (ssDNA), perteneciente a la
familia Microviridae. Infecta especificamente a cepas de Escherichia coli y ha sido
ampliamente utilizado como virus indicador en estudios de eliminacion viral, particularmente
en contextos de tratamiento de aguas residuales. Su uso estd respaldado por la norma ISO
10705-2, la cual recomienda a PhiX174 como un modelo de colifago somatico para evaluar la
eficacia de procesos de desinfeccion viral. Este virus es valorado por su pequeiio tamafio
(aproximadamente 25nm), su morfologia icosaédrica sin cola y su alta estabilidad en
condiciones ambientales controladas.

Por otra parte, E. coli es una bacteria gramnegativa ampliamente distribuida en el intestino de
animales de sangre caliente y se emplea cominmente como organismo huésped en ensayos
microbioldgicos. Se estima que mas del 90 % de los humanos portan E. coli en su tracto
digestivo (Tenaillon et al., 2010). Esta especie se emplea cominmente como organismo
huésped modelo en ensayos microbioldgicos debido a su facilidad de cultivo, su crecimiento
rapido y su extensa caracterizacion genética (Blount, 2015). En este estudio, se utilizd6 como
célula hospedadora para la replicacion del bacteriofago PhiX174, asi como para evaluar
indirectamente la eficacia del sistema antiviral mediante la medicion del efecto citopatico del
virus, aprovechando la relacion bien documentada entre E.coli, los colifagos y la
susceptibilidad fenotipica de cepas especificas (Michel et al., 2010).
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1.1 Microalgas

Las microalgas son organismos fotosintéticos unicelulares capaces de convertir la energia
solar en compuestos organicos a través de la fijacion de CO: de la atmdsfera para producir su
propia biomasa mediante la fotosintesis. Estos organismos pueden crecer en medios acuaticos
muy diversos, incluidas aguas residuales, donde actlian como sumideros de nutrientes y otros
contaminantes (Uggetti et al., 2018). Se habla de la existencia de mas de 30.000 especies de
microalgas y solo alrededor de 100 han sido estudiadas. Estos microorganismos tienen la
capacidad de utilizar la luz como fuente de energia y los compuestos organicos (microalgas
heterodtrofas) o carbonos inorganicos como fuente de carbono (microalgas autétrofas).

Ademas de su aplicacion en el tratamiento de aguas residuales, las microalgas poseen un gran
potencial en diversas areas de la biotecnologia. Su capacidad para producir compuestos
bioactivos como lipidos, proteinas, polisacaridos y pigmentos ha permitido su utilizacion en la
produccion de biocombustibles, nutracéuticos, cosméticos, alimentos funcionales y productos
farmacéuticos (Spolaore et al., 2006; Mata et al., 2010), Por ejemplo, especies como
Chlorella y Spirulina se emplean comercialmente como suplementos alimenticios debido a su
alto contenido proteico y valor nutricional (Becker, 2007).

Asimismo, algunas microalgas son capaces de sintetizar sustancias antimicrobianas y
antioxidantes con aplicaciones médicas (Raposo et al., 2013). En el ambito energético, su
cultivo se estudia como alternativa sostenible para la produccion de biodiésel, biogés y
biohidrogeno, ya que pueden generar grandes cantidades de lipidos bajo ciertas condiciones
de estrés (Chisti, 2007; Brennan & Owende, 2010). Estas multiples aplicaciones convierten a
las microalgas en una herramienta biotecnoldgica clave para afrontar desafios ambientales,
energéticos y alimentarios en el contexto del desarrollo sostenible.

SPIRULINA

CHLORELLA
VULGARIS

Figura 1: Fotografia de microalgas empleadas para el tratamiento de Aguas Residuales.

De entre todas las especies de microalgas, Chlorella vulgaris es una microalga clorofita que
presenta una morfologia esférica, un tamafio que oscila entre 2 y 10 pum, y carece de flagelos.
Gracias a su elevada eficiencia fotosintética, es capaz de absorber nutrientes y metabolizar
diversos contaminantes, lo que la convierte en una excelente candidata para aplicaciones en el

pag. 2
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tratamiento de aguas residuales. Chlorella vulgaris, en particular, destaca por su robustez, alta
productividad, adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales y capacidad para acumular
biomoléculas bioactivas como polisacaridos sulfatados, péptidos, pigmentos y lipidos
(Markou et al., 2014). Ademas de su uso en la produccion de biomasa para biocombustibles y
biofertilizantes, Chlorella vulgaris ha demostrado ser eficaz en procesos de depuracion
debido a su alta tasa de crecimiento y su resistencia a condiciones ambientales adversas.

Figura 2: Fotografia de Chlorella vulgaris. Fuente: imagen de dominio publico o basada en micrografias
comunes de referencia.

1.2 Tratamiento de aguas residuales urbanas con microalgas

El tratamiento de aguas residuales representa uno de los desafios mas criticos dentro de la
gestion hidrica moderna, particularmente ante el crecimiento sostenido de la poblacion y el
incremento en la demanda de agua de calidad. Este escenario ha impulsado la bisqueda de
soluciones sostenibles que no solo permitan la depuracion eficiente del recurso, sino que
también fomenten la recuperacion de compuestos valiosos, en consonancia con los principios
de la economia circular (Herndndez-Sancho et al., 2015). En este contexto, las microalgas han
emergido como una alternativa biotecnoldgica prometedora, debido a su capacidad para
remover contaminantes tanto orgdnicos como inorgédnicos, ademas de capturar nutrientes
esenciales como nitrégeno y fosforo presentes en las aguas residuales (Rawat et al., 2011).

El uso de microalgas en este campo tiene sus antecedentes en la década de 1950, cuando
Oswald y Gotaas (1957) desarrollaron un sistema de tratamiento mediante lagunas de alta
carga, combinando algas y bacterias en un entorno simbiotico para mejorar la eficiencia del
proceso. Desde entonces, numerosos estudios han demostrado el potencial de estos
microorganismos fotosintéticos en la eliminacién de nutrientes, en particular en aguas
residuales urbanas (de-Bashan & Bashan, 2010), lo que ha generado un creciente interés en su
aplicacion a escala industrial a partir de estos antecedentes.

El tratamiento de aguas residuales con microalgas se basa en la utilizacion de organismos
unicelulares fotosintéticos que crecen en medios ricos en nutrientes, como los efluentes
urbanos, y transforman los contaminantes en biomasa valiosa (Jacome-Pilco et al., 2021). Este
proceso se desarrolla cominmente en fotobiorreactores abiertos o cerrados, donde las
microalgas asimilan compuestos nitrogenados —como amonio y nitratos—, fosforo (en forma
de fosfatos), asi como carbono organico e inorganico, contribuyendo a la mitigacién del

pag. 3
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fenomeno de eutrofizacion en los cuerpos receptores. Ademds, estos sistemas reducen
significativamente el consumo energético, ya que utilizan la luz solar como fuente primaria de
energia para la fotosintesis, evitando el alto gasto en aireacion mecanica caracteristico de los
tratamientos convencionales con lodos activados (Gonzdlez Ramirez, 2020). También
representan una ventaja ambiental importante al permitir la fijacion de didxido de carbono
(CO2), a diferencia de los sistemas tradicionales que lo emiten como subproducto de la
oxidacién biologica (Pachés Giner & Gonzalez Camejo, 2022), lo que convierte al proceso en
una herramienta de mitigacion frente al cambio climatico.

Diversas investigaciones han reportado eficiencias superiores al 80 % en la remocion de
nutrientes utilizando cultivos de C. vulgaris, con el beneficio adicional de generar biomasa
que puede ser utilizada en la produccion de biocombustibles, fertilizantes o alimentacion
animal, cerrando asi el ciclo de nutrientes (Abdel-Raouf et al., 2012; Ferro et al., 2019; Rawat
et al., 2011). No obstante, su aplicacion practica enfrenta varios desafios, entre ellos la
seleccion adecuada de cepas algales, el control del crecimiento, los requerimientos de espacio
y los costos asociados al cosechado y recuperacion de biomasa. Las células de microalgas
presentan tamafios reducidos y densidades similares a la del agua, lo que complica su
separacion y puede requerir tecnologias de alto consumo energético (Ortiz-Villota et al.,
2018; Lobos Briones, 2019). Asi mismo, la necesidad de grandes superficies para instalar
fotobiorreactores limita su implementacién en zonas urbanas, siendo necesario el desarrollo
de tecnologias mas compactas, como sistemas verticales, que, aunque mas eficientes,
presentan elevados costos de inversion.

1.3 Fotobiorreactores para el tratamiento de aguas residuales con microalgas

Los fotobiorreactores (FBR) son sistemas disefiados para favorecer el crecimiento de
microorganismos fotosintéticos, como microalgas y cianobacterias, mediante la captacion de
luz —natural o artificial en condiciones controladas.

Estos organismos convierten el didxido de carbono y nutrientes inorganicos presentes en el
medio en biomasa, a través del proceso fotosintético, generando compuestos con aplicaciones
energéticas, farmacéuticas y medioambientales (Uggetti et al., 2014; Rawat et al., 2011).

El rendimiento de un fotobiorreactor depende en gran medida de su disefio, el cual debe ser
adaptado en funcion de la especie microalgal cultivada, los objetivos del proceso y la escala
de aplicacion (Suali & Sarbatly, 2012). En términos generales, los FBR pueden clasificarse en
dos grandes categorias: fotobiorreactores cerrados (FBC) y fotobiorreactores abiertos (FBA),
cada uno con caracteristicas, ventajas y limitaciones particulares.

La eficiencia de estos sistemas depende en gran medida del disefio del fotobiorreactor, que
debe adaptarse al tipo de microalga, la finalidad del cultivo y la escala de operacioén (Suali &
Sarbatly, 2012).

1.3.1 Fotobiorreactores abiertos (FBA)

En el marco del presente trabajo, se ha utilizado un FBA a escala de laboratorio. El sistema
experimental consta de un recipiente cilindrico abierto que permite la exposicion directa a una
fuente de iluminacion artificial fluorescente, dispuesta de forma controlada para simular un
fotoperiodo constante. El cultivo se mantiene en agitacion mediante un agitador magnético, lo
que favorece la homogeneizacion del medio y evita la sedimentacion celular. El reactor se



ESCUELA DE INGENIERIAS
INDUSTRIALES

Eliminacion de Virus de Aguas Residuales

Universidad deValladolid MASTER EN INGENIERIA AMBIENTAL

apoya sobre una placa agitadora con control térmico, que proporciona estabilidad en las
condiciones fisicas del cultivo.

Los FBA operan en sistemas parcialmente expuestos al ambiente, como canales abiertos,
estanques o recipientes sin cubierta que los separe de la atmosfera. Si bien ofrecen un menor
grado de control sobre las condiciones internas, su bajo coste de construccién y operacion,
junto con la simplicidad de su disefio, los convierte en una opcién muy atractiva para
aplicaciones a gran escala, especialmente en el ambito del tratamiento de aguas residuales y la
produccion de biomasa para fines no alimentarios (Borowitzka, 1999).

Estos sistemas suelen utilizar luz solar como fuente principal de energia, aunque también
pueden emplear iluminacion artificial en condiciones de laboratorio. Debido a su apertura,
estan mas expuestos a la evaporacion, fluctuaciones de temperatura, contaminacioén por otros
organismos y pérdida de CO:, por lo que requieren un manejo riguroso para asegurar su
eficacia. A pesar de estas limitaciones, los FBA son altamente funcionales en procesos donde
no se requiere un estricto control de la esterilidad, y resultan particularmente adecuados para
el cultivo de especies robustas y resistentes.

El uso de un FBA responde al objetivo de reproducir, en condiciones controladas, las
caracteristicas operativas de los sistemas abiertos que se utilizan habitualmente en el
tratamiento de aguas residuales. Este enfoque permite evaluar la eficiencia del sistema bajo
condiciones mas realistas en cuanto a su exposicion ambiental, al tiempo que mantiene un
grado suficiente de control para el monitoreo experimental.

Ademas, esta eleccion se alinea con los principios de sostenibilidad y economia circular, al
permitir la valorizacion de aguas residuales a través del cultivo de microalgas, generando
biomasa con potencial uso en aplicaciones medioambientales y biotecnologicas (Christenson
& Sims, 2011).

El uso de FBRs en este tipo de aplicaciones se alinea con los principios de sostenibilidad y
economia circular, al permitir la valorizacion de aguas residuales mediante la produccion de
biomasa con valor afiadido, contribuyendo a una gestion mas eficiente de los recursos
naturales (Christenson & Sims, 2011).

1.3.1.1-Fotobiorreactor de estanque circular con agitador pivotante:

Este tipo de fotobiorreactor consiste en una estructura de forma circular o anular que permite
el movimiento continuo del cultivo microalgal mediante un eje giratorio central o un agitador
pivotante. Su disefio facilita una distribucién homogénea de la biomasa y de los nutrientes, asi
como una exposicion uniforme a la luz. La agitacion evita la sedimentacion de las microalgas
y mejora el intercambio gaseoso entre el medio y la atmdsfera. Este sistema ha sido utilizado
con éxito en instalaciones experimentales y comerciales debido a su eficiencia hidraulica y
simplicidad mecénica (Pulz & Gross, 2004; Molina Grima et al., 1999).
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Figura 3:Fotobiorreactor de estanque circular con agitador pivotante, fuente: Adaptado de Ben-Amotz, A.,
National Institute of Oceanography (s.f.).

1.3.1.2-Fotobiorreactor tipo raceway:

El fotobiorreactor tipo raceway es uno de los sistemas abiertos mas extendidos para la
produccion de microalgas a gran escala. Estd constituido de un canal poco profundo con
forma de 6valo o pista de carreras, en el que el cultivo es impulsado por una rueda de paletas
que genera un flujo constante. Esta circulaciéon promueve la mezcla homogénea, mejora la
exposicion a la luz y facilita la aireacion del medio. Aunque presenta ciertas limitaciones en el
control de contaminacion y en la eficiencia luminica, su bajo coste y facil escalado lo hacen
idoneo para aplicaciones industriales (Chisti, 2007; Singh & Sharma, 2012).

Harvestng Outiet
b Feeding lmos\ \

Paocwt oot

CO: Bubbles

Figura 4: Esquema de un fotobiorreactor tipo raceway donde se observan la rueda de paletas para agitacion, la
entrada de nutrientes y CO:, y la salida de biomasa cultivada, Fuente: Adaptado de Ben-Amotz, A., National
Institute of Oceanography (s.f.).

1.3.1.3-Fotobiorreactor abierto tipo Raceway con diseiio serpenteante:

Una variante del sistema raceway tradicional es el disefio serpenteante, en el que el canal
presenta un trayecto mas largo y estrecho, con curvas que obligan al cultivo a seguir un flujo
mas complejo. Este disefio favorece un mayor tiempo de residencia y una mejor distribucion
de la luz a lo largo del recorrido. Ademas, permite optimizar el espacio disponible en
instalaciones con restricciones de superficie. La agitacion sigue realizdndose mediante una
rueda de paletas, que asegura el movimiento continuo del cultivo (Park et al., 2011;
Christenson & Sims, 2011). Este tipo de fotobiorreactor ha sido explorado en estudios
recientes para mejorar la eficiencia del proceso fotosintético en condiciones semicontroladas.
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Figura 5: Esquema de un fotobiorreactor abierto tipo raceway con diserio serpenteante y rueda de paletas para
agitacion, Fuente: Adaptado de Ben-Amotz, A., National Institute of Oceanography (s.f.).
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1.3.2 Fotobiorreactores cerrados:

Los FBC (véase figura 6,7) proporcionan un entorno altamente controlado que permite
regular parametros clave como la intensidad y duracion de la iluminacion, la temperatura, el
pH, la concentracion de CO: y la agitacion. Este tipo de configuracion reduce
significativamente el riesgo de contaminacién por agentes externos y permite mantener
cultivos monoespecificos en condiciones estables (Mata et al., 2010).

Desde una perspectiva de disefio, los FBR cerrados se pueden clasificar en diferentes tipos,
cada uno con ventajas particulares:

1.3.2.1-Fotobiorreactores tubulares se componen de tubos transparentes dispuestos en
circuitos horizontales o verticales. Ofrecen una alta superficie de captacion luminica, pero
requieren una gestion eficiente del oxigeno disuelto y del gradiente de luz a lo largo del
sistema (Tredici, 2004).
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Figura 6: Fotobiorreactor Tubulares, Fuente: Autor con inspiracion de (M. Carvajal Oses, J. Chacon Guzman
and A. Herrera Ulloa, 2018 y Diana Mayol 2020).

1.3.2.2-Fotobiorreactores de columna de burbujeo, presentan una geometria cilindrica
vertical en la que el cultivo se mezcla mediante la inyeccion de aire o gas rico en CO2. Son
sencillos de operar y adecuados para cultivos a pequeia o mediana escala (Chisti, 2007).
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Figura 7: Fotobiorreactor de columna de burbujeo, Fuente: Autor con inspiracion de (Dhotre & Joshi (2006) y
Luis G Ramirez, Queiroz Zepka, Eduardo Jacob

1.3.2.3-Disefios Hibridos, combinan elementos de los anteriores con el objetivo de optimizar

tanto la exposicion a la luz como el consumo energético y la homogeneidad del cultivo (Pulz,
2001).
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Figura 8:Esquema de un fotobiorreactor de columna de burbujeo conectado en configuracion cruzada, operado
por bombas de aire para la circulacion del cultivo, Fuente: Autor con inspiracion de Ramirez et al., Queiroz
Zepka y Eduardo Jacob.

En el ambito del tratamiento de aguas residuales, los fotobiorreactores han demostrado ser
una herramienta prometedora al permitir la integracion de procesos fotosintéticos con
mecanismos de depuracion fisica, quimica y bioldgica. Las microalgas pueden remover
eficientemente compuestos nitrogenados (NH4*, NOs7) y fosfatos, lo cual contribuye
significativamente a la mejora de la calidad del agua (Pittman et al., 2011), ademas al captar
CO: durante la fotosintesis y liberar oxigeno, crean un entorno favorable para procesos
aerdbicos de oxidacion de la materia orgénica.

1.4. Tratamiento biologico de microorganismos patogenos en aguas residuales

El tratamiento biologico convencional de aguas residuales se basa en el uso de comunidades
microbianas para degradar la materia organica y eliminar contaminantes. Sin embargo, la
eliminacion de patdgenos, especialmente virus, continta siendo un reto importante. Muchos
virus entéricos, como adenovirus, norovirus y enterovirus, presentan una alta resistencia a
tratamientos fisicos y quimicos como la cloracion o la radiacion ultravioleta, lo que aumenta
el riesgo de su liberacion al medio ambiente (WHO, 2022). Ademads, algunos de estos
métodos generan subproductos toxicos con efectos adversos para la salud y los ecosistemas
acuaticos. Por ello, se estdn explorando alternativas basadas en mecanismos biologicos y
compuestos naturales con actividad antimicrobiana.
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Figura 9:Simbiosis algas-bacterias. Fuente: realizado por el autor

1.5. Microalgas en la eliminacion de virus

Diversos estudios han demostrado que ciertas especies de microalgas, como C. vulgaris,
pueden contribuir a la eliminacion de virus presentes en aguas residuales durante su cultivo en
sistemas como fotobiorreactores abiertos. Este efecto puede deberse a varios mecanismos,
incluyendo la adsorcioén de particulas virales a la biomasa algal, la produccién de oxigeno y
especies reactivas del oxigeno (ROS), asi como cambios en el pH del medio que afectan la
viabilidad viral (Shirasaki et al., 2016; Lee et al., 2020).

La aplicacion de microalgas en procesos de tratamiento terciario representa una alternativa
sostenible y ecologica para la reduccion de virus resistentes. En este trabajo se propone
evaluar experimentalmente la capacidad de eliminacién del bacteriofago PhiX174 modelo
viral comunmente utilizado por su estabilidad y similitud estructural con virus entéricos
humanos (USEPA, 2016) en un sistema de cultivo de C. vulgaris bajo condiciones
controladas en fotobiorreactores abiertos.
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2. Objetivos:

El presente trabajo tiene como objetivo general evaluar la eficacia del cultivo de C. vulgaris
en sistemas FBA para la eliminacion de virus en aguas residuales domésticas, utilizando el
bacteriofago PhiX174 como virus modelo.

Este objetivo general se desarrolla a través de los siguientes objetivos especificos:

1. Evaluar la eficiencia de eliminacion de carbono y nitrogeno del fotobiorreactor operado
en continuo.

2. Evaluar la reduccion de la viabilidad del bacteriéfago PhiX174 durante el cultivo de C.
vulgaris.

3.  Analizar los posibles mecanismos implicados en la inactivacion viral.

pag. 11
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3. Materiales y Métodos:

Los estudios realizados en este Trabajo fin de Master se llevaron a cabo en el Instituto de
Procesos Sostenible de la Universidad de Valladolid, situada en la Provincia de Valladolid,
Espana. El objetivo principal de esta investigacion fue evaluar la eficacia de microalgas en la
eliminacion de virus en aguas residuales en reactores operados en régimen continuo. Para
ello, se utilizé agua residual sintética y se confirmo la capacidad de las microalgas de asimilar
diferentes nutrientes, asi como de inactivar virus en el medio.

3.1 Microalgas utilizadas v condiciones de cultivo

En el presente estudio se trabajo con un indculo de Chlorella vulgaris SAG 211-11b, una
microalga verde unicelular obtenida de la coleccion de cultivos SAG Culture Collection of
Algae (Alemania). Esta microalga verde es ampliamente reconocida por su capacidad para
mejorar la calidad de aguas eutroficas debido a su alta eficiencia en la absorcion de nutrientes
como nitrégeno y fosforo.

Los cultivos se realizaron en condiciones controladas, con una temperatura de 25°C y un
fotoperiodo (luz/oscuridad), bajo agitacion constante para garantizar una distribucion
homogénea de nutrientes y luz. El medio de cultivo empleado para el estudio de crecimiento
del alga fue el Medio mineral SK, cuya composicion y preparacion se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1: composicion del Medio SK

Composicion Concentracion Composicion | Concentracion
(g/L)

(g/L)
MgS04.7H0 6,25 Co (NO3)2 0,0049
K2NO; 1,25 EDTA 0,5
CaCl,.2H>0O 0,1105 KH,PO4 0,624
H3BO; 0,1142 K,HPO4 1,3251
F»S04.7H,O 0,0498 Glucosa 312,5
7ZnS0,4.7H,0 0,0882 Peptona 6,25
MnCl,.4H,O 0,0144 Extracto de 6,25

levadura

Oxido Molinelo 0,0071 - -
(MoOs)
CuS04.5H,0 0,0157 - -

3.1.2 Preparacion del Preinoculo

El preindculo se prepar6d siguiendo los siguientes pasos para garantizar un cultivo inicial
viable:
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Se disolvieron los componentes de las soluciones 1 y 2 en 1000mL de agua tipo 1 bajo
agitacion constante, siguiendo la composicion descrita anteriormente. El medio preparado se
transfirié a un recipiente estéril y se autoclavd a 121°C durante 15min. Se afiadio la solucion
3, previamente esterilizada por filtracién o autoclave, en condiciones asépticas. En ausencia
de esta solucion, se inyecto CO2 gaseoso al 3% (30mL) para promover el crecimiento
fotosintético. En una cabina de flujo laminar, se inocul6 una cantidad controlada de Chlorella
vulgaris SAG 211-11b en el medio estéril, el recipiente se sell6 para evitar contaminacion. El
preindculo se incubo a 25°C con un fotoperiodo (luz/oscuridad) y agitacion constante. El
crecimiento se monitore6 mediante mediciones de densidad Optica a 600nm. Una vez
alcanzada una densidad oOptica adecuada (0.9-1.0 UA), el preindculo se considero listo para
transferirse al cultivo principal. Tras la preparacion del preindculo, se procedio al cultivo
principal. La solucion 3 se anadié al medio estéril en condiciones asépticas. En caso de no
disponer de la soluciéon 3, se suministré CO2 al 3% (30mL) para crear una atmosfera
enriquecida que favorezca el crecimiento fotosintético. El cultivo se mantuvo a 25°C con un
fotoperiodo (luz/oscuridad) y agitacion constante, los recipientes se sellaron tras cada etapa
para evitar contaminacion.

3.1.3 Agua Residual Sintética

El cultivo de la microalga C. vulgaris se llevd a cabo en un agua residual sintética (SWW),
cuya composicion del medio SWW se bas6 en una adaptacion del medio BG11, siguiendo el
protocolo descrito por Ferro et al. (2019). Este medio fue formulado para simular las
caracteristicas fisicoquimicas del agua residual urbana, y para minimizar las fluctuaciones en
la composicion del medio y mantener condiciones estables durante todo el experimento.
Adicionalmente, se afiadié 1 ml/L de una solucion de micronutrientes al SWW, con el fin de
proporcionar los elementos esenciales para el crecimiento y funcionamiento metabolico de C.
vulgaris. Estos micronutrientes que incluyen hierro, manganeso, zinc, cobre, entre otros, son
fundamentales para procesos como la fotosintesis, la sintesis de proteinas y el mantenimiento
celular. Su adicion garantiza un desarrollo de las microalgas y una alta productividad dentro
del sistema de tratamiento. La composicion del SWW viene descrita en la Tabla 2:
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Tabla 2: composicion del SWW + solucion de micronutrientes
Composicion | Concentracion Composicion Concentracion
(g/L) micronutrientes
(g/L)
Glucosa 0,625 Acido citrico 6
NaHCO:; 0,7 Citrato férrico de 6
amonio
Peptona 0,16 EDTA. Na; 1-1,27
Extracto de 0,11 H;BO:s 2,86
Carne
NH4Cl 0,15 MnCl,.4H,0 1,81
K>,HPO4 0,04 NaxM004.2H,0 0,39
MgS04.7H,O 0,075 CuS04.5H,0 0,08
CaCl».2H,O 0,036 Co (NOs3),.6H,O 0,05
Na,COs 0,02 ZnS04.7H,O 0,22
Planta Piloto:

El sistema experimental utilizado en este estudio consistid en una planta piloto a escala de
laboratorio, basada en un fotobiorreactor de 3 litros de volumen de trabajo. Este reactor
estuvo equipado con un agitador interno y montado sobre una placa de agitacion magnética
(modelo Ibxinstruments-S20 series), que operé a 100 rpm para asegurar una mezcla
homogénea del cultivo. La temperatura del sistema se mantuvo constante a 28 °C, con una
intensidad luminica de 1600 pmol m2 s, para el crecimiento de Chlorella vulgaris.

El reactor contaba con conexiones de entrada y salida para el flujo de agua residual sintética
(SWW). El medio de alimentacion se almacenaba en un recipiente ubicado en una pequefia
nevera, lo que permitia conservar la temperatura y calidad del SWW antes de su
incorporacion al sistema. La alimentacion se realizO mediante una bomba peristéltica
Masterflex, con un regulador de flujo y controlada por un temporizador, que suministraba un
caudal total de 500 ml/dia, distribuido en cinco ciclos de 100ml cada uno, con una duracion
aproximada de 15 minutos por ciclo. Este modo de operacidon permitié mantener un tiempo de
retencion hidraulica (TRH) de 6 dias, en coherencia con el volumen del reactor.
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La planta piloto estaba compuesta por los siguientes elementos:

Fotobiorreactor

Placa agitadora magnética (Ibxinstruments-S20 series)
Recipiente de alimentacion con SWW

Bomba peristaltica (Masterflex)
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Figura 10:Diagrama de Tratamiento convencional disefiado para la eliminacion de virus con Microalgas:
Fuente: realizado por el autor.

3.2. Toma de muestra y analisis fisicoquimico

Las muestras fueron tomadas diariamente del efluente del reactor (salida del agua tratada) de
la planta piloto, durante el periodo experimental. La recoleccion se realizd cinco dias a la
semana, extrayendo un volumen de 30 ml directamente de la salida del reactor durante un
ciclo de funcionamiento de la bomba peristaltica, con el objetivo de monitorear tanto la
presencia de microalgas como de distintos pardmetros fisico-quimicos. Los pardmetros
analizados incluyeron la densidad optica (DO), medida diariamente a 600 nm como
estimacion de la biomasa; el pH, registrado diariamente para controlar variaciones bruscas del
mismo; la eficiencia cudntica (Qy), determinada diariamente para valorar la salud
fotosintética del cultivo; y el oxigeno disuelto, medido diariamente, excepto en el tiempo
inicial como indicador de la actividad metabdlica.
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Ademéds, se tomaron muestras salida y entrada, dos veces por semana, para la determinacién
de carbono organico total (TOC), carbono total (TC) y carbono inorganico (IC) y nitrogeno
total (TN), utilizando un analizador especifico. Estas muestras fueron almacenadas en
condiciones controladas, empleando recipientes isotérmicos y conservadas a -20 °C hasta su
analisis, garantizando asi su integridad durante el transporte.

Tabla 3: Toma de muestras y frecuencia de muestreo

Parametros Frecuencia de muestreo Puntos de toma de
muestra
Diario Semanal Dos veces a | Entrada Salida
la semana

D0600 X - X X
Ph X - X
QY X - X
Oxigeno disuelto X - X

TOC - X X X
TC - X X X
IC - X X X

3.3. Procedimientos analiticos

Con el objetivo de evaluar el rendimiento del sistema y caracterizar adecuadamente el
efluente tratado, se llevaron a cabo diversos procedimientos analiticos para la medicion de
parametros fisico-quimicos y biologicos, las muestras fueron tomadas directamente del
reactor de la planta piloto y analizadas siguiendo protocolos estandarizados. Todas las
mediciones se realizaron utilizando equipos calibrados, con el fin de garantizar la fiabilidad y
precision de los resultados obtenidos. A continuacion, se describen las técnicas empleadas
para cada uno de los parametros analizados.

3.3.1. Densidad optica (DO). — La medicion se realizd a una longitud de onda de 600 nm
utilizando un espectrofotometro UV-Vis (modelo UVmini-1240, Shimadzu) con una cubeta
estandar de plastico de 1 cm de longitud de paso. Las muestras fueron diluidas entre 2 y 5
veces para evitar la saturacion del detector. Posteriormente, los valores obtenidos se
corrigieron multiplicando por el correspondiente factor de dilucion.
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Figura 11: Espectrofotometro

3.3.2. pH. _ La determinacion del pH se llevd a cabo utilizando un pH-metro Crison Basic20,
previamente calibrado con soluciones estandar de pH 4,0; 7,0 y 10,0. La medicién se realizd
directamente en un recipiente que contenia entre 1 y 2 ml de muestra, mantenida a
temperatura ambiente.

Figura 12: Medidor del pH (pH-metro)

3.3.3. Concentracion de oxigeno disuelto. - La medicion del oxigeno disuelto se realizd
utilizando un medidor Oxi 3310 (WTW) con una sonda CellOx 325 previamente calibrada
con aire saturado y agua destilada. La sonda se introdujo directamente en el reactor,
asegurando una agitacion minima para evitar interferencias en la lectura.
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Figura 13:Medidor del oxigeno disuelto

3.3.4. Actividad fotosintética (Qy). La evaluacion se realizd con un fluorometro portatil
AquaPen (Photon Systems Instruments), midiendo la relacion entre la fluorescencia variable
(Fv) y la fluorescencia méxima (Fm), parametro indicativo de la eficiencia y estado
fisiologico del fotosistema II. Antes de cada medicion, las muestras fueron adaptadas a la
oscuridad durante 10-20 segundos para asegurar una correcta estabilizacion de la
fluorescencia basal.

Figura 14: Medidor de la actividad fotosintética

3.3.5. Concentracion de TOC, IC y NT: La determinacion de TOC (carbono organico total),
TC (Carbono total), IC (carbono inorgénico) y NT (nitrégeno total) se realizé utilizando un
analizador multiparamétrico, previamente calibrado segun las indicaciones del fabricante.

Las muestras se recolectaron dos veces por semana, tanto en la entrada como en la salida del
sistema, obteniendo entre 20 y 30 ml por punto de muestreo, las cuales se mantuvieron a
temperatura ambiente hasta su andlisis.
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Este procedimiento se llevo a cabo con el objetivo de evaluar los cambios en la composicion
quimica del agua durante el proceso, permitiendo cuantificar la eficiencia del tratamiento en
la remocidn de materia organica, compuestos inorganicos y nitrégeno total.

Figura 15: Analizador de TOC

3.4. Microorganismos v cultivo en ensavos antivirales

Para los ensayos de la capacidad antiviral de las microalgas, se seleccion6 como modelo
microbioldgico el bacteriofago PhiX174 (DMS 4497), cuyo hospedador es la bacteria E. coli
PCO0886 (E. coli); (DMS 13127). La eleccion de estos organismos se fundamenta en su uso
ampliamente establecido en ensayos antivirales, dada su facilidad de cultivo, bajo riesgo
bioldgico y representatividad en estudios de desinfeccion y tratamiento de aguas.

3.4.1. Preparacion y cultivo del bacteriofago PhiX174

El bacteriofago PhiX174 fue aislado a partir de una placa infectada de E. coli. Para el proceso
de aislamiento, se tomaron 5 mL de buffer de virus y se recogio el agar 0,6 % v/v de las
placas. Posteriormente, fue separado de la bacteria mediante centrifugacion a 4500 rpm
durante 9 minutos, seguida de filtracion estéril a través de una membrana de 0,22 um, por la
que solo pasaron los virus.

3.4.2. Preparacion y cultivo de Escherichia coli

La cepa de E. coli fue cultivada en medio LB liquido a 30 °C, con agitacion constante a 150
rpm, hasta alcanzar la fase exponencial de crecimiento, determinada mediante una densidad
optica a 600 nm (DO-600nm) de aproximadamente 0,5.

3.4.3. Medios y patrones utilizados para los procesos de infeccion:

Durante los procesos de cultivo y manipulacion se emplearon los siguientes medios y
soluciones preparados bajo condiciones estériles:

Recetas para el Buffer de virus:
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Tabla 4: Preparacion de Buffer de virus
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Compuestos Concentracion, (g/100mL) mM

NaCl 0,584 100
MgSO4 0,096 4
Tris-HCl 0,606 50

una vez disuelto se ajustada el pH a 7,5 con NHCI luego filtrado mediante membrana de 0,22

um y conservado a 4

°C.

Medio LB liquida: Preparado disolviendo 1,25 g de medio LB (25 g/L) en 50 ml de agua
destilada, agitado hasta su completa disolucion y posteriormente esterilizado en autoclave a

121 °C

Tabla 5: Preparacion del Medio LB (25g/L)

Compuestos Concentracion, (g/L)
NaCl 5

Peptona 10

Extracto de levadura 10

3.5. Ensayos de inactivacion de virus

3.5.1 Procedimiento experimental de infeccion viral y preparacion bacteriana

Para llevar a cabo la infeccion con el virus se utilizaron los siguientes equipos: Un termo
bloque a 50 °C, una agitadora orbital y una campana de flujo laminar con luz ultravioleta.

VAN

CAUTION: HOT SURFACE!
ATTENTION: SURFACE CHAUDE

— E—
Figura 16:Termo Bloque

Figura 17: Agitador

Orbital
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Para la obtencion de un numero apropiado de virus en los experimentos, se realizaron
disoluciones seriadas en una proporcion 1:10, llegando una dilucion de 10~ en la entrada del
reactor. A cada microtubo tipo Eppendorf se le afiadieron 360 pL del tampdn correspondiente
y 40 uL de muestra (procedente tanto de la entrada como de la salida del reactor).
Posteriormente, se procedié a agitar cada muestra con el fin de asegurar una mezcla
homogénea antes de aplicar las disoluciones seriadas.

En cuanto al cultivo bacteriano, se midio la densidad 6ptica (DO) para verificar que estuviese
en el rango adecuado. En caso de que la DO superara el intervalo 6ptimo (0,4—0,5 a 600 nm),
se procedié a diluir la muestra. En este caso particular, la densidad optica fue de 1,22 ABS,
por lo que se diluy6 en una proporcion 1:3.

Para la preparacion del medio de infeccion, se utilizd6 medio LB con una concentracion de
agar del 0,6% (v/v), o agar blando, que se mantuvo a 50 °C en el termo bloque para evitar su
gelificacion hasta el proceso de infeccion.

3.5.2 Proceso de infeccion viral

Una vez preparada la suspension bacteriana con una densidad optica ajustada a 0,4-0,5, se
procedid a la inoculacion viral. Para ello, se mezclaron 200 pL de la suspension bacteriana
con 100 pL. de la dilucioén del bacteriofago PhiX174 en un tubo con 6 mL de LB con agar
blando.

La mezcla se agitd suavemente para favorecer la interaccion entre el virus y la bacteria, y
posteriormente se deposito sobre placas de cultivo

Las placas fueron selladas con Parafilm para prevenir contaminaciones externas y
conservadas en la cdmara caliente a 30 °C (incubador) hasta el dia siguiente, momento en el
cual se realiz6 la lectura e interpretacion de los resultados obtenidos.
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4. Resultados y Discusion.

En el presente estudio se realizaron ensayos en un fotobiorreactor de laboratorio inoculado
con C. vulgaris, con el objetivo de evaluar la eliminacion de contaminantes presentes en el
agua residual sintética. Para ello, se llevd a cabo un seguimiento peridodico de variables
asociadas al crecimiento microalgal (densidad Optica, actividad fotosintética, pH y oxigeno
disuelto), asi como de parametros relacionados con la calidad del agua, entre ellos el carbono
organico total (TOC), el carbono inorganico (IC) y el nitrégeno total (NT).

De manera complementaria, se evalud la capacidad del sistema para la inactivacion viral,
empleando el bacteriofago PhiX174 como virus modelo. Este analisis permitio valorar no solo
la depuracion de nutrientes y carbono, sino también la posible contribucion del proceso
microalgal a la reduccidon de contaminantes biologicos.

El registro de las variables fisicoquimicas, junto con el andlisis de nutrientes y la inactivacion
viral, proporciona una vision integral de la dindmica del sistema y permite discutir el
rendimiento del fotobiorreactor en las condiciones de operacidon ensayadas. En las siguientes
secciones se presentan de forma detallada los resultados obtenidos y su comparaciéon con la
literatura existente.
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4.1 Evolucion de la concentracion biomasa

Durante el periodo experimental, se realizd un seguimiento del comportamiento del cultivo en
el fotobiorreactor a través de la densidad optica (DOsoo), el pH, la actividad fotosintética (Qy)
y el oxigeno disuelto (OD). Estos parametros permitieron evaluar de forma indirecta la
evolucién de la biomasa y la actividad metabolica de las microalgas a lo largo del ensayo.

La DOsoo mostré un incremento progresivo durante los primeros 7 dias del experimento
(Figura 18), correspondiente a la fase de adaptacion y posterior crecimiento exponencial del
cultivo. Posteriormente, entre los dias 8 y 12, se alcanz6 una meseta que indica la entrada en
fase estacionaria, con valores de DO cercanos a 5 U.A., lo que evidencia la estabilizacion de
la biomasa en el sistema. A partir del dia 13, se observo una disminucion gradual de la DO,
aunque se mantuvo estable en valores cercanos a 4 U.A.

DO-600nm, (UA)
o L N W H» U1 O

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Tiempo, (d)

Figura 18: Evolucion de la DO medido a 600nm en UA en el FBR

Del mismo modo, también se midié la actividad fotosintética (Qy) a lo largo del tiempo
(Figura 19), la cual presentd valores elevados en las fases de mayor crecimiento, confirmando
que la biomasa microalgal mantenia una alta eficiencia en la conversion de energia luminica
de la fotosintesis. Este pardmetro resultd coherente con la evolucion observada en DO,
mostrando una estabilizacion a partir del dia 7-8.

0,8

0,7
0,6 N\'—_\/‘\'—M

< 0,4
J o3
0,2
0,1
0
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

Tiempo, (d)

Figura 19: Evolucion de Qy (%) en el FBR.
El pH del medio mostrd un incremento gradual durante los primeros 6 dias del experimento
(Figura 20), alcanzando valores de hasta 10,5, asociados a la mayor actividad fotosintética y a
la fijacion de CO: por parte de las microalgas. Posteriormente, entre los dias 7 y 12, los
valores se mantuvieron en una meseta cercana a 9,5-10, lo que refleja la estabilizacion del
cultivo en fase estacionaria. Finalmente, a partir del dia 13, el pH presentd ligeras
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oscilaciones entre 9 y 9,5. Este comportamiento confirma el desplazamiento del equilibrio
quimico hacia condiciones mas alcalinas debido a la disminucion del dioxido de carbono
disuelto en el medio de cultivo.

12
" '__./\’/v\'/k—"_‘\a—‘
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0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
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Figura 20: Evolucion de pH en el FBR.

Por otra parte, el oxigeno disuelto (OD) presentd variaciones notables a lo largo del
experimento (Figura 21). Durante los primeros 2 dias, se registraron valores iniciales
elevados, cercanos a 16 mg/L como resultado de la alta actividad fotosintética de la fase
exponencial del cultivo, que descendieron posteriormente hasta un minimo de 8 mg/L en el
dia 7, debido al desequilibrio temporal entre la produccién fotosintética de oxigeno y su
consumo respiratorio por parte de bacterias y del metabolismo heterotréfico de Chlorella.
Entre los dias 8 y 12, el OD volvié a incrementarse alcanzando picos de hasta 16 mg/L,
evidenciando una recuperacion de la actividad fotosintética. Posteriormente, en la ultima fase
del ensayo (dias 13 a 17), el OD mostro6 oscilaciones entre 8 y 15 mg/L, demostrando ser un
parametro con alta variabilidad.
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Figura 21: Evolucion de OD en el FBR.

4.2 Evolucion de la eliminacion de carbono en el fotobiorreactor.

Ademas de los mencionados parametros fisiologicos, se realizaron mediciones dos veces por
semana de la concentracion de carbono organico total (TOC) (Figura 22), carbono inorganico
(IC) (Figura 24) y nitrégeno total (TN) (Figura 26), tanto a la entrada como a la salida del
reactor.

En el caso del TOC, los valores de eliminacion oscilaron entre el 18 % y el 92 %, con un
promedio general cercano al 69—80 %, dependiendo del rango de dias considerados. La
maxima reduccion se observo en el dia 10 (92 %), lo que refleja la elevada capacidad del
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fotobiorreactor para eliminar compuestos organicos disueltos mediante la accién conjunta de
microalgas y bacterias. Estos resultados son consistentes con la literatura, donde se ha
reportado que los sistemas algales presentan una elevada afinidad por el carbono organico
como fuente de energia y de precursores metabodlicos. Por ejemplo, Gupta et al. (2016)
documentaron reducciones de hasta el 90 % de TOC en sistemas mixotroficos, mientras que
Lian et al. (2024) registraron eficiencias de eliminacion cercanas al 64 % en biorreactores
operados como microalgas.

—@—ENTRADA —@—SALIDA
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Figura 22: Evolucion de la concentracion de Carbono Organico Total

Es importante destacar que la eficiencia de eliminacion no solo alcanzé un pico puntual, sino
que se mantuvo en valores elevados hasta el ultimo dia de muestreo, con reducciones
superiores al 85 % en la mayoria de los casos (Figura 23). Este comportamiento confirma que
gran parte del carbono orgéanico disponible fue transformado de manera sostenida en biomasa
algal y bacteriana, apoyada por la actividad bacteriana, lo que evidencia un desempefio
robusto del sistema en la depuracion de compuestos orgénicos disueltos.
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Figura 23: Eficiencia de eliminacion del Carbono Organico Total

En el caso del IC, los resultados oscilaron entre un minimo de 0,98 % de eliminacion (dia 10)
y un maximo de 20,9 % (dia 14), con un promedio cercano al 9 % durante el periodo
experimental (Figura 24 y 25). Este comportamiento confirma que la eliminacién de carbono
inorganico fue limitada en comparacién con el TOC. Estas bajas eliminaciones también se
debieron al hecho de que el carbono inorgéanico es consumido por microalgas y bacterias
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nitrificantes, pero producido in-situ por bacterias y microalgas heterotrofas durante la
degradacion de TOC.
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Figura 24: Evolucion de la concentracion de Carbono Inorganico Total
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Figura 25: Eficiencia de eliminacion del Carbono inorganico Total

La baja eficiencia puede atribuirse a los fendémenos de equilibrio entre el CO: disuelto y la
variacion del pH en el medio. En algunos dias, como el 10, se observé incluso una
estabilizacion de los valores, lo que indica que los procesos de consumo de carbono
inorganico por parte de las microalgas fueron compensados por la liberacion o redisolucion de
CO: en el sistema. En los primeros dias, el leve consumo de IC pudo estar asociado a la
fijacion de CO: por parte de C. vulgaris durante la fotosintesis. Sin embargo, en etapas
posteriores se observaron incrementos del IC en el efluente, probablemente relacionados con
procesos de desorcion de CO., cambios en la solubilidad del carbonato debidos a variaciones
de pH, o liberacion de carbono inorgénico a partir del metabolismo microbiano.

Estos resultados contrastan con los obtenidos para el TOC, donde la reduccion fue mucho mas
evidente. De acuerdo con la literatura, la eliminacion de IC en sistemas algales puede ser
limitada y fuertemente dependiente de factores como el pH, la transferencia de gases y la
intensidad de la fotosintesis (Rawat et al., 2011). Por tanto, los valores obtenidos en este
estudio son coherentes con lo esperado en un sistema de cultivo abierto donde las condiciones
fisicoquimicas flucttian a lo largo del tiempo.

En resumen, el fotobiorreactor demostré un buen desempeiio en la eliminacién de carbono
organico, pero la reduccion de carbono inorganico fue practicamente nula, lo que sugiere que
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se requieren estrategias adicionales (como control del pH, optimizacién de la aireacién o
cultivos) para mejorar la captura de IC en futuras aplicaciones.

4.3 Evolucion de la eliminacion de nitrégeno en el fotobiorreactor

El nitrégeno constituye un macronutriente esencial para el metabolismo de las microalgas y
bacterias, ya que es indispensable para la sintesis de proteinas, enzimas y acidos nucleicos. En
este estudio, también se estudié la concentracion de nitrégeno total (TN) a lo largo del
tiempo, lo que permiti6 evaluar la capacidad del fotobiorreactor para eliminar este
contaminante presente en el agua residual.

Los resultados obtenidos muestran que la eliminacion de NT fue altamente eficiente,
alcanzando un promedio de alrededor del 92 % a lo largo del periodo experimental (Figura
26). En los primeros dias, la reduccion fue mas moderada, reflejando la fase de adaptacion del
consorcio microalgal-bacteriano. Sin embargo, conforme se consolidé la biomasa, las
eficiencias aumentaron notablemente, llegando a superar el 90 % en la mayoria de la
experimentacion
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Figura 26: Evolucion de la concentracion de Nitrogeno Total

La elevada eficiencia observada indica una intensa asimilacion del nitrégeno por parte de las
microalgas para la sintesis de biomasa, apoyada por la actividad bacteriana. Este
comportamiento es consistente con la literatura, donde se han reportado eficiencias de
eliminacion superiores al 90 % en cultivos microalgales puros (Zhao et al., 2023) y valores
cercanos al 92,4 % en consorcios microalga—bacteria (Liu et al., 2025). Asimismo, estudios
con C. vulgaris han documentado reducciones de hasta el 89 % en 14 dias de cultivo en aguas
residuales (Jiménez et al., 2018), mientras que ensayos prolongados han registrado incluso
eficiencias mayores al 98 % después de 25 dias (Wang et al., 2021). La eficiencia del 92 %
(Figura 27) obtenida en este ensayo confirma la capacidad del sistema para remover
nitrogeno, situdndose por encima de los rendimientos habituales reportados en
fotobiorreactores abiertos (5070 %).
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Figura 27: Eficiencia de eliminacion del Nitrogeno Total

Cabe destacar que, en la ultima fase del ensayo, se observaron ligeras oscilaciones en los
valores de eliminacion, probablemente asociadas a variaciones en la densidad de biomasa y a
la disponibilidad de carbono como cofactor metabdlico. Aun asi, la tendencia general indica
un desempefio robusto y estable en la remocion de nitrégeno. Estos resultados confirman que
el fotobiorreactor es una tecnologia eficaz para la reduccion de nutrientes, con especial éxito
en la eliminacion de nitrogeno y carbono organico, lo que contribuye de forma significativa a
la mejora de la calidad del efluente tratado y al potencial uso de la biomasa microalgal
generada.

4.4 Eliminacion de virus en el fotobiorreactor.

La evaluacion de la capacidad del fotobiorreactor para eliminar contaminantes biologicos se
realizo utilizando el bacteriofago PhiX174 como modelo viral. Los resultados muestran que el
sistema logr6 una reduccion aproximada del 91,4 %, lo que corresponde a una disminucion de
1,06 unidades logaritmicas entre la concentracion de entrada (1,07 x 10° PFU/mL) y la de
salida (9,20 x 10® PFU/mL), esta reduccion se observa de manera clara en la Figura 29 donde
se representa la concentracion viral en escala logaritmica.
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Figura 28: Eficacia de eliminacion de virus
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Figura 29: Reduccion de la concentracion viral en el FBR
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Figura 30: Reduccion de virus
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Estos valores evidencian que, ademds de la depuracion de contaminantes quimicos
(eliminacién de carbono y nitrogeno), el sistema también presenta un potencial relevante para
la reduccion de contaminantes bioldgicos. Los mecanismos involucrados en esta eliminacion
pueden estar asociados a la adsorcion de particulas virales en la biomasa microalgal y
bacteriana, a la generacion de especies reactivas de oxigeno durante la fotosintesis y a los
cambios de pH inducidos en el medio (Delanka-Pedige et al., 2020).

Es importante sefialar que, a partir del dia 17, el reactor presentd una pérdida significativa de
biomasa algal, lo que impidid continuar con las pruebas virales y limit6 la serie de datos
obtenida. Por esta razon, los resultados se restringen al periodo inicial (dia 0 al 17), donde los
parametros fisicoquimicos (DO, pH, OD, Qy,) pudieron ser registrados de manera estable y
consistente, mientras que las pruebas posteriores se descartaron al no contar con condiciones
representativas del sistema.

A pesar de esta limitacion, los resultados obtenidos son comparables con estudios previos que
reportan eliminaciones virales de entre 0,5 y 1,5 log en fotobiorreactores abiertos (Abd-
Elmaksoud, 2021), confirmando el potencial de esta tecnologia no solo para la eliminacion de
nutrientes, sino también para la mejora de la calidad microbiolédgica del efluente tratado.
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5. Conclusiones:

El seguimiento experimental permitid evaluar el desempeno de un fotobiorreactor abierto en
la eliminacion de carbono, nitrégeno y virus, asi como en la evolucion de la biomasa
microalgal.

v En términos de seguridad microbioldgica, el sistema logrd una reduccion viral del 91,4
% (1,06 logl0), confirmando el potencial de las microalgas en los fotobiorreactores
para disminuir contaminantes bioldgicos ademas de los quimicos.

v' La inestabilidad del reactor durante la Gltima semana, con la pérdida de la biomasa,
limité la continuidad de los analisis y resaltd la necesidad de mejorar la estabilidad
operacional del sistema. El sistema mostré una alta eficiencia en la eliminacion de
carbono orgénico total (TOC), con un promedio cercano al 86 % y valores maximos
del 92 %.

v La eliminacion de carbono inorganico (IC) fue limitada, con eficiencias promedio
cercanas al 9 %, reflejando principalmente los equilibrios CO—pH en el medio mas
que un consumo neto por parte de la biomasa.

v' La eliminacién de nitrégeno total (TN) alcanz6 un promedio del 92 %, evidenciando
la alta capacidad de asimilacion de nutrientes por parte de la biomasa microalgal y
bacteriana durante la fase de mayor crecimiento.
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6. Recomendaciones y Trabajo futuro

v Se recomienda optimizar los pardmetros de operacion del fotobiorreactor (control de
pH, optimizaciéon de tiempos de retencion hidrdulicos) con el fin de mejorar la
eliminacion de carbono inorgénico y mantener la estabilidad de la biomasa en
periodos prolongados.

v Es necesario realizar experimentos de mayor duracion para evaluar la sostenibilidad
del crecimiento microalgal y su efecto sobre la eliminacion de nutrientes en
condiciones operativas estables.

v' Se recomienda complementar los estudios con pruebas de otros contaminantes
microbiologicos (bacterias y virus indicadores adicionales), que permitan reforzar la
evaluacion del potencial sanitario de los fotobiorreactores.
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Anexo
Anexo 1: Planta Piloto empleada en la experimentacion
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