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Resumen

Titulo: Desarrollo y Aplicaciéon de una Metodologia para el disefio y construccién de un sistema
de Fitorremediacion de un Complejo de Recirculacion Acuicola para el aprovechamiento
sostenible de aguas Post-Consumo.”

Autor: Janet Bibiana Garcia Martinez™

Palabras Clave: Sistema Recirculacion Acuicola, Sistema de Fitorremediacion, Aguas Post-
Consumo, Piscicultura, Microalgas.

Descripcion: En este trabajo se presenta el desarrollo de una nueva metodologia para el disefio y
construccion de un sistema de Fitorremediacion de un Complejo de Recirculacion Acuicola para
el aprovechamiento sostenible de aguas Post-Consumo mediante la aplicacion de conceptos de
economia circular y cero residuos. La metodologia esta basada en tres componentes claves del
desarrollo sostenible: disefio de un sistema novedoso de Fitorremediacion junto con el analisis de
Ciclo de Vida y validacion econémica.

Con tal fin se probd la capacidad de las aguas residuales de un sistema piscicola como medio de
cultivo para Chlorella sp. y Scenedesmus sp. Se evalu6 la simulacion para su transformacién en
alimento sostenible para peces utilizando el software Designer® y se determinaron los impactos
ambientales de la produccion biomasa para alimentacion animal mediante el método de anélisis
del ciclo de vida utilizando el software Simapro.

Los resultados mostraron que la adicion de NaNOs (0,125 g/L), KoHPO4 (0,075 g/L), KH2PO4
(0,759/L), y NaHCO3 (0,5y 2 g/L para Chlorella sp. y Scenedesmus sp. respectivamente) aumento
significativamente la biomasa de Chlorella sp. (0,87 g/L) y Scenedesmus sp. (0,83 g/L). Segun los
resultados, es posible producir hasta 11.875 kg/afio (31,3 kg/dia) con un costo de produccion de
hasta 18 (USD/kg) para la biomasa seca y 0,19 (USD/500 ml de biomasa) para la biomasa
concentrada. Asimismo, se determiné la cinética de crecimiento de la biomasa dependiente del
sustrato con una produccion maxima de 1,25 g/L después de 15 dias de cultivo y una eliminacion
del 98% del N junto con un 20% del P. También se evaluaron los impactos ambientales utilizando
el método ReCiPe para diez categorias de impacto, lo que permitié determinar que los efectos
medioambientales se redujeron significativamente al utilizar aguas residuales como fuente de agua
y nutrientes.

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Doctorado en Ingenieria
Quimica. Director: Viatcheslav Kafarov. PhD. Doctor en Ciencias
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Abstract
Title: Development and Application of a Methodology for the Design and Construction of a
Phytoremediation System for a Recirculating Aquaculture Complex for the Sustainable Use of
Post-Consumption Water.”
Author(s): Janet Bibiana Garcia Martinez™
Key Words: Recirculation Aquaculture systems, fish farming system, Post-Consumption Water,

Microalgae, Fish Farming.

Description: This thesis presents the development of a new methodology for designing and
constructing a phytoremediation system of an Agquaculture Recirculation Complex for the
sustainable use of post-consumer water through the application of circular economy and zero waste
concepts. The methodology is based on three critical components of sustainable development:
design of a novel phytoremediation system together with Life Cycle Analysis and economic
validation.

To this end, the wastewater capacity from a fish farming system as a culture medium for Chlorella
and Scenedesmus sp. was evaluated. The simulation for their transformation into sustainable fish
feed was evaluated using Designer® software, and the environmental impacts of biomass
production for animal feed were determined by the life cycle analysis method using Simapro®
software.

According to the results, the addition of NaNO3 (0.125 g/L), KoHPO4 (0.075 g/L), KH2PO4 (0.75
g/L), and NaHCO3 (0.5 and 2 g/L for Chlorella and Scenedesmus sp. respectively) significantly
increased the biomass of Chlorella sp. (0.87 g/L) and Scenedesmus sp. (0.83 g/L). According to
the results, it is possible to produce up to 11,875 kg/year (31.3 kg/day) with a production cost of
up to 18 (USD/kg) for dry biomass and 0.19 (USD/500 ml biomass) for concentrated biomass.
Also, the substrate-dependent biomass growth kinetics for the selected strains was determined with
a maximum production of 1.25 g/L after 15 days of cultivation coupled with a removal of 98% of
N, and 20% of P. Environmental impacts were also evaluated using the ReCiPe method for ten
impact categories, which allowed determining that the environmental effects were significantly
reduced by using wastewater as a water source and nutrients.

“ Degree Work
“Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Doctorado en Ingenieria
Quimica. Director: Viatcheslav Kafarov. PhD.
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Introduccion

En el afio 2020, se informé que la produccion mundial de animales acuaticos disminuyé
ligeramente a 178 millones de toneladas en comparacion con el récord historico de 179 millones
de toneladas en 2018. La pesca de captura contribuy6 con el 51% (90 millones de toneladas) y la
acuicultura con el 49% (88 millones de toneladas). La mayor parte de la produccion total, el 63%,
se capturd en aguas marinas y el 37% en aguas continentales. La produccion total de animales
acuaticos tuvo un valor estimado de 406 mil millones de USD, con la pesca de captura
contribuyendo con 141 mil millones de USD vy la acuicultura con 265 mil millones de USD. El
89% de la produccidn se destind al consumo humano, mientras que los 20 millones de toneladas
restantes se utilizaron para la produccién de harina y aceite de pescado. EI consumo de alimentos
acuaticos ha aumentado a un ritmo del 3,0% anual en promedio entre 1961y 2019, lo que equivale
a casi el doble del ritmo de crecimiento demografico mundial. EI consumo per cépita de alimentos
acuaticos de origen animal ha aumentado de 9,0 kg en 1961 a 20,5 kg en 2019, con una
disminucion leve a 20,2 kg en 2020. En 2020, la acuicultura represento el 56% de la cantidad de
alimentos acuéticos de origen animal producidos y disponibles para el consumo humano (FAO
2022). Dentro de esta cifra es importante resaltar el crecimiento sostenido de este renglén en
América Latina gracias a la formacion de nucleos productivos bajo la metodologia de Acuicultura
de Recursos Limitados (AREL) que cuentan con algun tipo de sistema acuicola para la generacién
de proteinas, bioabonos y otros

Entre 2011 y 2020 la produccion acuicola aument6 216% pasando de 82.622 a 179.351
toneladas entre tilapia, trucha, cachama, camardn y otras especies nativas Las principales regiones

donde se practica la piscicultura son Antioquia, Huila, Cauca, Tolima y Santander El pais cuenta
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con diversos recursos hidricos, como rios, lagos y embalses, que lo hacen idoneo para la
piscicultura. EI consumo per capita en 2020 fue de 8,8 Kg de Pescado (FEDEACUA 2021).

Actualmente, el desarrollo sostenible de este renglon econémico depende de dos factores:
el calentamiento global y el consumo de recursos (energia, agua fresca y proteina) (Van Den Hende
et al., 2014). El crecimiento acelerado de esta industria ha llevado al desarrollo de 3 restricciones
criticas: la demanda de alimento para acuacultura, el alto volumen de agua fresca requerida y la
alta concentracion de aguas residuales las cuales deben disponerse de forma segura (Song et al.,
2022). Las aguas residuales proveniente de los sistemas cerrados de acuacultura poseen altos
niveles de nitrogeno y fosforo inorganico disuelto. El principal responsable de estas altas
concentraciones de nutrientes es el alimento no consumido, ya que de acuerdo con Liu et al. (2021)
hasta el 75% del alimento utilizado se mantiene en forma de nitrogeno y fosforo en el agua post-
cultivo. Esto ultimo contribuye al incremento sostenido en la concentracion de residuos organicos
y compuestos toxicos en los sistemas acuaticos (Wang et al., 2022).

Durante los ultimos 50 afios, se han hecho esfuerzos significativos para la remocion de
diferentes nutrientes de esta agua residual, que eviten la eutrofizacion de cuerpos hidricos cercanos
a los sistemas de produccién y permitan recircular el agua tratada (Liu et al., 2021). Actualmente
existen una gran diversidad de métodos bioldgicos y quimicos que han sido usados
satisfactoriamente en el proceso de remocion de nutrientes como lo son: (i) procesos bioldgicos
para la eliminacion de nitrégeno como la nitrificacion y desnitrificacion (Gogoi et al., 2021) y (ii)
los procesos quimicos como la precipitacion quimica para la eliminacién de fosforo (Letelier-

Gordo, & Fernandez, 2021); este Gltimo proceso a pesar de ser efectivo, es una técnica menos
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amigable con el medio ambiente, ya que este conlleva a la formaciéon de lodos altamente
contaminantes para el medio ambiente (Gao et al., 2016).

Como alternativa sostenible para la recuperacion de las aguas post-consumo existen los
sistemas de recirculacién RAS (Recirculation Aquaculture systems por sus siglas en inglés); estos
sistemas se basan en el tratamiento del agua post-consumo para su posterior reentrada en los
estanques de cultivo (Yue & Shen, 2021). El principal problema de los sistemas RAS es su alto
costo inicial, el cual puede sobrepasar los costos de los procesos a pequefia escala localizados en
Colombia. Una de las propuestas con mayor acogida a nivel mundial para el redisefio de los
sistemas RAS es el uso de microorganismos foto autotroficos, en especial de microalgas y
cianobacterias (Spiliotopoulou et al., 2018). Las algas representan alrededor del 0,5% de la
biomasa global, sin embargo, producen alrededor del 70% del oxigeno neto en la tierra; ademas
poseen una alta tasa de crecimiento, siendo entre 10 a 50 veces mas eficientes en fijacion de CO;
que las plantas terrestres (Chia, et al., 2021), ademas de requerir menor energia para la produccion
de biomasa (Ahmad et al., 2022).

El uso de estos microorganismos es considerado como una de las tecnologias con mayor
aporte a la conservacion del ambiente (Lananan et al., 2014). Lo anterior se debe a su rapido
crecimiento, habilidad para crecer en aguas residuales mientras reduce la concentracion de
nutrientes nocivos y su biomasa puede ser aprovechada para la obtencion de diferentes metabolitos
de interés industrial (Ahmad et al., 2022). Al aplicar cultivos tecnificados microalgales en las aguas
post-consumo de acuacultura, es posible remover de forma eficiente las concentraciones de

nitratos, fosfatos y otros nutrientes presentes para obtener productos econémicamente viables para
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el sector acuicola nacional como pueden ser: (1) concentrados ricos en proteina y grasas, (2)
biofertilizantes y (3) biocombustibles (Gao et al., 2016).

A nivel mundial es posible encontrar ejemplos claros y concretos del uso de este tipo de
aguas para la produccion de biomasa de microalgas para la obtencion de alimento y
biofertilizantes. Ansari et al. (2017) y Guldhe et al. (2017) han evaluado a escala laboratorio la
produccion de Chlorella sorokiniana, Scenedesmus obliquus y Ankistrodesmus falcatus en aguas
post-consumo de tilapia en Sudafrica empleando estrategias heterotroficas y mixotroficas.
Milhazes-Cunha y Otero (2017) demostraron la viabilidad de usar cultivos de algas en conjunto
con sistemas anaerobicos para poder recircular el agua. De igual manera el uso de microalgas para
la remocion de nutrientes presentes en las aguas post-consumo de acuicultura solo ha sido probado
a escala laboratorio y a nivel demostrativo en paises como Espafia (Milhazes-Cunha & Otero,
2017), Dinamarca (Spiliotopoulou et al., 2017), Belgica (Sfez, et al., 2015), Surafrica (Enwereuzoh
etal., 2021) y China (Wu et al., 2022).

Por lo anterior el presente proyecto fue orientado a disefiar y evaluar un sistema de
fitorremediacion de aguas residuales de piscicultura con el valor agregado de la generacion de
biomasa rica en metabolitos aprovechables, 1o que representa una alternativa de desarrollo
sostenible para el agro colombiano, mientras se aplican procesos que fortalezcan la economia del

sector mediante la aplicacion de conceptos de economia circular y cero residuos.
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1. Marco General

La investigacion social, el desarrollo en politicas publicas y el avance en el conocimiento
han presentado grandes aportes y propuestas para el cumplimiento de los Objetivos de Desarrollo
del Milenio (ODM) de Naciones Unidas a cumplirse en la Agenda 2030, especificamente en la
gestion de los recursos hidricos y la produccion y consumo sostenible. A pesar de lo anterior,
actualmente la disponibilidad de agua no es la adecuada y segun Naciones Unidas se espera que
para el afio 2050, al menos un 25% de la poblacion mundial habite en naciones con escasez crénica
y frecuente de agua dulce. El principal problema que plantea esta crisis es la insuficiente
produccion de alimentos y el deterioro de los ecosistemas que soportan la vida, ya que se debera
incrementar en 60% la produccion de alimentos para los 2.000 millones de habitantes adicionales
que tendra la tierra en el 2030 (FAO 2003) y se espera que, para 2050 la agricultura necesitara
producir un 60% mas de alimentos a nivel mundial y un 100% mas en los paises en desarrollo. A
medida que las tasas de crecimiento actuales de la demanda de agua de la agricultura mundial se
hagan insostenibles, el sector tendra que aumentar la eficiencia del uso que hace del agua
reduciendo las pérdidas y, sobre todo, incrementar la productividad de los cultivos respecto al agua
empleada (UN, 2015).

En la busqueda de dar solucién a esta problematica, la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAQO) y el Instituto Internacional para la Gestion
del Agua (IWMI por su sigla en inglés), reconocen que fomentar la agricultura sostenible a partir
de la reutilizacion del agua, es un aporte fundamental para cumplir con la Agenda 2030. La
implementacion de esta practica permitird la gestion sustentable de este recurso bajo una

perspectiva de economia verde y circular. Esto Gltimo posee el potencial de minimizar los impactos
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negativos sobre el medio ambiente, mientras se mejorara el acceso y el uso de agua de calidad para
todos los actores involucrados.

La Agenda 2030 da un nuevo impulso al tratamiento de aguas residuales y su reutilizacion
segura; sin embargo, su puesta en marcha requiere a su vez de medidas precisas para evitar riesgos
tanto para la salud humana como para el medio ambiente. En este contexto, un creciente nimero
de paises estan iniciando el desarrollo o bien fortaleciendo sus capacidades para lograr un uso mas
seguro y productivo de este recurso no convencional (FAO 2017).

Para el caso colombiano, la Ley 99 de 1993 en su articulo tercero establece como concepto
de desarrollo humano sostenible: “el que conduzca al crecimiento econémico, a la elevacion de la
calidad de la vida y al bienestar social, sin agotar la base de recursos naturales renovables en que
se sustenta, ni deteriorar el medio ambiente o el derecho de las generaciones futuras a utilizarlo
para la satisfaccion de sus propias necesidades”. En lo que respecta al control de la contaminacion
hidrica que afecta la disponibilidad del recurso en cuanto a su calidad, el estado Colombiano ha
fundamentado su politica en la implementacidn de maltiples elementos que parten desde el decreto
1594 de 1984 que reglamenta los usos del agua y residuos liquidos, el cual fue actualizado en el
decreto nimero 3930 del 25 de octubre del 2011 y ampliado con la resolucion 631 del 17 de marzo
del 2015 reglamentado parametros y limites en los vertimientos puntuales a cuerpos de aguas
superficiales y a sistemas de alcantarillado. Por otra parte, la ley 373 de 1997, aunque con énfasis
en el Uso Eficiente y Ahorro del agua, contribuye de manera indirecta a la menor generacion de
aguas residuales y fomenta el desarrollo del relso de estas aguas como una alternativa de bajo
costo que debe ser valorada. Mientras que el Codigo Nacional de Recursos Naturales autoriza el

retiso de aguas que provenientes del riego preferiblemente para nuevos riegos, el sector industrial
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tiene la obligacion de reciclar las aguas siempre que sea técnica y economicamente factible. Los
objetivos de la norma de retso son esencialmente tres: Uso eficiente del recurso, servir de fuente
alternativa para requerimientos de agua de actividades o zonas en situaciones de escasez temporal
0 permanente y controlar el impacto acumulativo de las fuentes hidricas por la multiplicidad de
descargas de contaminantes. Todas las normas aqui mencionadas, asi como otras tantas sirvieron
de sustento para la creacion de la resolucion 1207 de 2014, que reglament6 el relso de aguas
residuales tratadas. Dentro de las actividades agricolas, la acuicultura es conocida por sus altos
requerimientos en agua. Una vez finalizado el ciclo de crecimiento de los peces, las aguas post-
consumo deben ser dispuestas de acuerdo con la normatividad vigente, ya que poseen altos niveles
de compuestos nitrogenados (amonio, nitritos y nitratos), fosfatos y carbono organico disuelto
(COD) (Lananan et al., 2014), los cuales provienen del alto contenido de alimento sin consumirse
y las heces de los individuos (Crab et al., 2007).

A continuacion, se describe el marco general y estado del arte de los conceptos enmarcados
en el ambito de acuicultura, piscicultura, aguas residuales y el uso de microalgas para tratamiento

y/o aprovechamiento de aguas residuales.

1.1.1. Acuiculturay Piscicultura.

Sanabria (2016) define la Acuicultura como el cultivo de especies hidrobioldgicas
mediante técnicas apropiadas en ambientes naturales o artificiales y, generalmente bajo control.
Para el caso colombiano, la acuacultura colombiana concentra en gran mayoria de los
departamentos de la Regién Andina, donde es mayor su presencia y en algunos departamentos de

las regiones Amazonia y Orinoquia, en donde casi todos los cultivos se ubican en el pie de monte
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de la Cordillera Oriental, estos sistemas se caracterizan por estar en nlcleos familiares agricolas
en su mayoria dedicados exclusivamente a la cria y otras con sistemas mixtos.

De acuerdo con datos del Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural, la industria
acuicola se desarrolla en dos grandes esquemas, en jaulas (localizadas en represas y lagunas) y en
sistemas cerrados. Los principales sistemas de jaulas se localizan en la represa de Betania (Huila)
y en la laguna de Tota (Boyacd). En Betania se producen el 43% de la actividad piscicola nacional,
con una produccion cercana a los 200 kg/m?. A diferencia de los sistemas de jaulas, los sistemas
cerrados se desarrollan en tanques perforados sobre la tierra 0 en tanques de PVC. Debido a su
practicidad estos sistemas se encuentran a lo largo de todo el pais; sin embargo, poseen una
produccion menor que las jaulas con valores maximos de 5 kg/m? (de forma semi-intensiva)
(Fedeacua, 2012). Actualmente, el desarrollo sostenible de este renglén econdémico depende de
dos factores: el calentamiento global y el consumo de recursos (energia, agua fresca y proteina)
(Van Den Hende et al., 2014). EI crecimiento acelerado de esta industria ha llevado al desarrollo
de 3 restricciones criticas: la demanda de alimento para acuacultura, el alto volumen de agua fresca
empleada y la alta concentracion de aguas residuales las cuales deben disponerse de forma segura
(Martins et al., 2010; Mook et al., 2012; Chen et al., 2015).

Por otro lado, los pronoésticos sobre el cambio climatico para los proximos afios no son
alentadores, y este reto ofrece la oportunidad de crear nuevos sistemas de produccion de alimentos
y/o redisefiar algunos sistemas existentes, todo enfocado en conservar latierra, el agua y la energia,
asi como a reducir las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) o aumentar la captura de

carbono (Campbell et al., 2016; Gephart et al., 2021; Rosenzweig et al., 2021; Thiault et al., 2019).
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Boyd y McNevin (2015) estimaron el uso de la tierra por la acuicultura en un 0,17% de la
superficie terrestre mundial, y el consumo del agua en un 0,82% del agua dulce renovable
disponible. Verdegem y Bosma (2009) incluyeron el agua verde (agua de lluvia) y concluyeron
que el 3,2% del uso mundial de agua dulce correspondia a la acuicultura. Boyd y McNevin (2015)
estimaron que la pesca de captura y la acuicultura producian el 0,61% y el 0,49% de las emisiones
mundiales de GEI, respectivamente. Una estimacion mas reciente realizada por Macleod et al.
(2020) también dio una estimacion de las emisiones de GEI por la acuicultura como el 0,49% de
las emisiones globales, pero no dieron una estimacion para la pesca de captura. Sin embargo, la
acuicultura domina el consumo mundial de harina y aceite de pescado elaborado a partir de
pequerios peces oceanicos. La produccion acuicola necesitd el 18,3% de los peces capturados en
el océano en 2017 para los ingredientes de los alimentos de peces (Naylor et al., 2021). La mayoria
de los peces utilizados para fabricar ingredientes para alimentos de acuicultura son aptos para la
alimentacion humana (Cashion et al., 2017). Es por tanto necesario pensar en la reduccion del uso
de harina y aceite de pescado para disminuir su dependencia de los pequefios peces silvestres,
importantes para la integridad de las redes alimentarias marinas y la seguridad alimentaria de los
pobres en muchas zonas costeras. Es de considerar, ademas, que la escasez de harina y aceite de
pescado para su uso en la acuicultura limitara la produccion en el futuro si no se cumplen los
objetivos de reducir su uso en la produccion de concentrados alimenticios (Boyd et al., 2022).

En los ultimos afios se ha prestado una mayor atencion a la gestion basada en los
ecosistemas, al disefio de sistemas y a las nuevas formas de gobernanza del sector pablico y
privado para gestionar los riesgos biolégicos y climaticos y fomentar la produccion acuicola

sostenible (Brugere et al., 2019; Edwards, 2015). EI desarrollo de tecnologias sostenibles es
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esencial para el tratamiento de las aguas residuales de la acuicultura, puesto que los métodos
tradicionales son costosos en términos de inversion de capital, consumo de energia y
mantenimiento (Han et al., 2019). A continuacién, se describen algunas de las tendencias actuales
en tecnoldgicas para el tratamiento sostenible de las aguas residuales de la acuicultura, lo cual es

esencial para tener un nexo sostenible entre el agua, los alimentos y la cadena energética

1.1.2. Sistemas de Recirculacion Acuicola (RAS)

Los Sistemas de Recirculacion Acuicola (RAS) se enfocan en el tratamiento de aguas
residuales y el reciclo del agua tratada. Por lo tanto, se utiliza una menor cantidad de agua para la
produccion de grandes cantidades de peces. En estos sistemas las aguas residuales pueden
recircularse parcial o totalmente a los tanques de peces y suelen tener una reposicion de agua del
5 al 10% al dia, dependiendo del suministro y de las tasas de alimentacién (Ahmed & Turchini,
2021). Los RAS disminuyen considerablemente el efecto de la contaminacion de la piscicultura y
reduce la utilizacion de agua dulce (Martins et al., 2010), lo que lo hace una alternativa sostenible.
La eliminacion de compuestos contaminantes es esencial para el desarrollo de los RAS (Lawson,
1995). La eliminacion de residuos en los sistemas RAS se lleva a cabo a través de la eliminacién
mecanica de solidos y la conversion de amoniaco y nitrito en nitrato a través del proceso de
nitrificacion (Preena et al., 2021). Por lo tanto, los RAS requieren de un 10-20% de intercambio
de agua cada dia, para reducir la acumulacion de nitratos y mantener las condiciones aptas para la
vida acuatica (Martins et al., 2010), puesto que una alta concentracion de nitratos en el sistema es
toxica para los peces y conduce a la eutrofizacion (Ahmad et al., 2021), lo que conlleva a un alto

costo de energia asociado con el suministro de oxigeno y la eliminacién de la toxicidad en los
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sistemas de acuicultura (Cristian et al., 2013). La busqueda de una solucién mas sostenible para el
reto de tratar las aguas residuales de la acuicultura condujo a tecnologias innovadoras en este
campo como el uso de humedales y la incorporacion de métodos de fitorremediacion en los
sistemas RAS. En dichos sistemas, los peces pueden cultivarse junto a otros organismos, que
convierten los nutrientes residuales descargados en productos valiosos (Jerénimo et al., 2021), lo
gue hace que el sistema sea mas sostenible que los cultivos de un solo paso. La integracion de los
sistemas de humedales con los sistemas de recirculacion ha conseguido mejorar la eficacia del
tratamiento. Se ha informado de la eliminacion significativa de solidos en suspension, materia
organica, nitrégeno, fosforo, oligoelementos y microorganismos en las aguas residuales en estas

unidades interconectadas (Gorito et al., 2022).

1.1.3. Las Microalgas como alternativa de tratamiento de aguas residuales

El objetivo principal del tratamiento de las aguas residuales es reducir significativamente
la cantidad de materiales carbonosos y de compuestos de nitrogeno (N) y fésforo (P) antes de su
vertido en los sistemas receptores (Grady et al., 2011). Esto se debe a que la presencia de estos
materiales en grandes concentraciones puede tener efectos nocivos en los niveles de concentracion
de oxigeno disuelto (O.), el estado trofico y, en Ultima instancia, el bienestar de la fauna y la flora
en el agua (Water, U. N. 2015). Los sistemas convencionales de tratamiento de aguas residuales
se han aplicado con relativo éxito, sin embargo, presentan grandes desventajas relacionadas con la
contaminacion secundaria por el alto consumo de energia y la produccién de lodos residuales y

gases de efecto invernadero (Wan et al., 2016). Por lo tanto, para reducir el impacto ambiental del
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tratamiento de aguas residuales, es necesario desarrollar y adaptar procesos con una reduccion
sustancial del consumo de energia y de la produccion de lodos (Mohsenpour et al., 2021).

En comparacion con los métodos fisicos y quimicos, los tratamientos biol6gicos ofrecen algunas
ventajas Unicas, tales como bajo impacto al medio ambiente y costos mas bajos (Rambabu et al.,
2020). Las algas son un producto primario en los ecosistemas acuéticos, pueden utilizarse como
indicadores ecologicos y eliminar contaminantes, esto debido a su alta sensibilidad a los
contaminantes acuaticos y a sus mecanismos de respuesta al estres (Sanchez et al., 2015). Las
técnicas de biorremediacion a partir de algas se llevaron a cabo por primera vez en la década de
1950 para eliminar los nutrientes y la carga organica disuelta de las aguas residuales. La principal
ventaja de las tecnologias basadas en las algas es que no necesitan energia adicional para eliminar
eficazmente los contaminantes (Li et al., 2022; Chen et al., 2020), a diferencia de los enfoques
convencionales, como la microfiltracion y la activacién de lodos, que requieren importantes
aportes de energia (Peter et al., 2021).

Multiples estudios se han enfocado en algas para el aprovechamiento y/o tratamiento de
aguas residuales, orientados a encontrar medios de cultivo de bajo costo, que sustenten la
produccion de metabolitos de interés (Catone et al., 2021; Ahmad et al., 2022), o ya sea como
alternativa para tratamiento de diversos efluentes (Rossi et al., 2022; Wang et al., 2022) o ciertos
contaminantes especificos (Li et al., 2022; Reddy et al., 2021). La figura 1a muestra el nimero de
publicaciones en los ultimos 10 afios, (TITLE-ABS-KEY: algae OR microalgae OR microalga
AND wastewater AND treatment). Se puede observar que, desde el afio 2012, el nimero de
documentos ha aumentado exponencialmente hasta llegar a 1071 documentos en el 2022, con un

total de 6260 documentos durante todo el periodo de estudio. China, India, Estados Unidos y
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Espafia son los referentes en las publicaciones sobre el tratamiento y/o aprovechamiento de aguas
residuales mediante el uso de microalgas (Fig 1b). Con respecto a Colombia se reporta un total de
33 publicaciones donde predomina el enfoque de tratamiento de aguas residuales y reduccion de
contaminantes especificos

Figura 1 Analisis bibliométrico sobre el tratamiento de aguas residuales con microalgas
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Nota. Evolucion del nimero de publicaciones de 2012 a 2023 sobre el tratamiento de aguas

residuales con microalgas (a) y su pais de origen (b), busqueda realizada en abril del 2023.

El uso de aguas residuales para el crecimiento de microalgas se considera beneficioso para
minimizar el uso de agua dulce y reducir el costo de los nutrientes necesarios para su crecimiento;
ya que el nitrégeno (N) y el fésforo (P) se extraen de las aguas residuales como biorrecursos para
la produccién de biomasa y metabolitos con valor agregado (Raghuvanshi et al., 2018). Aunque
las microalgas pueden tener numerosas ventajas en el tratamiento de aguas residuales, su
aplicacion sigue siendo un reto debido a los estrictos limites de descarga de nutrientes (Markou et

al., 2018). En concreto, para lograr un crecimiento eficaz, las microalgas requieren una
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concentracion basica de nitrato (NOs), que varia entre 200 y 400 mg/L, ademdas de otros
macronutrientes como el fésforo (P) y el carbono (C), asi como micronutrientes como el hierro
(Fe), el manganeso (Mn) zinc (Zn), azufre (S), cobre (Co), selenio (Se), potasio (K) y magnesio

(Mg) (Kamyab et al., 2018; Olguin, 2003; Verma & Srivastava, 2018).

1.1.4. Carbono

Con respecto al carbono, las microalgas asimilan el carbono inorganico mediante la
fotosintesis, donde la energia solar se convierte en energia quimica produciendo oxigeno (O2)
como subproducto, mientras que en el segundo paso la energia quimica se utiliza para asimilar el
dioxido de carbono (CO>) en azUcares (Borowitzka, 2018). Se sabe que las microalgas solo existen
en ambientes acuosos donde el carbono inorganico necesario para su crecimiento se presenta en
forma de CO;, bicarbonato (HCO3z) y carbonato (COs%), esto dependiendo del pH, la temperatura
del medio, la concentracion de cationes y la salinidad (Hill et al., 2014). En concreto, a valores de
pH mas elevados (pH > 9) la mayor parte del carbono inorgéanico se encuentra en forma de
carbonato (COs%), que no puede ser asimilado por las microalgas y, en consecuencia, el pH de las
aguas residuales debe ser estrictamente evaluado (Eze et al., 2018).
La fuente de CO2 mas utilizada para el crecimiento de las microalgas es el aire atmosférico (CO»
como 0,04% vl/v, donde v/v denota el volumen de CO2 por volumen de aire). Sin embargo,
alrededor del 2% - 5% (v/v) de CO- en la corriente de gas suministrada suele ser necesario para
una produccion suficiente de biomasa microalga (Verma & Srivastava, 2018). De hecho, se ha
informado de que 1 kg de biomasa microalgal puede utilizar 1,83 kg de CO2, pero el rendimiento

tedrico solo puede predecirse cuando se define la fuente de nitrégeno (Verma & Srivastava, 2018).
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En este caso, se puede aportar CO2 atmosférico a las aguas residuales a través de la aireacion
forzada (aire enriquecido con 1-5% v/v de COy), aunque se ha demostrado que este método es
econdmicamente inviable (Becker, E. W. 1994). En caso de que el CO- sea limitado, algunas
microalgas pueden metabolizar compuestos organicos como azucares, cidos organicos, acetato o
glicerol como fuente de carbono (Chew et al., 2018; Hu et al., 2018; Kong et al., 2013; Quintero-
Dallos et al., 2019). De hecho, basandose en su metabolismo, las microalgas pueden ser
fotoautotrofas, foto heterotrofas, mixoétrofas y heterdtrofas, mientras que en varias especies el
modo de utilizacion del carbono puede pasar de la autotrofia a la heterotrofia, o incluso a la
mixotrofia segun la variedad y la disponibilidad de la fuente de carbono (Lu et al., 2017; Poddar
etal., 2018).
La baja disponibilidad de carbono, en particular de carbono inorgéanico, puede limitar el
crecimiento de las microalgas y directamente la cantidad de N y P asimilada por las microalgas.
Muchos estudios recientes se han centrado en la adicion de varias fuentes de carbono junto con las
aguas residuales para mejorar la produccién de biomasa microalgal (Poddar et al., 2018; Otondo
et al., 2018). El efecto es una mejora significativa en el crecimiento microalgal y la remediacion
de N y P de las aguas residuales, con la eficiencia dependiente de la concentracion de CO2 y el
periodo de inyeccion y con la desventaja del alto costo que esto puede conllevar (Mohsenpour et
al., 2021)
1.1.5. Nitrégeno
El nitrogeno es el segundo macronutriente mas importante para el crecimiento de las

microalgas Yy, por tanto, influye directamente en su rendimiento. El nitrégeno puede encontrarse
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en muchas formas dentro de las aguas residuales y normalmente es asimilado por las microalgas
como sustrato inorganico (Whitton et al., 2015).

NOs’, NH4" y NO2 son las fuentes de N inorganico mas utilizadas por las algas eucariotas
(Fernandez et al., 2009). EI NH4" como forma reducida de N es el preferido entre las fuentes de N
inorganico debido al menor gasto energético durante su asimilacion (Fernandez et al., 2009). Las
algas también podrian consumir una variedad de N organico disuelto, como aminoacidos, urea,
purinas, pirimidinas, glicina betaina, extracto de levadura, peptona, y de alguna manera péptidos
y proteinas (Sutherland & Ralph, 2021; Yin et al., 2019; Neilson & Lewin, 1974; Nasholm et al.,
2009; Schmidt et al., 2013). El orden preferido de utilizacién del N por las microalgas es NH4* >
NO3z > NO2 > urea (Whitton et al., 2015). EI N asimilado se transforma ademas en proteinas,
acido ribonucleico (ARN) y acido desoxirribonucleico (ADN), que representan alrededor del 70-
90%, 10-15% y 1-2% del nitrégeno celular de las microalgas, respectivamente (Su, 2021).

Las microalgas utilizan el NH4* mas que otras fuentes de N debido a la menor demanda de energia
para su metabolismo. Sin embargo, concentraciones de NH4"-N por encima de 100 mg/L se
consideran toxicas para las microalgas (Praveen et al., 2018). Se ha determinado que la tolerancia
al NH4" es de 66,4, 61, 42, 40 y 20 mg/L para Chlorophyceae, Diatomophyceae, Rhodophyceae,
Prymnesiophyceae y Dionphyceae, respectivamente (Collos & Harrison, 2014).

Muchas corrientes de aguas residuales contienen altas concentraciones de amonio (100 - 9000
mg/L NH." - N) y pueden utilizarse con éxito para la produccién de microalgas (Ye et al., 2018).
Las altas temperaturas o los altos valores de pH podrian conducir a un equilibrio entre el amoniaco
libre (NH3) y el amonio (NH4") que se desplaza hacia la produccién de amoniaco Yy, por tanto,

inhibe el crecimiento de las microalgas (Leng et al., 2018). Por otro lado, algunas cepas tienen la
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habilidad de crecer en altas concentraciones de amoniaco, en un rango de hasta 130 mg/L (Sahu
et al., 2013; Olguin, 2003). Ademas de las formas de nitrégeno inorganico, la orina (CO(NH2).)
derivada principalmente de las aguas residuales urbanas también puede ser utilizada como fuente
de nitrogeno, pero sélo la nitrificacion y la estabilizacion podrian conducir a altos rendimientos de

produccion de microalgas (Coppens et al., 2016).

1.1.6. Fosforo

En las microalgas, el P es un elemento importante que interviene en innumerables vias
metabdlicas, asi como un componente estructural de los fosfolipidos, los nucleotidos y forma parte
del ATP (Dyhrman et al., 2016). El P inorganico en las aguas residuales existe en varios estados
idnicos y, al igual que el carbono inorganico, la especie especifica depende del pH (H3PO4, <2,15;
H.PO4, 2,15 a 7,20; HPO4%, 7,20 al12,33; y PO,%, >12,33) (Shen et al., 2015). Esta fuente de
fosforo inorganico se considera como la mas biodisponible de P, y las microalgas asimilan
preferentemente HPO4> y H,PO4 (Silva et al., 2015). Es de resaltar que la biomasa microalgal
suele contener entre 0,5 y 3,3% de fosforo (da Fontoura et al., 2017).
En la naturaleza es frecuente encontrar un bajo nivel de P accesible en el medio ambiente, por lo
que se producen multiples ajustes bioquimicos como respuesta a un entorno limitado de P para las
microalgas, esto implica la captura eficiente de P externo y la redireccion de las moléculas que
contienen P organico intracelular (Su, 2021). Por otro lado, en ambientes ricos en P las microalgas
pueden acumular P en exceso y almacenarlo en forma de granulos de polifosfato, un mecanismo
denominado "captacion de lujo™ que sélo se produce cuando no hay periodos previos de inanicién

(Eixler et al., 2006).
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El fosforo es un recurso no renovable, por lo que su reciclaje se considera vital para su uso futuro.
La concentracion ideal del fosforo en aguas residuales debe ser aproximadamente de 40 mg/L de
PO4-P, esto para apoyar la produccion eficiente de biomasa de microalgas (Guven et al., 2019;
Solovchenko et al., 2016). Sin embargo, la absorcion de nutrientes para el crecimiento depende de
la concentracion asociada de nutrientes. Dado que la relacion molar N:P en las microalgas de agua
dulce oscilaentre 8:1y 45:1 (Whitton et al., 2015), la eliminacion de fésforo de las aguas residuales
es sistematicamente menor que la de nitrégeno debido al mayor contenido de nitrégeno intracelular
(Sakarika et al., 2020)

Multiples especies de microalgas han sido identificadas con capacidad de crecimiento y
biorremediacion de efluentes, asi como diferentes tipos de aguas residuales han sido estudiadas,
tales como efluentes municipales, agricolas, cerveceros, de refineria e industriales, para las cuales
han sido reportadas diferentes eficiencias en el rendimiento del tratamiento y el crecimiento de las
microalgas (Rajalakshmi et al., 2021; Alemu et al., 2018; Kumar et al., 2019; Nirmal et al., 2022).
Se ha demostrado que las cepas Scenedesmus obliquus y Chlorella Sokoniana poseen una alta
capacidad para remover nutrientes (carbono, N y P) de aguas residuales de las explotaciones
porcinas (Chen et al., 2020; Prandini et al., 2016), mientras que Ascochloris sp. crecid con éxito
en los efluentes de la produccion lechera y alcanza una buena produccion de lipidos (Kumar et al.,
2019). De igual manera otras especies de Chlorella, incluida Chlorella vulgaris, ha demostrado
resultados interesantes en la remediacion de N y P de efluentes de aguas residuales municipales
procedentes del tratamiento primario (POs*-P: 8 a 3 mg/L; NH4*: 119 a 37 mg/L), y tratamiento

secundario (PO+*-P: 6,1 a 0,5 mg/L; NH4*-N: 6,9 a 0,8 mg/L) (Gouveia et al., 2016).
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Choi (2016) reportd una reduccion del 88% de la DBO, el 82% del TN y el 54% del TP a partir de

aguas residuales de cerveceria por parte de C. vulgaris. Otras especies de microalgas examinadas

por su potencial de biorremediacion son Scenedesmus sp. Isochrysis sp. Desmodesmus sp. y

Parachlorella kessleri (Qu et al., 2019; Li et al 2021; Chu et al 2022; Pandey et al., 2022). En la

siguiente tabla se presenta una revision de algas y cianobacterias cultivadas en diferentes efluentes,

la remocion de contaminantes, asi como la produccion de biomasa y/o metabolitos de interés.

Tabla 1 Revision bibliografica de la biorremediacion de aguas residuales con microalgas

Cepa

Ascochloris sp.

Chlorella sp

C. sorokiniana

C. vulgaris

Medio

Agua residual de
industria lechera

Agua residual de
curtiembre

Agua Residual de
piscicultura

Agua residual
sintética

Agua residual de
curtiembre

Aguas residuales
porcinas

Suero del queso
ricotta

Efluente bruto de la

acuicultura del
cangrejo pardo

efluente de
cerveceria

Remocién
DQO 95,1%
P 98,1%
NT 79,7 %
DBO 19 mg /L
DQO 243 mg/L
P 99%

P> 99%
NT> 97%

P> 50%
NT> 95%

P 94,54%,

DBO>90%
DQO>40%
P>80%
NT> 80%
DQO> 90%
P> 92%
NT> 97%
DQO 26%
P 75%
TN 55%
DQO> 96%
P 100%

NT 100%
DQO>83%

DBO> 88%

Metabolitos
Lipidos 0,072 g/L

Lipidos 0,95 g/L
Carbohidratos 0,25 g/L
Proteina 0,16 g/L

Biomasa 0,28 g/L

Biomasa 0,9 g/L
Proteinas > 45%
Lipidos >13%
Carbohidratos> 22%

Biomasa 0,933 g/L

Biomasa 0,0587 g/L
Lipidos 24,53 % p/p

Biomasa 5,45 g/L
Proteinas > 22% p/p

Biomasa 2,28 g/L

Biomasa 0,879 g/L
Proteinas> 31%
Lipidos > 6%
Carbohidratos> 39%

Biomasa 0,917 g/L

Cita

Kumar et al., 2019

Rajalakshmi et al., 2021

Vargas-Estrada et al., 2021

Garcia-Martinez et al., 2022

Nirmal et al., 2022

Gauje et al., 2022

Chen et al., 2020

Casa et al., 2022

Viegas et al., 2021

Choi, 2016
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Galdieria sulphuraria

Isochrysis sp.

Parachlorella kessleri

Scenedesmus sp.

S. obliquus

Spirulina platensis

Consorcio de
S. obliquus
C. vulgaris

Consorcio de
S. obliquus,
C. vulgaris,

C. Sorokiniana

Agua residual
Industrial

Agua residual de
acuacultura
(Cultivo fototdfico)

Agua residual de
acuacultura
(cultivo
mixotréfico)

Aguas residuales
porcinas

Agua residual
sintética de la
industria de lacteos

Agua Residual de
piscicultura

Efluente bruto de la
acuicultura del
cangrejo pardo

Agua residual
domestica

Aguas residuales de
la industria de
lacteos

Agua residual del
procesamiento de
carne

P >54%
NT>82%

NT 94%

P 94,05%
NT 71,12%

P 95,61%
NT 73,39%

DQO >88%

P >99%
NT>95%

DQO 92,50%

P 84,87%
NT 95,10%

P> 50%

NT> 95%

DQO> 96%

P 100%
NT 100%
P> 99%

NT> 93%
P> 88%
NT> 99%
BOD> 80%
DQO> 76%

DQO> 91%
P >69%

NT> 67%

AGUAS PISCICOLAS

29

Biomasa 55 g/L

Proteinas 47,6 % p/p

Biomasa 1,69 g/L

Lipidos 21,25% p/p

Proteinas 12,16% p/p
Carbohidratos 33,25% p/p

Biomasa 1,92 g/L

Lipidos 21,60% p/p

Proteinas 14,87% p/p
Carbohidratos 17,89% p/p

Biomasa 9,2 g/L
Carbohidratos 56%

Biomasa 3,44 g/L

Lipidos 36,2 % p/p
Biomasa 0,87 g/L

Proteinas > 42%
Lipidos >12%
Carbohidratos> 23%
Biomasa 0,811g/L

Proteinas > 35%
Lipidos >8%
Carbohidratos> 30%
Biomasa 0,380 g/L
Proteinas >35 %
Carbohidratos> 22%
Biomasa 0,334 g/L
Proteinas >42 %
Carbohidratos> 32%
Biomasa 3,1 g/L
Lipidos 21% p/p
Carbohidratos 39%

Biomasa 1,7 g/L

Zhu et al., 2022

Chu et al., 2022

Quetal., 2019

Pandey et al., 2022

Garcia-Martinez et al., 2022

Viegas et al., 2021

Fan et al., 2020

de Mendonca et al., 2022

Hu et al., 2019




METODOLOGIA PARA LA FITORREMEDIACION Y EL APROVECHAMIENTO DE

AGUAS PISCICOLAS 30

1.1.7. Biorremediacion y aprovechamiento de biomasa de algas en aguas de

Piscicultura

La produccion piscicola es una industria de gran crecimiento con altos requerimientos de
agua, donde para la produccion de 1kg de pescado se requieren aproximadamente ente 200 y 600
m? de agua. Una gran cantidad de sistemas piscicolas funcionan como sistemas abiertos o de flujo
continuo, por lo que liberan grandes cantidades de agua rica en nutrientes en los cuerpos de aguas
receptoras (Effendi., et al 2020). Este problema es especialmente critico cuando estos efluentes
con altas cargas organicas e inorganicas se vierten en medios acuaticos con bajas tasas de
dispersion, tales como lagos o estuarios (Fonseca et al., 2021).

En este sentido, la busqueda de métodos alternativos y sostenibles para controlar la
acumulacion excesiva de nutrientes y microorganismos generados por estos efluentes ha sido un
area de creciente interés (Lin et al., 2020; Paul et al., 2021). Dentro de estas nuevas alternativas se
han estudiado los métodos bioldgicos, especificamente el uso de microalgas para la
biorremediacion de estos efluentes. Entre otros se destacan los resultados obtenido Gao et al.,
2016, donde se usé la microalga Chlorella vulgaris para el tratamiento de agua proveniente de
cultivos de Penaeus vannamei en modo continuo, que permitié la remocion del nitrégeno y
elfésforototales en un 86,1% y 82,7%, respectivamente (Gao et al., 2016). De igual manera
Hawrot-Paw et al., (2020) evaluaron la eficiencia de consumo de nutrientes durante el cultivo de
C. minutissima en aguas residuales provenientes de un RAS para el cultivo de Salmon en Polonia,
donde obtuvieron una reduccion del 88% para el contenido total de nitrogeno, del 74,3% para el

N-NO3, del 88,6% para el N-NOs, y de méas del 99% para el fésforo total y los ortofosfatos (POa4)
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(Hawrot-Paw et al., 2020). Por su parte, Ansari et al., (2017) utiliza el efluente de tilapia del Nilo
en modo discontinuo, donde S. obliquus logré una reduccion del 88,7% del nitrégeno total y el
100% del fosforo total, mientras que C. sorokiniana, alcanz6 un 98,2% y un 100%,
respectivamente. Por otra parte, efluentes de Mugil cephalus en modo batch fueron usados para el
crecimiento de Tetraselmis suecica, Dunaliella tertiolecta e Isochrysis galbana donde se
reportaron consumos muy elevados tanto para N como P totales en las tres cepas evaluadas
(Andreotti et al., 2017). No solo aguas residuales procedentes de la etapa de cultivo han sido
evaluadas, es el caso del estudio reportado por Apandi et al (2019) en el cual se uso agua residual
de mercado de productos frescos, procedente principalmente de visceras de pescado y marisco
(diluida al 50% en agua desionizada), la cual fue remediada con Scenedesmus sp. logrando tasas
de eliminacién del 91% y 87% para el P y el N totales.

De lo anterior se puede establecer que la integracion del tratamiento de las aguas residuales
piscicola con el cultivo de algas dentro de los sistemas de recirculacion acuicola (RAS) puede
aportar no sélo beneficios ecoldgicos sino también econdémicos (Hawrot-Paw et al., 2020). La
generacion de biomasa y productos de valor agregado permite la sustentabilidad de los sistemas
acuicolas, tal es el caso de la aplicacién de Tetraselmis sp. y Phaeodactylum sp para la
biorremediacion de estas aguas, donde la biomasa generada fue usada como alimento de ostras (Li
et al., 2019). Otros estudios muestran la viabilidad de la produccién de biomasa de microalgas
como alimento vivo para los criaderos de acuicultura, donde se identificd una reduccion del 92%
del costo de produccion al aumentar la escala de 25a 1500 m? (Oostlander et al., 2020).

De igual manera otras aplicaciones se han estudiado para el aprovechamiento de la biomasa

generada de los procesos de biorremediacién de agua de piscicultura. Uno de dichos estudios
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muestra la utilidad de S. platensis en el tratamiento de aguas residuales de acuicultura y demostro
que la posterior aplicacion de la biomasa algal en estudios de fertilizacion para hortalizas promueve
un mayor crecimiento de las plantas en todas las hortalizas probadas, en comparacion con los
controles (Wuang et al., 2016). En el mismo sentido se realizo el estudio de efluentes de la
produccion de cangrejos, las cuales se consideraron adecuados para el crecimiento de, C. vulgaris
y S. obliquus, con excelentes tasas de biorremediacion. Mientras que el uso de la biomasa algal
producida mostro resultados muy prometedores como bioestimulante en la germinacion de las
semillas de trigo y berro, simultineamente se realizaron evaluaciones de torrefaccion demostrando
que la biomasa torrefacta tenia resultados prometedores como vector energético (72% de
biocarbdn), asi como estimulante en la germinacion de las semillas (60% en berros y 40% en trigo).
Ademas, el carbon producido también pudo utilizarse como adsorbente en efluentes contaminados
con colorantes, alcanzando un 63% de adsorcion sin ningan tratamiento adicional. (Viegas et al.,
2021).

Esta revisién de antecedentes establece la importancia del presente estudio, mostrando la
trascendencia de la aplicacion de microalgas en los procesos de biorremediacion de aguas
residuales de piscicultura, ademas del cierre de la cadena de valor con el aprovechamiento de la

biomasa generada en el proceso.
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2. Metodologia

El presente proyecto se desarroll6 en 4 fases que permitieron el cumplimiento de los
objetivos planteados: Fase I: Se realiz6 la evaluacion de las condiciones de fitorremediacion
mediante el ajuste del agua residual como medio de cultivo y evaluando con esto la cinética de
crecimiento de la microalgas de acuerdo a la formulacién del medio de cultivo generado, Fase Il:
Comprobacion de las condiciones de cultivo a un mayor volumen de cultivo con dos tipos de
fotorreactores y a escala de 80 | de cultivo, Fase I11: Se realizd mediante el programa SUPERPRO
la simulacion del proceso y analisis econdmico para su implementacion a nivel industrial y la Fase
IV: Evaluacion del impacto ambiental de la metodologia planteada mediante la herramienta de

analisis de ciclo de vida presentando las posibles alternativas de ajuste al sistema.

Figura 2 Fases de la metodologia desarrollada
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3. Objetivos

Objetivo General
Desarrollar y aplicar una Metodologia del disefio y construccion de un sistema de
Fitorremediacién de un Complejo de Recirculacion Acuicola para el aprovechamiento sostenible

de aguas Post-Consumo mediante la aplicacion de conceptos de economia circular y cero residuos.

Objetivos Especificos

- Disefiar y construir un sistema para la fitorremediacién de las aguas post-consumo de
un sistema de produccion acuicola.

- Realizar laevaluacion del proceso y analisis econdmico del sistema de fitorremediacion
propuesto mediante la simulacion del proceso, con el fin de elaborar recomendaciones
para escalamiento de sistema de fitorremediacion y el aprovechamiento de la biomasa
generada en productos de valor agregado.

- Evaluar el impacto ambiental de la metodologia propuesta mediante el andlisis de ciclo

de vida enfocados en la aplicacion de conceptos de economia circular y cero residuos.
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4. Resultados

En el presente apartado se presentan los resultados obtenidos en marcados en el desarrollo
una nueva Metodologia para el disefio y construccion de un sistema de Fitorremediacién de un
Complejo de Recirculacion Acuicola para el aprovechamiento sostenible de aguas Post-Consumo
mediante la aplicacion de conceptos de economia circular y cero residuos. La metodologia esta
basada en tres componentes claves del desarrollo sostenible: disefio de un sistema novedoso de
Fitorremediacion junto con el analisis de Ciclo de Vida y validacion econdémica. Los resultados
aqui obtenidos sugieren que las microalgas pueden recuperar eficazmente los nutrientes de las
aguas residuales piscicolas con la produccion simultdnea de biomasa para su aprovechamiento
como suplementos alimenticios para los peces, ademas de otros productos de alto valor, lo que

permite impulsar una bioeconomia sostenible.

4.1.1. Evaluacion de las condiciones de biorremediacion de microalgas y

cianobacterias en aguas de piscicultura.

La informacion presentada en este apartado corresponde a los resultados publicados en el
articulo:

Garcia-Martinez, J. B., Sanchez-Tobos, L. P., Carvajal-Albarracin, N. A., Barajas-Solano,
A. F., Barajas-Ferreira, C., Kafarov, V., & Zuorro, A. (2022). The Circular Economy Approach to
Improving CNP Ratio in Inland Fishery Wastewater for Increasing Algal Biomass Production. In

Water (Vol. 14, Issue 5). https://doi.org/10.3390/w14050749



https://doi.org/10.3390/w14050749
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4.1.2. Introduccion

La produccidn acuicola se desarrolla en dos tipos de sistemas: abiertos (con intercambio
constante de agua) y cerrados (sin intercambio de agua) (Tejido-Nufiez et al., 2019). Sin embargo,
Los sistemas abiertos requieren un gran volumen de intercambio de agua, lo que genera una
elevada demanda de agua dulce y una alta concentracién de aguas residuales con niveles
significativos de nitrogeno y fosforo inorganico disuelto que deben ser tratadas de forma segura
antes de su eliminacion (Mook et al., 2012).

La investigacion y el desarrollo sobre la aplicacion de los residuos liquidos de la
acuicultura como fuente de nutrientes para producir metabolitos basados en algas es un campo que,
en los dltimos afos, ha atraido a diferentes investigadores de todo el mundo. La figura 3 muestra
el nimero de publicaciones en los ultimos 23 afios (TITLE-ABS-KEY: aquaculture AND
wastewater AND microalga), en bldsqueda realizada en abril del 2023 en la base de datos Scopus
(Elsevier). Se puede observar que, desde 2018, el nimero de documentos se ha incrementado
exponencialmente hasta un numero final de 166. China, Malasia, India, Espafia y Estados Unidos
dominan la publicacion cientifica sobre el uso de las aguas residuales de acuicultura para

convertirlas en metabolitos y biomasa utilizables.
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Figura 3 Analisis bibliométrico sobre el tratamiento de aguas residuales piscicolas con

microalgas
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Nota. Evolucién del namero de publicaciones de 2012 a 2022 sobre el tratamiento de aguas
residuales acuicolas mediante biotecnologia de microalgas (a) y su pais de origen (b).

Hasta la fecha, el uso de diferentes cepas de microalgas y cianobacterias como
Chlamydomonas sp. (Morando-Grijalva et al., 2020), Chlorella sp. (Lugo et al., 2020; Mtaki et al.,
2021; Hesni et al., 2020), Dunaliella sp. (Malibari et al., 2018; Andreotti et al., 2017; Andreoti et
al., 2019), Isochrysis sp. (Andreotti et al., 2017 ) Nannochloropsis sp. (Dourou et al., 2018;
Malibari et al., 2018), Navicula sp. (Malibari et al., 2018 ), Oscillatoria sp. (Attasat et al., 2013),
Parachlorella sp. (Liu et al., 2019), Platymonas sp. (Barnharst et al., 2018; Ding et al., 2020),
Scenedesmus sp. ( Malibari et al., 2018; Peng et al., 2020), Spirulina sp. (Cardoso et al.,2020),
Synedra sp. (Li et al., 2017), Tetraselmis sp. ((Spiliotopoulou et al., 2018; Gao et al., 2016;
Andreotti et al., 2017), biofilm de algas y bacterias (Han et al.,2020) y consorcios mixtos de cepas
de algas (Wicker et al., 2020) para la eliminacion de nutrientes de las aguas residuales de la pesca

se ha probado a escala de laboratorio (<50 L) y de demostracion (>200 L) en paises como Bélgica
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( Sfez et al., 2015; Van Den Hende et al., 2014) China (Andreotti et al.,2020), Colombia (Guiza-
Franco et al., 2018; Garcia-Martinez et al., 2019), Dinamarca (Wicker et al., 2020), Espafa (Villar-
Navarro et al., 2021; Milhazes-Cunha & Otero., 2017), Sudafrica (Ansari et al., 2017; Guldhe et
al., 2017) y Polonia (Hawrot-Paw et al., 2020). Un dato interesante de estos estudios es que la
mayoria de los autores trabajaron con aguas residuales procedentes de sistemas RAS. Hay pocos
informes sobre la utilizacion de aguas residuales de pesquerias continental con altas tasas de
intercambio de agua. El presente apartado evalUa las aguas residuales de la pesca continental con

alto intercambio de agua como fuente de nutrientes para producir microalgas.

4.1.3. Metodologia
Aguas residuales de piscicultura
El agua residual no tratadas utilizada en este estudio se obtuvo de la empresa EI Manantial del
municipio de El Zulia (Norte de Santander, Colombia). La produccion de peces (Oreochromis sp.)
se lleva a cabo en estanques abiertos aireados con intercambio de agua constante durante todo el
afio. El sistema utiliza agua de un rio local, filtrada a través de un filtro de malla fina con una tasa
de reposicién de agua del 40% al dia. Las muestras proceden de la etapa de engorde con una tasa
de alimentacion de aproximadamente tres raciones para 7 g/unidad-dia (aproximadamente 24%
p/p de proteina, y 2,5 p/p de lipidos) hasta alcanzar una densidad de cultivo de 20-30 peces/m®. El
agua se recogié a lo largo de 2019 (de febrero a diciembre) utilizando un frasco de borosilicato
ambar estéril y se transport6 a 20 °C. El agua residual se utiliz6 inmediatamente después de su

llegada y se analizé quimicamente (pH, turbidez, temperatura, DBOs, DQO, alcalinidad total,
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acidez, dureza total, dureza calcica, nitratos y fosfatos) segiin los métodos estandar para examinar

el agua y las aguas residuales (Baird & Bridgewater 2017).

Microorganismos

Se utilizaron como in6culo Chlorella sp. (CHLO_UFPS010) y Scenedesmus sp.
(SCEN_UFPS015) de la coleccion INNOValgae (UFPS, Colombia), en una proporcién del 20%
con respecto al volumen del cultivo. Las cepas se pre-cultivaron en un matraz de vidrio de 2 L con
un volumen de trabajo de 1,2 L que contenia medio Bold Basal (Andersen, R. A. 2005). EI medio
se mezclo mediante la inyeccion de aire filtrado con 0,5% (v/v) de COz a un flujo de 0,78 L min

125 °C y un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 h a 100 pumol-m2-s? durante 30 dias.

Disefio experimental

Las aguas residuales de piscicultura se filtraron dos veces segun Hawrot-Paw et al. (2020)
se esterilizaron con rayos UV utilizando un dispositivo previamente disefiado para este tipo de
aguas residuales (Guiza-Franco et al., 2018). Para identificar la mejor fuente inorganica de carbono
gue mejorara la produccion de biomasa algal y la eliminacién de N y P, el agua residual se
suplemento con diferentes concentraciones (0,8, 1,2 y 1,6 g/L) de carbonato de sodio (Na2CO3) 0
de bicarbonato de sodio (NaHCOs) antes de la inoculacion. Ambas cepas se cultivaron (por
triplicado) en un matraz de vidrio de 2 L con un volumen de trabajo de 1,2 L de agua residual
estéril. Cada matraz se mezcld mediante la inyeccion de aire filtrado a un flujo de 0,78 L-minty

un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 h a 100 pmol-m2-s* durante 30 dias. Como controles, las cepas
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se cultivaron en Medio Bold Basal (control BBM) y agua residual sin adicién de carbono (control
WW).

La biomasa producida se cosechd utilizando un dispositivo de electroflotacion (10
electrodos de aluminio, 20 min, 150 rpm y 50 W) (Sanchez-Galvis et al., 2020; Castellanos-
Estupinan et al., 2018), se lavo tres veces con agua destilada, se liofilizé y se almacené (4 °C)
hasta su uso. Por dltimo, se midieron los diferentes componentes de la biomasa, como los
carbohidratos (Garcia-Martinez et al., 2016; Barajas-Solano et al., 2014), las proteinas (Mota et
al., 2018), los lipidos (Mishra et al., 2014), los carotenoides (Mishra et al., 2018) y las cenizas
(Rasoul-Amini et al., 2014). En los medios libres de células se analizé su contenido en nitratos y

fosfatos.

Aguas residuales suplementadas

Se analizé el efecto de suplementar las aguas residuales con N, P y una fuente de carbono.
Para ello, se utilizaron las concentraciones de NaNO3, el buffer de fosfato (K:HPO4 y KH2PO4)
presentes en el Medio Bold Basal (Andersen, R. A. 2005), y bicarbonato de sodio (NaHCO3) como
fuente de carbono. El efecto de estos componentes se evalué mediante un disefio de superficie de
respuesta no factorial con tres factores, tres niveles y dos puntos centrales. El disefio resuelto se

puede encontrar en la Tabla 2.
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Tabla 2 Disefio de experimentos para el andlisis de la relacion C/N/P

. buffer Fosfato NaHCOs (g/L)
Experimento NaNOs (ML/L) 4 H65 imIL/L) KHoPO (mL/L)

10(C) 7 7 7 12
12 10,3 7 7 12

17 (©) 7 7 7 12
13 7 37 37 12
6 5 5 5 16
11 37 7 7 12
14 7 10,3 10,3 12
2 5 9 9 16
3 9 5 5 16
9 9 9 9 16
1 5 5 5 08
4 9 9 9 0,8
7 5 9 9 08

5(C) 7 7 7 12
16 7 7 7 1,87
8 9 5 5 0.8
15 7 7 7 0,53

La produccién de biomasa con el medio ajustado fue comprobada en reactores de diferente
volumen. Inicialmente, Chlorella sp. (CHLO_UFPS010) fue inoculada (en una relacion del 20%
con respecto al volumen de cultivo) en agua residual de piscicultura con NO3 (0,125 g/L), PO4
(K2HPO4 + KH2PO4, 10 ml/L) y NaHCO3 (0,5 g/L) ajustados en 20 frascos de 500 mL con un
volumen de trabajo de 250 mL durante 20 dias de acuerdo con los resultados publicados en Garcia-
Martinez et al (2022). Al finalizar el tiempo se utilizé parte del volumen de cultivo para la
inoculacién en 10 frascos de 2 L con un volumen de trabajo de 1,4 L durante 20 dias. De igual
forma, parte de este volumen se emple6 para inocular 6 frascos Nalgene® de 10L, con 8 L de
volumen de trabajo. EI volumen de estos frascos se empled para la inoculacion de dos tipos de
fotobiorreactores (tubular y flat-plate). Cada uno de los fotobiorreactores evaluados tienen un
volumen de 30 L con un volumen de trabajo de hasta 20 L. Los reactores fueron agitados mediante

la inyeccion de aire filtrado a un flujo de 0,06 vvm, esto tanto para los tubulares como para los
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flat-plate. De igual forma se iluminaron con ldmparas LED a una intensidad de 120 umol m2 sty
un ciclo de luz/oscuridad de 12:12 durante 30 dias (figura 7). Una vez cada 5 dias, se tomaron
muestras de biomasa para determinar la concentracion de biomasa y proteinas totales.
4.1.4. Resultados

Aguas residuales piscicolas

Los nutrientes, como el nitrogeno y el fésforo, son los principales responsables de la
eutrofizacion de las masas de agua cercanas a los lugares de produccion pesquera (Dourou et al.,
2018); por lo tanto, la eliminacion de esos nutrientes es un paso fundamental para prevenir los
impactos negativos en los entornos acuaticos locales (Nasir et al., 2015; Garcia-Martinez et al.,
2016). Se analizaron las aguas residuales para determinar el contenido de nitratos, fosfatos y otros
parametros necesarios para identificar la calidad del agua (Tabla 3).

Tabla 3 Caracterizacion Fisicoquimica del agua residual

Parametros Unidades Valor Medio
pH pH 80,1
Turbiedad NTU 20+0,8
Temperatura °C 24+0,5
Demanda Blczclguérglsa de Oxigeno mg/L 253 £ 0,02
Demanda Quimica de Oxigeno (COD) mg/L 41 £ 0,05
Alcalinidad Total mg/L CaCO; 80,88 +4,2
Acidez mg/L CaCO; 60,08
Dureza total mg/L CaCO; 90 £0,82
Dureza Célcica mg/L CaCO; 62,5+0,3
Nitratos mg/L NOs 80 £0,04
Fosfatos mg/L PO, 70 + 0,07

Efecto de la Fuente de carbono
De acuerdo con los resultados, las mayores concentraciones de carbonato y bicarbonato de

sodio (>1 g/L) mejoraron la concentracién final de biomasa en ambas cepas en comparacion con
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el crecimiento de la cepa en las aguas residuales (control WW). Chlorella sp. crecio ligeramente
mejor en las aguas residuales (hasta 0,51 g/L) que Scenedesmus sp. (0,41 g/L) suplementadas con
las diferentes fuentes de carbono; sin embargo, el bicarbonato de sodio mejoré la produccién de
biomasa (Figura 4a) y de proteinas (Figura 4b) en comparacion con el carbonato de sodio. Se
resalta ademas la produccidn de proteinas que tanto para carbonato como bicarbonato superaron
incluso la produccién en medio BBM

Figura 4 Concentracion de biomasa y proteina
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Nota. La figura 4 muestra la concentracion de biomasa (a) y contenido de proteinas (b)

utilizando diferentes concentraciones de carbonato y bicarbonato de sodio.
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A diferencia de la biomasa, la eliminacion de NOs y PO4 de ambas cepas se mantuvo
relativamente constante, incluso en comparacion con los dos controles (BBM y WW). Seguln los
resultados de la absorcion de NOs (Figura 5a), no hubo diferencias significativas entre ambas
fuentes de carbono y los controles. Por otro lado, la eliminacion de PO4 (Figura 5b) parecié estar
influenciada por la concentracién de la fuente de carbono. En los experimentos con mayor Na2COs
y NaHCOg, se consumio mas del 80% del POa.

Figura 5 eliminacion de NOz y PO4
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Nota. La figura 5 muestra la eliminacidon de nitrato (NO3) (a) y fosfato (PO.) (b) utilizando

diferentes concentraciones de carbonato y bicarbonato de sodio.
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El analisis y la seleccion de la fuente de carbono son pasos criticos en la produccion de
biomasa de algas y cianobacterias; la concentracion correcta de la fuente de carbono empleada
potenciara la sintesis y acumulacion de los metabolitos de interés (Zuorro et al., 2021). La mayoria
de los estudios encontrados en la literatura utilizaron CO, como fuente primaria de carbono; sin
embargo, el carbonato de sodio es la fuente de carbono preferida en diferentes medios de cultivo
como el BG11. Otras fuentes de carbono como el bicarbonato de sodio y el acetato de sodio se han
estudiado como fuente alternativa para la produccion de algas. Lu et al. encontraron que el
bicarbonato de sodio redujo significativamente el contenido de N y P mientras producia hasta 1,7
g/L de Spirulina platensis en aguas residuales porcinas crudas (Lu et al., 2021). En el presente
estudio, ambas cepas crecieron mejor en las aguas residuales suplementadas con hasta 1,6 g/L de
bicarbonato de sodio; sin embargo, la concentracion final de biomasa fue relativamente baja (0,4-
0,6 g/L) para ambas cepas, lo que puede deberse a los menores niveles de N y P disponibles. En
otro estudio, Do et al. probaron la eficiencia de una nueva cepa de Scenedesmus acuminatus en
niveles altos de carbonato. Los autores encontraron que la cepa era capaz de soportar hasta 4,2 g/L
de bicarbonato sodico con una concentracion de biomasa (1,7 g/L) y una alta remocion de Ny P
(Do et al., 2021). Otros trabajos utilizando carbonato (Duan et al., 2020) y bicarbonato de sodio
(Cuéllar-Garcia et al., 2019) en S. obliquus encontraron valores de concentracion de biomasa mas
bajos (0,21 y 0,68 g/L respectivamente). Por ultimo, Barajas-Solano et al. encontraron que una
concentracion relativamente baja de carbonato de sodio aumento la biomasa y la produccion de

hidrocarburos en una cepa colombiana de Botryococcus braunni (Barajas-Solano et al., 2016)



METODOLOGIA PARA LA FITORREMEDIACION Y EL APROVECHAMIENTO DE

AGUAS PISCICOLAS 46

Aguas residuales suplementadas

Los datos experimentales relativos a los efectos de la concentracién de NaNO3, NaHCO3
y buffer fosfato (K:HPOsy KH2PO4) sobre la produccion de biomasa se ajustaron a dos modelos:
lineal (L) y cuadrético (Q) (Figura 6b, d). EI NaHCOs y el buffer fosfato afectaron a la
concentracion final de biomasa en ambas cepas. La Figura 6a, ¢ presenta los graficos de superficie
de respuesta para el efecto de NaHCO3/K:HPO4 + KH2PO4 en la concentracion de biomasa para
Chlorella sp. y Scenedesmus sp. Segun los resultados concentraciones de buffer de fosfato
superiores a 10 mL/L favorecen la concentracion final de biomasa para amabas cepas, mientras
que para Chlorella sp. se requiere de bajas concentraciones de NaHCO3 (0, 4-0,8 g/L) y para

Scenedesmus sp. concentraciones superiores a 1,5 g/L. NaHCO:s.

Figura 6 Graficas de superficie de respuesta y Pareto para Chlorella sp. (a,b), y

Scenedesmus sp. (c,d).
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Scenedesmus_Biomass (g/L)
3 factors, 1 Blocks, 17 Runs; MS Residual=,0034448
DV: Scenedesmus_Biomass (g/L)
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Al analizar los resultados de las interacciones encontradas entre las variables (Figura 6a-

d), se eligiod la relacion NaHCO3 a KH2PO4 + KoHPO4. La Tabla 4 representa los escenarios mas

altos para la concentracion de biomasa; X es la concentracion de NaHCO3; (mL/L), e Y es la

concentracion de KH2PO4 + KoHPO4 (mL/L) mientras se mantiene el NaNOsa 5 mL/L (0,125 g/L

de NaNO3) para cada cepa.

Tabla 4 Variables evaluadas para la concentracion éptima de biomasa en ambas cepas.

Cepa Etigueta Variable Valor
X NaHCOz (g/L) 0,5
Chlorella sp Y KH2PO4+K;HPO4 (ML/L) 11
Z (esperado) Biomasa (g/L) 0,87
X NaHCO3 (g/L) 2
Scenedesmus sp Y KH2PO4+K,;HPO,4 (ML/L) 11
Z (esperado) Biomasa (g/L) 0,83

En las condiciones optimizadas, la concentracion de biomasa producida fue ligeramente

superior al resultado esperado para Chlorella sp. y Scenedesmus sp. (0,9 y 0, 87 g/L) (Figura 7a),

con una interesante concentracion de carbohidratos (22,5% y 23,5% p/p), proteinas (45,8% vy
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42,8% plp), lipidos (13,6 y 12,2% p/p), carotenoides totales (1,6% y 2,5% p/p) y cenizas (15,4%
y 15,3% p/p) (Figura 7b). La eliminacion de NO3 y PO4 (Figura 7¢) mostro que mas del 95% del
NOs disponible y hasta el 50% del PO4 fueron consumidos por ambas cepas.

Figura 7 Produccion de componentes y eliminacion de nutrientes en condiciones

optimizadas.
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Bl Observed
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= NO,
= PO,

Scenedesmus sp

Chlorella sp

Nutrient removal (%)
(o)

Nota. En la grafica 7 se muestra la produccion de biomasa (a), su composicion (b) y la eliminacion
de nutrientes (c) en las condiciones optimizadas para las aguas residuales suplementadas para
Chlorella 'y Scenedesmus sp.

De acuerdo con los resultados obtenidos, donde se establecié los mejores criterios para la
produccion, se desarrollo el proceso de evaluacion de dichas condiciones a volimenes mayores

partiendo de un inoculo de 500 ml hasta llegar a un volumen de cultivo de hasta 40 L
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Figura 8 Ruta de inoculacion del cultivo desde frascos de 500 mL (1), 2L (2), 10L (3),
hasta lograr la inoculacién de fotobiorreactores tubulares de 30L (4a) y fotobiorreactores flat-

plate (4b).

' : J

.

Figura 9 Cultivo de Chlorella sp. (CHLO_UFPS010) en dos tipos de fotobiorreactores.

De acuerdo con los resultados de la figura 9, después de 30 dias de cultivo, la concentracion

1.5
-e— Tubular
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0.0 T T T T T 1
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Days
de biomasa producida en el flat-plate es ligeramente mayor que la obtenida en el fotobiorreactor

tubular. Lo anterior se puede explicar debido al &rea expuesta a la luz, ya que el reactor tipo flat-
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plate posee un area plana mayor, la cual estd mas expuesta, ademas, el ancho de este reactor es
mucho menor (15 cm de ancho en comparacion con 40 cm de diametro del tubular), lo cual hace
que la luz fluya que manera homogénea. Por otro lado, la tabla 5 muestra los resultados de
productividad de biomasa y concentracién final de proteinas totales (% p/p). Estos resultados
demuestran que la diferencia en productividad entre los dos reactores es minima, y que la

concentracion final de proteinas totales en la biomasa es menor al 3% (p/p).

Tabla 5 Variables de concentracion de biomasa y proteinas en Chlorella sp.

(CHLO_UFPS010)

Fotobiorreactor Biomasa Proteinas Totales

Concentracién final Productividad Concentracion final

(g/L) (g/L*d™) (% p/p)
Tubular 08 0,0200 44,3
Flat-Plate 0,9 0,0239 45,7

Existen varias consideraciones que son importantes, una de ellas es el valor final de cada
reactor. El fotobiorreactor tubular fue adquirido de la empresa Synoxis algae (Francia) por un costo
unitario de cuatro millones de pesos (mas impuestos y envio), este equipo fue construido en
plastico resistente a acido y sus piezas de repuesto (inyector de aire y valvulas) deben ser
adquiridas directamente con la empresa francesa. Mientras que cada reactor flat-plate fue
construido localmente con materiales de facil acceso a nivel nacional; su precio final fue de
doscientos mil pesos colombianos. Lo Gltimo hace que la opcion mas viable econdmicamente

hablando sea la produccién de indculos de cepas de microalgas en los fotobiorreactores flat-plate.
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Por otra parte, es importante resaltar que en la region de Norte de Santander (Colombia), la mayor
parte de las pesquerias continentales trabajan bajo un constante intercambio de agua; este proceso
permite eliminar el alto contenido de nutrientes de los sistemas de produccién, manteniendo al
mismo tiempo los niveles de oxigeno, lo que ayuda al crecimiento de los peces y evita la
proliferacion de floraciones de microorganismos toxicos. Esto ultimo explica la menor cantidad
de NOs y POs4 encontrada en las muestras. Por lo tanto, las aguas residuales deben ser
complementadas con una fuente externa de N y P para apoyar el crecimiento de las microalgas
para producir alimento para los peces, lo que puede aumentar el costo de produccion.

Los resultados aca plasmados, muestran que la interaccion entre el bicarbonato de sodio y la fuente
de fosfato mejord la produccion de biomasa; hasta se sabe, este es el primer informe sobre el efecto
de la interaccion P/C en la concentracion de biomasa utilizando aguas residuales procedentes de
la pesca continental. La mayoria de los trabajos publicados en los Gltimos afios se centran en la
viabilidad del N, el P y la concentracion de la fuente de carbono (en forma de COy). El nitrégeno
y el fosfato se destinan a la sintesis de proteinas y metabolitos esenciales, mientras que el carbono
se emplea en la fijacion del nitrogeno y la produccion de biomasa (Barajas-Solano et al., 2016).
La aplicacion de cultivos de microalgas como proceso sostenible para la eliminacion de nutrientes
se ha estudiado en aguas residuales de Oreochromis niloticus ((Tejido-Nufiez et al., 2019; Zuorro
et al., 2021; Guldhe et al., 2017; Halfhide et al., 2014; Lugo et al., 2020), Lates calcarifer (Crab
et al 2007), cultivo de camarones (Ge et al., 2016: Peng et al., 2020; Barnharst et al., 2018), Mugil
cephalus (Dourou et al., 2018; Daneshvar et al., 2018), Sparus aurata (Dourou et al., 2018;
Andreotti et al., 2020), Scophthalmus maximus (Michels et al., 2014), e incluso aguas residuales

sintéticas (Daneshvar et al., 2018; Ding et al., 2020). De acuerdo con los resultados, el porcentaje
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de NOs eliminado (>95%) es similar al reportado por la mayoria de los autores; sin embargo, la
tasa de PO4 fue menor que la de otros autores ya que el agua residual fue suplementada con P
externo.

La concentracion de biomasa producida se ve afectada no sélo por el comportamiento biolégico
de la cepa, sino también por la fuente de las aguas residuales y el método de cultivo de las algas.
En general, la concentracion de biomasa registrada para diferentes cepas en una amplia gama de
aguas residuales de acuicultura oscila entre 0,1 y 1 g/L. Las mayores concentraciones de biomasa
de algas registradas fueron reportadas por Han et al. (2020), Guldhe et al., 2017 y Tejido-Nufiez
et al. (2019), (2,52, 2,47 y 2,28 g/L, respectivamente); sin embargo, Han et al. (2020) utilizaron
consorcios de algas-bacterias, mientras que Gulde et al. (2017) cultivaron la cepa en modo
heterotrofico y Tejido-Nufiez et al. (2019) utilizaron aguas residuales no estériles. Otros autores,
como Malibari et al. (2018) y Ge et al. (2016), informaron de la menor concentracion de biomasa
(<0,5 g/L); incluso cuando los autores evaluaron una amplia gama de cepas de algas, las aguas
residuales evaluadas se obtuvieron del cultivo de camarones (incluyendo Penaeus (Litopenaeu)
vannamei). Por lo tanto, este tipo de agua residual no posee altos nutrientes para la produccién de
algas. Los diferentes estudios enumerados en la Tabla 6 muestran niveles similares de eliminacion
de NOs y POs, lo que implica que las diferentes cepas estudiadas son capaces de consumir esos
nutrientes; sin embargo, a menos que las aguas residuales procedan de sistemas de recirculacion
acuicola (RAS), como el trabajo de Dourou et al. (2018), se complementen con aguas residuales
de pulpa de papel (Tao et al., 2017), se enriquezcan con digestato de biogas (Wicker et al., 2020),
o0 incluso se enriquezcan con un medio de cultivo (Cardoso et al 2021), este tipo de aguas residuales

no son capaces de mantener grandes concentraciones de biomasa algal. Por Gltimo, el contenido
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en proteinas de estas cepas oscila entre el 24% y el 60% (p/p), lo que las convierte en una fuente
interesante para la alimentacion de los peces.
Tabla 6 Cepas evaluadas para la eliminacién de nutrientes (NOs y PO4) y la concentracion

de biomasa producida en diferentes aguas residuales acuicolas.

Produccién de Contenido Fuente de aqua Remocion  Remocion
Cepa biomasa  de proteina residualg NOs PO4 Referencia
(g/L) (% wiw) (%) (%)
Chlamydomonas 0,66 n/a Ore.och.romls 847 96 (Morando-Grijalva
sp. niloticus et al., 2020)
. (Malibari et al.,
> >
Chiorella sp. 0,058 n/a Shrimp culture 90 90 2018)
n/a n/a Lates calcarifer -- 99 (Crab et al., 2007)
Chlorella sp. S (Halfhide et al.,
NIVA CHL-137 0,39 n/a O. niloticus 98,1 n/a 2014)
- 1 (Guldhe et al.,
C. sorokiniana 2,47 24,57 84,51 73,35 2017)
C. sorokiniana 0,476 n/a 78 77 (Lugo et al., 2020)
211/8K _—
O. niloticus (Morando-Grijalva
1,1 n/a 94,6 97,9 et al., 2020)
(Attasat et al.,
0,58 n/a 95 81 2013)
C. vulgaris 2,85 57 catfish n/a n/a (Mtaki et al .,2021)
n/a nfa  carastruchasy g, o 89,25  (Hesni etal., 2020)
larvas de esturion
0,426 n/a Cultivo de camarén 86,1 82,7 (Geetal., 2016)
n/a n/a 99 n/a (Peng et al., 2020)
C. vulgaris LH-1 1,1 n/a Acuicultura marina 97,3 53,8 (Barajas-Solano et
al., 2014)
. ) acuicultura intensiva (Daneshvar et al.,
C. vulgaris 2714 1,12 n/a sintética 99 95 2018)
. Sistema de .
C. vulgaris 3 . - (Andreotti et al.,
CCAP 211/11B 1,31 49,96 regrculamon 76,56 92,72 2019)
acuicola cerrado
C. vulgaris _— (Tejido-Nufiez et
CCAP 211/52 2,28 n/a O. niloticus 99,8 99,7 al., 2019)
Dunaliella sp. 0,061 n/a Cultivo de camarén >90 >90 (Mal;k;iré (;t al.,
D. tertiolecta 0,38 n/a Mugil Cephalus 95,44 91,19 (Andreotti et al.,

2017)




METODOLOGIA PARA LA FITORREMEDIACION Y EL APROVECHAMIENTO DE

AGUAS PISCICOLAS

Isochrysis
galbana
Nannochloropsis

sp.
N. gaditana

Navicula sp. 1
Navicula sp. 2
Oscillatoria
okeni
Parachlorella
kessleri TY
Platymonas
helgolandica
var. tsingtaoensis
Platymonas
helgolandica
Scenedesmus
obliquus
Sc. quadricauda
NIVA-CHL 7

Spirulina sp.

Synedra sp.
FACHB-1712

Tetradesmus
obliquus
SAG 276-1

Tetraselmis sp.

T. chuii

T. suecica

0,329
0,16

0,073

0,847

0,083
0,077

0,38

0,275

1,85

n/a
0,07
0,38

1,14

0,37°

1,98

0,081
1,38
1,97

1,0
0,60

0,460

n/a

n/a

n/a

41

n/a
n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

n/a

65,73

n/a

n/a

n/a

39,8

50,2

n/a

n/a

n/a

Cultivo de camaro6n

Sparus aurata and
Dicentrarchus
labrax production

Cultivo de camaro6n

O. niloticus

Aguas residuales de
la acuicultura
Agua residual

sintética de
acuicultura marina

Cultivo de camaroén

O. niloticus

Estanque de
acuicultura de agua
dulce

O. niloticus

Cultivo de camaroén
Sea bass

Sparus aurata

Scophthalmus
maximus

M. cephalus

96

66,02

>90

92

>90
>90

90

99

55

99

85

98,7

72,11

65,44

99,7

>90

99

99,8

95,7

94,40

98

99

91,93

>90

87

>90
>90

75

95,6

80

n/a

79

n/a

93,84

68,98

99,6

>90

n/a

98,7

99

96,06

97
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(Daneshvar et al.,
2018)
(Andreotti et al.,
2017)
(Malibari et al.,
2018)

(Dourou et al.,
2018)

(Malibari et al.,
2018)
(Attasat et al.,
2013)

(Liu et al., 2019)

(Ding et al., 2020)

(Barnharst et al.,
2018)
(Daneshvar et al.,
2018)
(Halfhide et al.,
2014)
(Cardoso et al.,
2020)

(Li et al., 2017)

(Tejido-Nurfiez et
al., 2019)

(Malibari et al.,
2018)
(Villar-Navarro
et al., 2021)
(Andreotti et al.,
2020)
(Michels et al.,
2014)
(Andreotti et al.,
2017)
(Andreotti et al.,
2019)
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Algal_—b._alcterlal 252 na Cultivo mixto de 95 99 (Han et al., 2020)
biofilm peces y camarones
Wicker et al.,
Mixed consortia 1,99° n/a Efll{ente de 99,5 99,2 (Wicker eta
acuicultura 2020)
Chlorella sp 0,9 45,8 Produccién de 52,3
pescado en aguas .
Scenedesmus sp 0,87 42,8 continentales >95 51,4 Presente estudio

(Oreochromis sp)

Nota. & Crecimiento en condiciones heterdtrofas. 2 Co-cultivo con Mucor indicus 24905. * Mezcla
de aguas residuales de pulpa de papel (60%) y de acuicultura (40%). * Aguas residuales
complementadas con un 25% (v/v) de medio Zarrouk. > Relacion N:P ajustada a 6:1. ® Enriquecido

con digestato de biogas.

4.1.5. Conclusiones

En este estudio, encontramos que las aguas residuales de las pesquerias continentales
dedicadas a la produccién de Oreochromis sp. deben ser complementadas con una fuente externa
de Ny P para que funcionen como fuente de nutrientes para la produccién de biomasa algal. Los
resultados de la optimizacion mediante un disefio de superficie de respuesta no factorial muestran
que la adicion de NaNOs (0,125 g/L), KoHPO4 (0,075 g/L), KH2PO4 (0,75 g/L) y NaHCOs (0,5 y
2 g/L para Chlorella sp. y Scenedesmus sp. respectivamente) aumentaron significativamente la
biomasa de Chlorella sp. (0,87 g/L) y Scenedesmus sp. (0,83 g/L), donde la relacién PO4#/NaHCO3
aumento la produccién general de biomasa tanto en Chlorella sp. y Scenedesmus sp. Aunque estos
resultados muestran que la adicidn de otros nutrientes no es necesaria, sigue siendo fundamental

determinar la calidad de la biomasa producida en cuanto a su aplicacion como suplemento
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alimenticio para la produccion acuicolay los posibles impactos ambientales (positivos o negativos)

generados por este tipo de proceso.

4.1.6. Disefio del sistema para la fitorremediacién de las aguas post-consumo de
un sistema de produccién acuicola.

La informacion presentada en este apartado corresponde a los resultados de investigacion

publicado en el articulo:
Garcia-Martinez, J. B., Contreras-Ropero, J. E., Urbina-Suarez, N. A., Lopez-Barrera, G.
L., Barajas-Solano, A. F., Kafarov, V., Barajas-Ferreira, C., Ibarra-Mojica, D. M., & Zuorro, A.
(2022). A Simulation Analysis of a Microalgal-Production Plant for the Transformation of Inland-
Fisheries Wastewater in  Sustainable Feed. In Water (Vol. 14, Issue 2).

https://doi.org/10.3390/w14020250

4.1.7. Introduccion

El mercado mundial de biomasa y metabolitos de algas se perfila con un gran crecimiento
a nivel econdmico, se espera que para el 2024 este alcance los 1143 millones de ddlares, con una
tasa de crecimiento anual del 7,39% (Yellapu et al., 2019). Debido a sus colores naturales,
antioxidantes y otras sustancias quimicas bioactivas con valiosas cualidades, estos
microorganismos se utilizan eficazmente en los criaderos de acuicultura como suplementos para
la alimentacién animal (Spolaore et al., 2006). Sin embargo, su uso puede aumentar el precio del
producto final debido a la seleccion de especies y a los costosos medios de cultivo. El uso de

microalgas en un enfoque circular-bioeconémico para la industria de la acuicultura ofrecera un


https://doi.org/10.3390/w14020250
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doble beneficio: tratamiento de aguas residuales de bajo costo y biomasa para alimentacién animal
(Guzman et al., 2020; Apandi et al., 2019). Sin embargo, es necesario identificar y analizar las
condiciones de funcionamiento, la eficiencia de la produccién de biomasa y el efecto de la
concentracion de N, P y otros nutrientes en el crecimiento celular.

En los dltimos afios, la aplicacion de software especializado, como Aspen Plus, SuperPro
y MATLAB, ha permitido analizar los diferentes procesos de consumo de nutrientes y su
transformacion en biomasa total y metabolitos de interés (Bitog et al., 2011). Estudios recientes,
como el modelo BIO_ALGAE, abordan los parametros fisicos, quimicos y cinéticos criticos que
rigen la produccién de microalgas y bacterias en aguas residuales (Solimeno et al., 2017). Este
modelo ha demostrado ser util para simular la biorremediacion y la produccion de microalgas en
aguas residuales de acuicultura en un sistema semicontinuo con diferentes factores ambientales
(Andreotti et al., 2020). Sin embargo, los diferentes trabajos en este campo emplean datos de
sistemas de produccion templados. Segun el conocimiento de los autores, no hay datos disponibles
de zonas tropicales. El presente trabajo se centra en el analisis de simulacion de una planta de
produccion de microalgas bajo diferentes escenarios para transformar las aguas residuales de la
pesca continental en alimento animal sostenibles con un enfoque economia circular.

4.1.8. Metodologia

Cepa

En este estudio se utilizé Chlorella sp. (CHLO_UFPS010) de la coleccién INNOValgae
(Universidad Francisco de Paula Santander, Cucuta, Colombia). C. vulgaris se cultivd en un
matraz de vidrio de 2 L con un volumen de trabajo de 1,2 L que contenia medio Bold Basal

(Andersen, R. A. 2005). El medio se mezcl6 mediante la inyeccion de aire filtrado con 0,5% (v/v)
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de CO2 a un flujo de 0,78 L/min, a 25 °C y con un ciclo de luz y oscuridad de 12:12 h a 100

umol/m? s durante 30 dias.

Disefo experimental

Las aguas residuales de pesca obtenidas de los acuicultores locales de Oreochromis sp. (El
Zulia, Norte de Santander, Colombia) se filtraron dos veces y se esterilizaron con rayos UV
(Guiza-Franco et al., 2018). Después de la esterilizacion, el agua residual se complement6 con una
cantidad conocida de nutrientes hasta alcanzar una concentracion de NOsy PO4 (0,1 y 0,24 ¢/L,
respectivamente). Las algas se cultivaron (por triplicado) en un matraz de vidrio de 9 L con un
volumen de trabajo de 7 L de agua residual suplementada y esterilizada con UV. Cada matraz se
mezcld mediante la inyeccion de aire filtrado a un flujo de 4,2 L/min y un ciclo de luz y oscuridad
de 12:12 h a 100 pmol/m? s durante 40 dias. Cada cinco dias se extrajeron 50 mL de medio de
forma axenica y la biomasa se concentré utilizando un equipo electroflotador (Sanchez-Galvis et
al., 2020). La biomasa recuperada se seco (50 °C, 12 h) y se peso. EI medio libre de células se
filtro y se utilizé para la determinacion de NO3z (HI 93728-01, HANNA) y PO4 (HI 93713-01,
HANNA). A partir de los resultados se obtuvieron las constantes cinéticas para la produccion de
biomasa y el consumo de NOz y POa. Las constantes se describieron mediante la linealizacion de

la ecuacion de Monod:

X

1 Ks 1 1
- M

1
i pmax = pmax
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Descripcion del proceso y simulacion de la planta

La planta de produccion de microalgas con aguas residuales de la pesca se simulé con el software
SuperPro Designer® v8.0. (Intelligen, Inc., Scotch Plains, NJ, USA). En la etapa previa, Chlorella
sp. se cultivd en medio Bold Basal con las variables de cultivo seleccionadas que se muestran en
la Tabla 7. Una vez obtenida la concentracion celular deseada, las células (10% v/v) se transfirieron
a fotobiorreactores (PBR) con volimenes de trabajo mas altos (pre-indculo). Una vez que el PBR
alcanzo la densidad celular adecuada, las células fueron transferidas (10% v/v) a dos raceways de
5m?(20d, (30 + 2) °C).

Tabla 7 Variables para la produccion de Biomasa

Constantes Variable Valores Unidades
Xo Biomasa Inicial 0,08 g/L
CO; Concentracion CO; 6 % viv
No Concentracion inicial de nitratos 0,1 g/L
Po Concentracion inicial de fosfatos 0,2 g/L
I Intensidad de luz 100 umol/m? s
Q Entrada de aire 0,6 vvm

En el proceso posterior, la biomasa producida se cosecho por centrifugacion y se utilizé para
producir alimento para peces en dos formas: biomasa peletizada (seca) y alimento vivo (liquido),

representado en la figura 10.
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Figura 10 Descripcion del proceso
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La produccion de biomasa de Chlorella sp. (Ecuacidn (2)) su tasa de consumo de NO3 (Ecuacion
(3)), y su tasa de consumo de PO4 (Ecuacién (4)) fueron modeladas mediante la linealizacion de

la ecuacion cinética de Monod (Monod, J. 1949).

Xp = Xehth )
Sp=S8— p X Ys X At XX, 3)
X
umax X s
" 4
# ks+s @

4.1.9. Resultados
Constantes cinéticas de consumo de NOsy POy
Un modelo computacional contiene muchos factores que influyen en el desarrollo del
sistema a evaluar. En este caso, la simulacion de un sistema de cultivo de microalgas en agua
residual de pesca permite entender el comportamiento de este microorganismo. De acuerdo con

los resultados experimentales, fue posible obtener las constantes de consumo de NO* y PO* que
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se pueden encontrar en la Figura 11, donde la pendiente y el intercepto se refieren a ks/umax y

1/umax, respectivamente.

Figura 11 Tasas de constantes de consumo de NO3z (a) y PO (b).
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La tabla 8 presenta los resultados de las variables cinéticas del cultivo experimental de
Chlorella sp. en aguas residuales piscicolas. El efecto de variables como la calidad de la luz
(intensidad luminica y ciclo luz-oscuridad) (Ma et al., 2021), el pH (Montanaro et al., 2017), la
temperatura (Ho et al., 2012) y la disponibilidad de carbono, nitrogeno y fésforo (Garcia-Martinez
et al., 2019; Cuéllar-Garcia et al., 2019), juegan un papel fundamental en la productividad de la
biomasa y de metabolitos especificos, como carbohidratos, proteinas y lipidos (Barajas-Solano et
al., 2014; Garcia-Martinez et al., 2016). Segun Park et al. (2011), la disponibilidad de estos
elementos es fundamental para sintetizar diversas moléculas que desempefian un papel esencial en

el metabolismo celular.
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Tabla 8 Variables cinéticas del cultivo experimental de Chlorella sp.

Constantes Variable Valor
u Velocidad de crecimiento especifico 0,042

Y nix Constante de consumo de nitratos 0,23

Y pix Constante de consumo de fosfatos 0,35

Estableciendo correctamente las variables criticas del proceso de crecimiento microalgal,
es posible mejorar la precision entre los datos experimentales y los obtenidos mediante simulacion,
lo que establece un punto fiable para la optimizacién de los diferentes procesos en el cultivo de
microorganismos fotosintéticos (Huaynate et al., 2015; Zuorro A. 2015). La figura 12 muestra el
comportamiento de la produccion de biomasa y el consumo de NO3 y PO4 segln las ecuaciones
previamente establecidas. Los resultados muestran que la desviacion entre los datos
experimentales y los tedricos es relativamente baja (0,29, 0,03 y 0,08 para biomasa, NO3 y POa,
respectivamente). Sin embargo, cabe mencionar que, para este caso, no se considerd la inhibicion
por densidad celular, CO,, luz y otras variables que pueden tener un impacto positivo o0 negativo

dentro del proceso.
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Figura 12 Comparacion gréafica entre los datos experimentales y simulados para la

concentracion de biomasa de Chlorella sp. y la concentracion de NOz y POsdisponible en el medio
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La figura 13 presenta el proceso de produccion de biomasa de Chlorella sp. a partir de
aguas residuales de piscifactoria complementadas con nutrientes. Este sistema consiste en la
preparacion del medio de cultivo, la adaptacion, el escalado y la produccién de las microalgas en
reactores raceway que tienen una capacidad de produccion anual de hasta 180 m®. La fase de

crecimiento comprende siete reactores (cuatro fotobiorreactores y tres raceways) con tiempos de
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residencia de 20 dias y una concentracion final de 0,8 g/L. Este sistema se disefid para funcionar
en paralelo y mantener una produccion constante de biomasa. Cada reactor se inoculd con una
concentracion del 10% (v/v) de algas, excepto el producto final, que tuvo un indculo del 20% (v/v).

Figura 13 Diagrama de flujo del proceso de produccién de Chlorella sp.
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La figura 14 muestra el proceso posterior al cultivo, para producir biomasa peletizada y alimento
vivo de Chlorella sp. La recoleccion de la biomasa es uno de los puntos criticos en la produccion
de microalgas, ya que esta etapa puede generar hasta el 40% de los costos totales de produccion
(lasimone et al., 2018; Lu et al., 2020; Zhu et al., 2019; Castellafios-Estupifian et al., 2018). El
proceso de alimentacion en vivo emplea un sistema de separacion sélido-liquido (centrifuga) que
elimina hasta el 40% de la humedad total. La biomasa concentrada se embotella (50 mL por
unidad) y se distribuye como alimento para diferentes tipos de peces que requieren dietas de
fitoplancton vivo. Este proceso genera hasta 64 697 botellas de alimento cada 20 dias. Para el
sistema de produccién de alimento seco, se utilizé una centrifugadora para eliminar hasta el 60%

de la humedad total; la biomasa concentrada pasa por un secador de lecho fluidizado, que permite
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reducir la humedad relativa del producto hasta un 6%. Por Gltimo, la biomasa se peletiza (1mg por
pellet), alcanzando una produccién final de 5875 pellets por hora. Para mejorar el impacto en la
huella hidrica de estos procesos, se implemento la recirculacion de agua postcosecha (resaltada en
azul) para cada sistema evaluado. Esta alternativa permite una reduccion sustancial de los costos
de produccién ya que no se consumen todos los nutrientes por completo (Wang et al., 2013; Zuorro
etal., 2021; Huang et al., 2016)

Figura 14 Diagrama de flujo del proceso posterior de la biomasa peletizada y del alimento vivo

de Chlorella sp.
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Los costos fijos de produccion (DFC siglas en inglés) definen el destino econémico de cualquier

planta de produccién; incluyen los gastos necesarios para las pautas de procesamiento y la
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funcionalidad de cada sistema implicado (Zuorro, A., 2021). En consecuencia, define la viabilidad
técnico-econdmica del proceso. Dentro de los DFC, podemos encontrar los costos directos (TPDC
siglas en ingles), que se refieren a la adquisicion, equipamiento y funcionalidad de la planta; los
costos indirectos (TPIC siglas en ingles), que son las variables relacionadas con la construccion;
y, finalmente, los CFC, que son los responsables de la seguridad y el aseguramiento del proyecto.
En la tabla 9 muestra un aumento de los costos debido a la inclusion de la recirculacion del medio.
Este aumento se debe a la incorporacion de nuevos equipos, que requieren nuevos espacios,
materiales y personal capacitado para su correcto funcionamiento. En cada proceso se utilizan
otros equipos, lo que supone una demanda de espacio, materiales y consumo operativo.

Tabla 9 Estimacion del capital fijo para dos escenarios de produccion de biomasa utilizando

Chlorella sp.
Biomasa peletizada Alimento vivo
Capital fijo estimado Normal Optimizada Normal Optimizada
(UsD) (UsSD) (USD) (USD)
Total de Costos Directos de la Planta
(TPDC) (Costos fisicos) 118,639 128,955 102,577 116,059
Total Costos Indirectos de la planta
(TPIC) 75,373 81,928 71,523 73,735
Total Costos de la planta (TPC = TPDC 194012 210 883 174100 189.794
+TPIC) ' ! ' '
Honorarios del contratista y contingencia14 603 15.872 13.856 14285
(CFC) ) ) ’ il
Costo de capital fijo directo (DFC =
TPC + CFC) 208,615 226,756 197,957 204,080

El crecimiento de las microalgas mantuvo un comportamiento sigmoidal tipico de la aplicacion de
la cinética con recursos limitados. La fase de latencia tuvo lugar entre 0 y 120 h, momento en el
que las células tuvieron un proceso de adaptacion a los recursos disponibles dentro del medio
establecido en el experimento. Una vez finalizada esta fase, se inicio el crecimiento exponencial

con aproximadamente 360 h, alcanzando su méaxima tasa de duplicacion de 1,2 g/L de biomasa.
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Debido al agotamiento de los nutrientes disponibles y a la alta densidad celular en la ultima fase
de crecimiento exponencial, la tasa de crecimiento de las algas se redujo a una funcion lineal,
estabilizandose en 0,8 g/L y alcanzando su fase estacionaria (Garcia-Martinez et al., 2016).

La aplicacion de simulaciones en procesos industriales es una solucion eficiente para modelar y
optimizar rutas especificas (Limonta et al., 2013). Estas técnicas se basan en la prediccion del
comportamiento del proceso deseado mediante el calculo del balance de masa y energia de cada
seccion del sistema (Petrides et al., 2014). Mediante el analisis de los diferentes procesos y su
respectiva optimizacion, es posible desarrollar nuevos y mejores productos que sean
econdémicamente competitivos, como se observa en la Figura 15, donde la optimizacion de la
recirculacion del medio de cultivo proporciona una mejora sustancial en su produccion de hasta
un 20% para la biomasa peletizada y hasta un 80% para el alimento vivo. Un resultado significativo
es un ligero aumento del TPDC para cada proceso. Este aumento se produce porgue los nutrientes
siguen estando disponibles en el medio de cultivo, lo que disminuye el costo de produccion por
metro cubico y mejora la tasa de conversion de los nutrientes presentes en el medio en biomasa

utilizable.
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Figura 15 Produccion de biomasa para el afio biomasa granulada (a) y alimento vivo (b); coste
directo total de la planta para dos escenarios de produccién de biomasa (c).

150 25

Il Control Il Control
B Optimized § 20 B Optimized
>
_ 100 2 s
© .
° E=S
3 -
% 5"
S 05
0 0.0
Pelletized biomass Live feed
@) (b)
5-
Il Control
4 I Optimized

TPDC (Million USD)
T 9

-
1

0- T T
Pelletized biomass Live feed

©
Segun Ruiz et al. (2016), la variable mas critica que favorece la rentabilidad de los productos
derivados de la biomasa microalgal es la escala del sistema, ya que al aumentar la capacidad de la
planta se reducen los costes asociados a la produccion. La figura 16 resume el costo por kg/unidad
de biomasa procesada. El escalado define la rentabilidad del sistema para los dos escenarios
evaluados (biomasa peletizada y alimento vivo) utilizando cinco capacidades de produccion

diferentes (10, 50, 100, 200 y 500 m®). El costo de produccion se calcul6 segin la ecuacion (5).

Production cost in USD

()

Biomass cost = — ——
Biomass productionin kg
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Figura 16 Dependencia del costo de produccion del volumen del sistema para dos escenarios de

produccién de biomasa: (a) biomasa peletizada y (b) alimento vivo.
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Segun los resultados, en los sistemas de baja escala (<50 m?), los costos de produccién son muy
elevados para los sistemas de produccién de biomasa peletizada y de alimento vivo (hasta 338
USD/kg y 0,26 USD/unidad, respectivamente) en comparacion con los que tienen volimenes de

operacion de hasta 500 m3, de los que el costo de la biomasa puede ser una fraccion (18 USD/kg

y 0,019 USD/unidad, respectivamente). Por altimo, es fundamental destacar que otros factores,
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como el pH, la temperatura y la dispersion de la luz en el reactor, afectaran a la productividad final

del sistema (Acién et al., 2012; Bernard et al., 2012; Blanken et al.,2013).

4.1.10. Conclusiones

La aplicacion de las microalgas como herramienta biotecnoldgica para la eliminacion de
contaminantes y la reutilizacion del agua en los sistemas de piscicultura es una estrategia esencial
para aumentar la sostenibilidad del sector industrial. Segun los resultados del software SuperPro
Designer, cultivando Chlorella sp. en aguas residuales de piscifactoria suplementadas con Ny P,
es posible producir hasta 11,875 kg/afio (31,3 kg/d) con un costo de producciéon de hasta 18
(USD/kg) para la biomasa seca y 0,19 (USD/botella) para la biomasa concentrada. Asimismo, se
pudo establecer la cinética de crecimiento de la biomasa dependiente del sustrato con una
produccion maxima de 1,25 g/L después de 15 dias y un consumo parcial del 98% de N y del 20%
de P. Sin embargo, es fundamental tener en cuenta que la eficiencia final de la produccion puede

variar en funcion de variables no controlables, como el climay la calidad del agua residual.

4.1.11. Andlisis de ciclo de vida del disefio propuesto

4.1.12. Introduccion
Las nuevas tendencias en produccidon sostenible requieren nuevas y novedosas formas de
produccion, cuyos procesos tengan un menor impacto sobre el medio ambiente (Sarasini et al.,
2018). Bajo esta idea, el Analisis de Ciclo de Vida (ACV) es considerada una de las herramientas

mas efectivas para disefiar, redisefiar y/o implementar nuevos productos o servicios bajo un



METODOLOGIA PARA LA FITORREMEDIACION Y EL APROVECHAMIENTO DE

AGUAS PISCICOLAS 72

enfoque de sostenibilidad ambiental (Degieter et al., 2022; Ubando et al., 2022). Este tipo de
analisis permite cuantificar los diferentes impactos ambientales del ciclo de vida del producto
(extraccion del material, transformacidn, uso y disposicidn final del producto), lo anterior permite
identificar de forma eficiente los cuellos de botella en una cadena de produccion (Magalhées et al.,
2022).

Para evaluar la sostenibilidad de un producto en una nueva cadena de produccion, es
esencial basarse en un enfoque estandarizado, realizando evaluaciones totalmente validadas, que
incluyan el calculo de todos los flujos de entrada (energia y recursos) y salida (emisiones) para
cada etapa de produccion (Herrera et al., 2021). De acuerdo con el marco de ACV descrito por las
normas 1SO 14040:2006 y 14044:2006, estos flujos se utilizan para crear un modelo de proceso
virtual y luego se traducen en una serie de impactos ambientales utilizando modelos matematicos.
El ACV se centra en los procesos que tienen lugar en la tecnosfera (que comprende nuestras
economias y sociedades) y el medio ambiente en el que estan integrados; por lo cual los efectos
del consumo de recursos naturales se cuantifican esencialmente en términos de equilibrio entre lo
que se ve afectado por el medio ambiente y aquellos que no (Maiolo et al., 2021).

La produccion industrial de microalgas y cianobacterias ha despegado recientemente en
todo el mundo (Garcia-Martinez et al., 2016; Zuorro et al., 2021). Esto se debe a una mayor
aceptacion por parte de diferentes industrias y consumidores finales de productos de alto valor
agregado derivados de fuentes renovables.

Segun Araujo et al (2021), solo en la Unién Europea, a finales de 2019, habia méas de 200
empresas que producian biomasa tanto de microalgas como de cianobacterias para diferentes usos.

Esta produccion a gran escala implica una serie de procesos unitarios como el cultivo, cosecha,
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secado y el procesamiento posterior de la biomasa producida. Cada uno de los anteriores posee
diferentes insumos asociados en términos de electricidad y materias primas y, por lo tanto, poseen
una huella ambiental diferencial (Barajas-Solano et al., 2014; Rangel-Basto et al., 2018; Rani et
al., 2021; Urbina-Suarez et al., 2022; Zuorro et al., 2019).

Los puntos criticos de una cadena de produccién de algas pueden identificarse realizando
un estudio de evaluacion del ciclo de vida (ECV) atribucional (YYadav et al., 2020). El uso de la
metodologia de Analisis del ciclo de vida (ACV) en microalgas se ha extendido para evaluar
productos y servicios en el sector alimentario y energético (Bartek et al., 2021; Davis et al., 2021;
Maiolo et al., 2020; McKuin et al., 2022; Morales et al., 2020; Rodriguez et al., 2019; Schade &
Meier, 2020), especialmente para cuantificar con precision las emisiones medioambientales,
resaltar los puntos criticos, comparar procesos Yy, por ultimo, evaluar la oportunidad de adoptar un
proceso de produccion innovador en comparacion con las opciones existentes (Herrera et al.,
2021).

Segun el andlisis de la produccién bibliografica en la base de datos SCOPUS, realizada en
abril del 2023, utilizando la busqueda (TITLE-ABS-KEY (microalgae OR microalga AND life
AND cycle AND assessment OR LCA), se obtuvieron 591 documentos entre 2000 y 2023 (figura
17). De ellos, s6lo 19 documentos abordan el tema del ACV en la produccién de microalgas para

sustituir parcialmente los suplementos alimenticios en los procesos de piscicultura y acuicultura.
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Figura 17 Ndmero de documentos sobre el ACV en microalgas
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Segun la literatura, la mayoria de los estudios de ACV aplicados a la produccion de
distintos productos derivados de las microalgas emplean datos obtenidos a pequefia escala
(D’Imporzano et al., 2018; Nigam et al., 2022; Zhao et al., 2022). Otros trabajos se centran en la
cadena de produccidn, donde evaluan la relacién entre la materia prima, la obtencion de metabolito
de interés y la energia requerida para conseguirlo (Arashiro et al., 2022; Pegallapati & Frank, 2016;
Sun et al., 2022); de igual manera se identifican estudios centrados en determinar el impacto de
las emisiones de ciertas sustancias quimicas de interés medioambiental (NHs y N20O) que son
comunes durante el upstream (Pérez-Lopez et al., 2017; Peter et al., 2022). Mientras que algunos
de los estudios de ACV son bastante optimistas sobre la aplicabilidad y conveniencia del cultivo
de microalgas para fines basicos tales como produccion de energia (Hossain et al., 2019; Moshood
et al., 2022), o como materia prima para otros usos industriales (Bussa et al., 2020); otros estudios
son mas cautos a la hora de delinear y delimitar el papel que puede tener la produccion de
microalgas en los futuros sistemas de produccion (Branco-Vieira et al., 2020; Pérez-Lopez et al.,

2017; Yadav et al., 2020). Los principales paises en los que se ha aplicado Analisis de Ciclo de
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Vida como una herramienta para identificar la sostenibilidad de la biotecnologia de microalgas
son: Estados Unidos, seguido de China, Brasil, Italia, Alemania y otros (figura 18). Para el caso
concreto del ACV aplicado a la produccion de microalgas como alternativa sostenible para la
sustitucion parcial de alimento para peces en piscicultura y acuicultura, s6lo se han encontrado
ocho trabajos hasta la fecha. La tabla 10 presenta un resumen de estos trabajos, incluyendo el
objetivo de estos estudios, asi como la unidad funcional y el pais de origen del estudio.

Figura 18 Paises que escriben sobre el ACV en microalgas
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Muchos de estos estudios estan orientados a la evaluacion de la sostenibilidad de la
produccion de componentes alimenticios para piscicultura como producto alternativo al uso de
residuos o tratamiento de aguas residuales (McKuin et al., 2022; Bartek et al., 2021; Sfez, et al.,
2015), asi mismo se han presentado ACV para procesos de biorrefineria o generacion de maltiples
componentes de valor afiadido incluyendo proteina para alimentacion animal (Herrera et al., 2021;
Sills et al., 2020), de igual manera se encuentran trabajos centrados Unicamente en la produccion
de proteina a partir de microalgas para su sustitucion parcial o total en la alimentacion animal,

especialmente en piscicultura (Maiolo et al., 2021; Rodriguez et al., 2019; Sills et al., 2020)
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Tabla 10 ACV de la produccion de componentes alimenticios para peces a partir de

microalgas
Objetivo Unidad Funcional Cepa Pais Referencia
Evaluacion del impacto ambiental de los 1k
bioestimulantes a base de algas y . g n/a Espafia  (Herrera et al., 2021)
- Biomasa seca
concentrados para acuicultura.
Cuantlflcamon_ de la huella ambiental del 1kg -3 Holanda (Davis et al., 2021)
aceite -3 de algas
Comparacion de los impactos del ciclo 1k Schizochytrium sp Estados
de vida entre el aceite de pescado y el de 9 - (McKuin et al., 2022)
; o . de aceite Unidos
algas para la alimentacion acuicola.
Evaluacion del impacto ambiental del 1 ton Crvpthecodinium
sustituto del aceite de pescado producido yp o (Bartek et al., 2021)
de DHA cohnii
por algas.
Evaluacion del impacto ambiental de las Alemania .
algas a escala industrial para la 1kg Nannochloropsis sp (Schade & Meier,
Biomasa seca 2020)

produccién de alimentos

Comparar un conjunto de fuentes de
proteinas (incluidas las algas) como
sustitutos de la harina de pescado
utilizando el ACV.

Produccion a gran escala de algas

Andlisis de la viabilidad de vincular una
instalacion FMFO y una planta de
produccion de algas

1 ton
Proteina Cruda

1kg
Biomasa seca

Harina de algas
(ton/h)

Tisochrysis lutea . .
Italia (Maiolo et al., 2021)

Tetraselmis suecica (Morales et al., 2020)

Francia

Scenedesmus
almeriensis

(Rodriguez et al.,

Argentina 2019)

Teniendo en cuenta lo anterior, el objetivo de esta seccidn consistio en evaluar los impactos
ambientales asociados a la produccion de 1 kg de biomasa para alimentacion animal en
piscicultura, cultivada en efluentes de piscicultura como medio de cultivo, para lo cual se
modelaron cuatro escenarios con dos alternativas de downstream utilizando la metodologia de

ACV.
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4.1.13. Metodologia
Definicion del objetivo y alcance
El objetivo de este trabajo es modelar el impacto ambiental de la produccién de 1 kg de
biomasa microalgal utilizando aguas residuales post-cultivo procedentes de piscifactorias
continentales como alternativa sostenible para la generacién de concentrados alimenticios para

peces.

Unidad funcional

La Unidad Funcional (UF) utilizada en este estudio es 1 kg de biomasa procesada en cuatro
escenarios: (1) Algal Life Feed (ALF), (2) Algal Life Feed con nutrientes reciclados (ALF+Rn),
(3) Biomasa peletizada (PB) y (4) Biomasa peletizada con nutrientes reciclados (PB+Rn). Los
limites del estudio se definieron: "de la puerta a la puerta”, empezando por la inoculacion y
bioaumentacion de las algas, seguido por su produccion en reactores de canal y su recoleccion y
envasado.

Proceso de produccion

El alga utilizada en este estudio es una cepa de Chlorella sp. (CHLO_UFPS010). Las
cinéticas de biomasa, nitratos y fosfatos se obtuvieron de Garcia-Martinez et al (2022b), mientras
que los datos relativos a la eliminacion de CO2. consumo energético, transferencia de masa, agua

residual producida y biomasa total producida se obtuvieron de Garcia-Martinez et al (2022a)
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Evaluacion del impacto del ciclo de vida

El Inventario de Ciclo de Vida (ICV) desarrollado considera todos los procesos del sistema
en primer plano, en el que los datos primarios corresponden a todos los flujos de entrada y salida
que se obtuvieron a escala piloto, estos se consideraron también para el escenario a escala
industrial. Los datos secundarios para el sistema de fondo en el ACV completo consideran la base
de datos Ecoinvent como la principal fuente de datos (Wernet et al., 2016). El andlisis de Impactos
de Ciclo de Vida (AICV) se realizé considerando un afio de funcionamiento de la planta industrial.
En adelante, los datos AICV y el modelo de evaluacién se compilaron utilizando el software
SimaPro® version 9.4. Los impactos ambientales potenciales se calcularon segun el método de
punto medio ReCiPe 2016 (enfoque jerarquico) (Huijbregts et al., 2017), que se centra en
cuestiones medioambientales, por lo que es el método mas adecuado para este estudio. Las
categorias de efectos que se evaluaron fueron calentamiento global, agotamiento del ozono
estratosférico, eutrofizacion de agua dulce, eutrofizacion marina, ecotoxicidad terrestre,
ecotoxicidad de agua dulce, ecotoxicidad marina, toxicidad cancerigena humana, escasez de
recursos fosiles y consumo de agua. Ademas, no se consideraron las emisiones a largo plazo para

ninguno de los dos escenarios.

4.1.14. Resultados

Inventario de Ciclo de vida

La Fig. 18 presenta un resumen del inventario del ciclo de vida utilizado para la produccion

de biomasa de microalgas de los 4 escenarios propuestos. Tal como se ha mencionado los
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escenarios propuestos estan con la unidad funcional propuesto, sin embargo, es importante aclarar
que, durante el tratamiento de aguas residuales con microalgas, se obtienen aguas residuales
tratadas y biomasa de microalgas, que pueden considerarse como coproductos, teniendo cada uno
responsabilidad sobre los impactos ambientales que se han producido. Sin embargo, para evitar la
asignacion de estos impactos, se llevo a cabo la expansion de la frontera del sistema, asi como
aplicado por Arashiro et al. (2018) y Colzi Lopes et al. (2018). Con este procedimiento, previsto
por la norma ISO 14040, el sistema multifuncional es tratado como mono-funcional. La biomasa
de microlagas fue sefialado como el objetivo del proceso, de modo que el tratamiento de las aguas
residuales fue abordado como una forma de reducir el impacto ambiental de la biomasa. Sin utilizar
aguas residuales, se necesitaria agua del grifo y fertilizantes que contuvieran nitrégeno (N) y
fosforo (P) para abastecer el crecimiento de las microalgas en medios sintéticos. Por lo tanto, estos
se tomaron como productos evitados, segun lo propuesto por Castro et al. (2020a) y Souza et al.
(2019), ya que el agua y los nutrientes estan presentes en las aguas residuales.

Sin embargo, también es importante aclarar que dependiendo del origen del agua residual
y Su composicion es necesario realizar procesos de dilucion o de suplementacion de nutrientes con
el fin de, ya sea mejorar la produccion de biomasa y las productividades de metabolitos interés o
favorecer el consumo de otros componentes dentro de dichos residuos (Osundeko et al., 2019).
Teniendo en cuenta lo anterior y de acuerdo con la caracterizacion del agua de piscicultura
realizada en Garcia_Martinez et al., (2022a), fue necesario adicionar fuentes de nitratos y fosfatos
para enriquecer el agua residual utilizada como medio de cultivo, lo que permiti6 mejorar el
consumo de carbono organico presente y favorecer la produccion de metabolitos de interés. En

concordancia con el balance de materia del proceso, en la figura 19a 'y 19b se incluyen los nitratos
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y fosfatos residuales dentro de las corrientes de salidas de los sistemas, mostrados como residuos,
los cuales contribuyen de forma directa en los indicadores de eutrofizacion del agua dulce y
eutrofizacién marina generando una alta carga contaminate al sistema evaluado (figura 19),

desconociendo el potencial uso de dichos componentes para su reutilizacion.

Figura 19 Escenarios evaluados en el ACV
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Las figuras 19c y 19d representan los sistemas PELLET OPTIMIZED y LIQUID
OPTIMIZED, en los cuales se resalta el aprovechamiento de los residuos de nitratos y fosfatos
generados, asi como el re-uso del agua como parte del medio de cultivo. El reaprovechamiento
estos componentes evidencia una mejora sustancial del proceso, tal como lo confirma en su estudio
Thielemann et al., (2021) donde se determind que el cultivo de algas heterétrofas en combinacion
con técnicas de aprovechamiento de residuos puede contribuir de forma importante a la mitigacion

del cambio climético y a las medidas de desarrollo sostenible y al mismo tiempo a la conservacién
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de los recursos. Por lo tanto, el cultivo de microalgas basado en aguas residuales tiene el potencial
de mejorar sustancialmente la economiay la sostenibilidad de la produccién de metabolitos de alto
valor a través de la reduccion tanto del requisito de suministro de nutrientes externos como de la

huella de agua dulce (Nishshanka et al., 2021b).

Evaluacién de Impacto

La figura 20 muestra los impactos ambientales asociados a los cuatro escenarios
propuestos: (1) LIQUID, (2) LIQUID OPTIMIZED, (3) PELLET y (4) PELLET OPTIMIZED,
para las diez categorias evaluadas: Calentamiento global (Global Warming: kg CO: eq),
Agotamiento de ozono (Stratospheric Ozone Depletion: kg CFC11 eq), Eutrofizaciéon de agua
dulce (Freshwater Eutrophication: kg P eq), Eutrofizacion marina (Marine Eutrophication: kg N
eq), Ecotoxicidad terrestre (Terrestrial Ecotoxicity: kg 1,4-DCB), Ecotoxicidad de agua dulce
(Freshwater ecotoxicity: kg 1,4-DCB), Ecotoxicidad marina (Marine ecotoxicity: kg 1,4-DCB),
Toxicidad carcinogénica en humanos (Human carcinogenic Toxicity: kg 1,4-DCB), Escasez de
recurso fosil (Fossil Resource Scarcity: kg oil eq) y Consumo hidrico (Water consumption: m®).
Estas categorias son apropiadas para el estudio y también se han empleado en otros trabajos
relacionados con la biomasa de microalgas (Arashiro et al 2022; Souza et al., 2019).

De acuerdo con los resultados, se resalta la contribucion del nitrato de sodio NaNOs en las
categorias: calentamiento global (15,29 kg de CO>), agotamiento de ozono (0,0001309 kg CFC11
eq), Eutrofizacion marina (0,01271 kg de N eq), Ecotoxicidad terrestre (55,334 kg 1,4-DCB),
Ecotoxicidad de agua dulce ( 0,009 kg 11,4-DCB), Ecotoxicidad marina (0,0396 kg 11,4-DCB)

Toxicidad carcinogénica en humanos (0,1448 kg 11,4-DCB) y Escasez de recurso fésil (2,7054 kg
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de oil eq) para los sistemas LIQUID y PELLET, en los cuales es suministrado este componente
como nutriente que permite enriquecer las aguas residuales de piscicultura usadas como medio de
cultivo. Lo que evidencia el efecto adverso que este componente genera al medio ambiente y la
necesidad de buscar alternativas tales como el uso de componentes residuales ricos en nitratos ya
sea del mismo sistema piscicola o de otras fuentes residuales desaprovechadas. En ese sentido, es
posible destacar los efectos positivos de la recirculacion de dichos nutrientes para los sistemas
LIQUID OPTIMIZED y PELLET OPTIMIZED logrando el consumo de casi el 96% de nitratos y
89% de fosfatos. Comparando los sistemas de produccion de biomasa de microalgas a partir de
agua residual de piscicultura se puede identificar que los sistemas donde se realizo la reutilizacion
de nutrientes presentaron los menores impactos ambientales para las categorias mencionadas.
Estos resultados son congruentes con lo descrito por Mohd Nasir et al., (2023) donde determinaron
que todos los escenarios que incorporaban microalgas en la materia prima presentaban valores
negativos para las categorias de eutrofizacion, incluida la eutrofizacion marina y la eutrofizacién

de agua dulce (Mohd Nasir et al., 2023).
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Figura 20 Evaluacion de los impactos ambientales
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De igual manera, Mu et al (2014) obtuvieron valores negativos para eutrofizacion (-0,052
kg de N-eg/km de transporte vehicular) al producir biomasa algal con fines energéticos
(combustibles a partir de procesos piroliticos). Lo anterior permite establecer que las microalgas
cultivadas a partir de aguas residuales desempefian un papel fundamental a la hora de proporcionar
beneficios y reducir los impactos de la eutrofizacion mediante la eliminacién de nutrientes
(compuestos de N y P) del efluente de aguas residuales.

Otro de los aspectos significativos es la evaluacion del recurso hidrico y el ajuste necesario
para su reutilizacion dentro del proceso. Se evalud tanto el agua de entrada (wastewater_IN) como
la de salida del proceso (wastewater OUT) y los impactos que estos generan a los escenarios
planteados. En la figura 20 se muestra los impactos para estas corrientes, se destaca los valores
negativos para el agua de entrada, tanto para los sistemas LIQUID y PELLET como para su version
OPTIMIZED, especificamente en los impactos: Eutrofizacion de agua dulce, Eutrofizacién
marina, Ecotoxicidad de agua dulce, Ecotoxicidad marina y Toxicidad carcinogénica en humanos,
esto debido al aprovechamiento de agua residual y al retiro de esta del medio ambiente.

Estudios similares determinaron que las categorias de agotamiento del ozono
estratosférico, escasez de recursos minerales y consumo de agua se vieron favorecidas debido a
que en la etapa de crecimiento de las microalgas se utilizaron aguas residuales y evitando el agua
del grifo y los fertilizantes, lo cual es suficiente para reducir los impactos de otras etapas del ciclo
de vida (Marangon et al., 2021). Por otra parte, Schneider et al. (2018) compararon el uso de aguas
residuales y un medio de cultivo sintético (NPK) en el crecimiento de microalgas. De acuerdo con
los autores el escenario de aguas residuales fue menos impactante en 17 de las 18 categorias de

impacto. El uso de aguas residuales como medio de cultivo para el crecimiento de microalgas
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también act(ia en la compensacién medioambiental al promover su tratamiento y evitar el uso de
fertilizantes. De igual manera en estudios como el de Raghuvanshi et al. (2018) también
compararon el crecimiento de microalgas en agua limpia y en aguas residuales, encontrando
menores impactos ambientales en las etapas desde el crecimiento hasta la valoracion de la biomasa

microalgal en biodiésel cuando se utilizaron aguas residuales.

Normalizacion

La Figura 21 muestra los resultados globales de las 10 categorias de impacto ambiental de
la ACV. Dado que estas categorias se expresaron en unidades de referencia diferentes, el grafico
muestra los valores normalizados de cada categoria. La normalizacion se utiliz6 para identificar
en qué medida una categoria de impacto tenia un valor relativamente alto o bajo. Este
procedimiento se llevd a cabo para aclarar cual de los escenarios tenia el mejor potencial
medioambiental. Ambos escenarios tienen aportes considerablemente impactantes en diferentes
categorias, y es importante saber cual de ellos causa la mayor presion sobre el medio ambiente, es
de aclarar que un valor negativo indica un impacto ambiental reducido o nulo.

Para los escenarios OPTIMIZED, todas las categorias de impacto reportan un valor
negativo a excepcion del consumo de agua, esto se debe basicamente a que independientemente
de que se hace uso de agua residual en el proceso esto implica también un uso del recurso agua y
por ende se reporta este impacto al sistema. De igual manera, es importante destacar que el
tratamiento de aguas residuales es una actividad con un alto impacto, pero no se puede evitar; Por
ello se debe buscar la reduccién de los diferentes impactos negativos mediante la reutilizacién del

agua, la produccién de energia y la recuperacion de nutrientes (Hao et al., 2019).
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Figura 21 Normalizacion de los impactos ambientales
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Se puede identificar que para los 4 escenarios evaluados los sistemas LIQUID y PELLET
presentan efectos ambientales negativos en todas las categorias de impacto destacandose
Toxicidad carcinogénica en humanos, mientras que los sistemas LIQUID OPTIMIZED y PELLET
OPTIMIZED muestran efectos positivos, lo que permite seleccionar estos escenarios como los que
menos efectos negativos generan al medio ambiente.

Asi, se entiende que el aprovechamiento de las aguas residuales piscicolas se hace un
elemento fundamental que permite mejorar ambientalmente no solo el proceso de produccion de
biomasa microalgal si no que impacta de forma positiva en los sistemas piscicolas, generando un

proceso sostenible enmarcado dentro de una economia circular.

4.1.15. Conclusiones
El andlisis de ciclo de vida realizado permitio identificar que el componente que genera
mas presion sobre el medio ambiente es la adicion de NaNOs como elemento que permite

enriquecer el agua residual piscicola para mejorar la produccién de biomasa microalgal y favorecer
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el consumo de otros componentes contaminantes presentes en dichos efluentes, esto se evidencia
en las categorias: calentamiento global (15,29 kg de CO3), agotamiento de ozono (0,0001309 kg
CFC11 eq), Eutrofizacion marina (0,01271 kg de N eq), Ecotoxicidad terrestre (55,334 kg 1,4-
DCB), Ecotoxicidad de agua dulce ( 0,009 kg 11,4-DCB), Ecotoxicidad marina (0,0396 kg 11,4-
DCB) Toxicidad carcinogénica en humanos (0,1448 kg 11,4-DCB) y Escasez de recurso fosil
(2,7054 kg de oil eq) para los sistemas LIQUID y PELLET

Los resultados obtenidos confirman la importancia de la reutilizacion del agua residual
piscicola y los nutrientes en el sistema de produccién de biomasa lo que se representa como un
impacto positivo en el analisis de normalizacion de los indicadores de impacto ambiental,

determinando que los mejores escenarios son LIQUID OPTIMIZED y PELLET OPTIMIZED
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Conclusiones
En este trabajo fue desarrollada y aplicada una nueva Metodologia del disefio y
construccion de un sistema de Fitorremediacion de un Complejo de Recirculacion Acuicola
del aprovechamiento sostenible de aguas Post-Consumo mediante la aplicacion de
conceptos de economia circular y cero residuos. La metodologia esta basada en tres
componentes claves del desarrollo sostenible: disefio de un sistema novedosa de
Fitorremediacion junto con el andlisis de Ciclo de Vida y validacion econdémica. Se probé
la capacidad de las aguas residuales de un sistema de pesca continental en Colombia (Norte

de Santander) como medio de cultivo para Chlorella sp. y Scenedesmus sp.

Se evaluo la simulacion de este sistema para su transformacion en alimento sostenible para
peces utilizando el software Designer® y se evaluaron los impactos ambientales de la
produccion de 1 kg de biomasa para alimentacion animal cultivada en efluentes pesqueros

mediante el método de evaluacion del ciclo de vida utilizando el software Simapro.

Los resultados mostraron que la adicion de NaNOs (0,125 g/L), KoHPO4 (0,075 g/L),
KH2PO4 (0,75 g/L), y NaHCOs (0,5 y 2 g/L para Chlorella sp. y Scenedesmus sp.
respectivamente) aumenté significativamente la biomasa de Chlorella sp. (0,87 g/L) y

Scenedesmus sp. (0,83 g/L).
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Es posible producir hasta 11.875 kg/afio (31,3 kg/dia) con un costo de produccion de hasta
18 (USD/kg) para la biomasa seca y 0,19 (USD/botella 500 ml de biomasa) para la biomasa

concentrada.

Se estableci6 la cinética de crecimiento de la biomasa dependiente del sustrato con una
produccion maxima de 1,25 g/L al cabo de 15 dias y una eliminacion del 98% del N

disponible junto con un 20% del P.

Se determind que los efectos medioambientales se redujeron al utilizar aguas residuales
como fuente de agua y nutrientes, alcanzando valores de impacto negativos, presentando
como Unica excepcion el consumo de agua, mientras que el analisis de los impactos
normalizados mostré que los resultados mas significativos estan dentro de la categoria

relacionada con la toxicidad.

La metodologia desarrollada puede ser utilizada para el disefio y construccién de los
sistemas de fitorremediacion para el aprovechamiento de aguas post-consumo de sistemas

piscicolas en diferentes regiones, impactando asi en el desarrollo sostenible del pais.



METODOLOGIA PARA LA FITORREMEDIACION Y EL APROVECHAMIENTO DE

AGUAS PISCICOLAS 90

Recomendaciones
Evaluar el aprovechamiento de los lodos residuales en la etapa de tratamiento del agua
residual generada de los cultivos de peces ya sea para obtener nutrientes para enriquecer el
agua utilizada para el cultivo de microalgas 0 como materia prima para la generacion de

energia mediante biodigestion.

Evaluar el crecimiento y comportamiento del cultivo de los peces en el agua residual tratada
luego del cultivo de alga. De igual manera, evaluar el consumo y efecto de la biomasa

producida como suplemento alimenticio de los peces.

Establecer el consumo energético total del proceso y su remplazo por energias alternativas
que puedan ser implementadas en zonas con dificultades de acceso a la energia eléctrica

del pais.
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Principales publicaciones obtenidos en la tesis

Durante el desarrollo de la tesis doctoral, se resaltan los siguientes resultados

Cuatro (4) articulos publicados en revistas homologadas ante MINCIENCIAS:
Garcia-Martinez, J. B., Sanchez-Tobos, L. P., Carvajal-Albarracin, N. A., Barajas-
Solano, A. F., Barajas-Ferreira, C., Kafarov, V., & Zuorro, A. (2022). The Circular
Economy Approach to Improving CNP Ratio in Inland Fishery Wastewater for
Increasing Algal Biomass Production. In  Water (Vol. 14, Issue 5).
https://doi.org/10.3390/w14050749
(Q1_SCOPUS A1_MINCIENCIAS)

Garcia-Martinez, J. B., Contreras-Ropero, J. E., Urbina-Suarez, N. A., Lopez-Barrera,
G. L., Barajas-Solano, A. F., Kafarov, V., Barajas-Ferreira, C., Ibarra-Mojica, D. M.,
& Zuorro, A. (2022). A Simulation Analysis of a Microalgal-Production Plant for the
Transformation of Inland-Fisheries Wastewater in Sustainable Feed. In Water (\Vol. 14,
Issue 2). https://doi.org/10.3390/w14020250

(Q1_SCOPUS A1_MINCIENCIAS)

Garcia-Martinez, J. B., Urbina-Suarez, N. A., Zuorro, A., Barajas-Solano, A. F., &
Kafarov, V. (2019). Fisheries wastewater as a sustainable media for the production of
algae-based products. Chemical Engineering Transactions, 76.
https://doi.org/10.3303/CET1976224

(Q3_SCOPUS B_MINCIENCIAS)

Géamez-Ortiz, L.P., Gonzélez-Soto, M. J., Perez-Roa, M. E., Garcia-Martinez, J. B.,
Urbina-Suarez, N. A., and Diaz-Castafieda, C. E. (2019). Bioconversion of post-culture
wastewater from farm fisheries for the production of high-value algal biomass. Journal
of Physics, Conference series, 1388 012036 DOI 10.1088/1742-6596/1388/1/012036
(Q3_SCOPUS B_MINCIENCIAS)
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Codireccion de dos (2) tesis de maestria en Ingenieria Quimica

Titulo: Evaluacion de sistemas piloto de lodos activados y UASB para el
aprovechamiento de efluentes tratados de aguas residuales domesticas de Cucuta (Norte
de Santander) en cultivos de Chlorella sp., mediante la metodologia del analisis de ciclo
de vida.

Estudiante: Michael Edgardo Pérez Roa.

Programa: Maestria en Ingenieria Quimica

Institucion: Universidad Industrial de Santander

Estado: Terminada

Titulo: Transformacion de lixiviados del Parque Tecnolégico Ambiental Guayabal
(VEOLIA S.A.S. E.S.P.) en productos de valor agregado mediante el uso de microalgas
y cianobacterias”.

Estudiante: Marfa Daniela Ortiz Alvarez.

Programa: Maestria en Ingenieria Quimica.

Institucion: Universidad Industrial de Santander

Estado: En curso.

Codireccion de cuatro (4) tesis de pregrado

Titulo: Bioconversion de efluentes piscicolas para la produccion de biomasa algal de
alto valor agregado.

Estudiantes: Lynda Valentina Carrefio Villarreal, Carlos Simén Gonzalez Acevedo.
Programa: Ingenieria Quimica.

Institucion: Universidad Industrial de Santander

Estado: Terminado
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Titulo: Evaluacion preliminar del potencial de la biomasa algal producida en efluentes
piscicolas.

Estudiante: Lyda Marcela Chacon Figueroa.

Programa: Ingenieria Quimica.

Institucion: Universidad Industrial de Santander

Estado: Terminado

Titulo: Evaluacion de la capacidad de biorremediacion de aguas post-consumo de
piscicultura mediante el uso de microalgas y cianobacterias.

Estudiante: Neddy Finrley Ariza Perez.

Programa: Ingenieria Ambiental.

Institucion: Universidad Francisco de Paula Santander

Estado: Terminado

Titulo: Evaluacion del efecto de la fuente de carbono para la producciéon de biomasa
microalgal utilizando efluentes piscicolas como medio de cultivo.

Estudiantes: Nicolaz carvajal albarracin, Leidy Paola Sanchez Tobos.

Programa: Ingenieria Biotecnoldgica

Institucion: Universidad Francisco de Paula Santander

Estado: Terminado
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Diez (10) presentaciones en eventos internacionales

Application Of Microalgal Strains from Inland Fisheries for The Production of Algal
Feed Through the Removal on Excess Nutrients. The 7th Conference of the
International Society for Applied Phycology (ISAP2021). Online conference, May 14
to August 13, 2021.

Bioconversion of Fisheries Farm Wastewater for the Production of Algal Biomass of
High Value. 3" International Conference on Technologies & Business Models for

Circular Economy. on-line, Slovenia, 15 December 2020.

Improvement of Colombian Aquaculture Hydric Sustainability: Application of
Phytoremediation Process Under a Circular Economy Scheme. International
Conference on Technologies & Business Models for Circular Economy. Portoroz,
Slovenia. 05-09-2018.

Bio-conversion de aguas post- consumo piscicola para la produccion de biomasa algal
de alto valor agregado. 5th International Week of Science, Technology & Innovation.
Universidad Francisco de Paula Santander. Cucuta-Colombia, 20-11-2018.

Valuacion de la capacidad de biorremediacion de aguas post-consumo de piscicultura
mediante el uso de microalgas y cianobacterias. 6th International Week of Science,
Technology & Innovation. Universidad Francisco de Paula Santander. Cucuta-
Colombia. 20-11-20109.

Determinacion de fuentes de carbono en la produccion de biomasa de microalgas
cultivadas en aguas residuales de piscicultura. 7th International Week of Science,
Technology & Innovation. Universidad Francisco de Paula Santander. Cucuta-
Colombia. 10-09-2020.
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Sustainable Production of Industrially Relevant Microalgae-based Metabolites. 8th
International Week of Science, Technology & Innovation. Universidad Francisco de
Paula Santander. Cucuta-Colombia. 21-09-2021.

Aislamiento, e identificacién de microorganismos aislados de termales ubicados en
Norte de Santander. Il Seminario Internacional Catatumbari, Universidad Francisco
de Paula Santander. Ocafa-Colombia 13-10-2021.

Eliminacion de nutrientes y pesticidas de la escorrentia agricola utilizando algas y
cianobacterias. Il Simposio Internacional y Simposio Nacional de Desarrollo Rural,
Agroecologia y Sostenibilidad. Bogota, 13-10-2021.

Biodiversidad de cianobacterias y microalgas en sistemas de piscicultura continental.
I11 Congreso Internacional de Ciencias Agrarias y Ambientales. Cambio climatico y
produccidn agropecuaria sostenible. Bogota, 5-11-2021
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