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Resumen—A nivel mundial se reconoce que la ganaderia es
de las principales fuentes de gases de efecto invernadero, como
los son el CO2, CH4 y NHy, siendo que, junto con el insistente uso
de combustibles fosiles y deficiente gestion de residuos
agroindustriales, hace suponer que se alcanzarin 2.8°C de
incremento en la temperatura global para finales del siglo XXI.
En los ultimos afios se ha puesto atencion en el uso de microalgas
y cianobacterias para el tratamiento biolégico de aguas
residuales en efluentes secundarios. En este trabajo se ha
observado la presencia de la posible cianobacteria Spirulina
(Arthrospira) en muestras de agua procedentes de una laguna de
oxidaciéon para tratamiento de agua residual municipal en
Marin N.L. Simultdneamente, se ha evaluado la produccion de
biogas a partir del estiércol de cerdo al 60% en una emulsion
preparada a nivel laboratorio para utilizar el CO: en el
crecimiento y produccion de biomasa de la cianobacteria
detectada en los efluentes colectados

Palabras clave— Microalgas, Remocion de Nutrientes,
Residuos Agroindustriales, Aguas Residuales, Biomasa.

I. INTRODUCCION

A nivel mundial se reconoce que la combustion de
combustibles fosiles es la principal causa del calentamiento
global. Sin embargo, la ganaderia es también una de las
principales fuentes de gases de efecto invernadero (GEI) y
especificamente la fermentacion de estiércoles el proceso
mas relevante de su emision a la atmosfera [1]. Lo anterior,
aunado a una demanda creciente por combustibles, alimento
y la deforestacion. Lo anterior, se refleja en una tendencia
creciente en las emisiones de CO,, CHs y NOy haciendo
suponer que para finales del presente siglo se alanzaran los
2.8°C en el calentamiento global, con respecto a la era
preindustrial [2], muy por encima de los 1.5°C que se
estableci6 como limite maximo para contener este
calentamiento por el Acuerdo de Paris 2015, durante la XXI
Conferencia sobre Cambio Climatico [3]. En este sentido, el
incremento en la concentracion de CO; en la atmosfera sigue
latente tanto que ha alcanzado 421 ppm en 2022, un aumento
de 1.8 ppm con respecto al afio anterior. Estos valores,

calculados por la NOAA [4] son comparables a los del
periodo del Plioceno, hace 4.1-4.5 millones de afos.

En el caso especifico de México, el ganado bovino y
porcino son también de los de mayor aportacion a los GEI;
por ejemplo, en el periodo de 1990-2018 las emisiones a
partir de la fermentacion entérica y la digestion del estiércol
en el pais fueron en promedio 55,058.9 Gg de CO; al afio,
presentando un incremento del 7.4% en ese periodo [5].

Entre las diversas opciones para contener el calentamiento
global se encuentran las microalgas que funcionan como
biocatalizadores en la conversion del CO, a compuestos
metabolicos fotosintéticos, donde el 50% de la biomasa en
peso seco es obtenido a partir de esta conversion. Por esta
razén, nunca como en las ultimas décadas se ha investigado
el secuestro de CO, como fuente de carbono en la produccion
de microalgas [6-7], ya que este gas es necesario para sus
procesos bioldgicos; ademas, de luz, pH, temperatura y
nutrientes. Bajo este enfoque, la fijacion de CO, mediante
microalgas puede ser una opcion para la disminucion de los
GEI ademas de producir productos de valor agregado y ser
una opcidn en el tratamiento de aguas residuales.

Con respecto al cultivo de estos microorganismos,
diversos experimentos han observado que los rangos de
concentraciones de CO;, para la produccion de biomasa y
fijacion del gas son alrededor del 0.03% al 15%, siendo
Chlorella vulgaris de las especies de menor concentracion,
con alrededor del 4%. Sin embargo, el pH es de relevancia
para evitar la pérdida por volatilizacion tanto de CO, como
de otros gases importantes en la produccion de biomasa [8-
10] y generacion de productos de valor agregado como
alientos y biocombustibles [11]

En los ultimos afios, el uso de microalgas nativas ha sido
estudiado para el tratamiento de efluentes secundarios de
aguas residuales para la produccion de biomasa [12]
mediante consorcios nativos [13]. En todos los sistemas de
tratamiento existen consorcios alga-bacteria donde estos
desempefian un papel fundamental en la eliminacién



sinérgica de nutrientes, gracias al complejo intercambio
nutricional y de metabolitos entre las microalgas y las
bacterias asociadas [ 14].Un ejemplo de estos sistemas son las
lagunas de oxidacion donde la diversidad de microalgas es un
componente intrinseco que hace posible la remocién de
nutrientes de los efluentes de agua residual que son vertidos
en estos sistemas para su tratamiento.

El proposito del presente trabajo de investigacion es aislar
¢ identificar microalgas nativas para la produccion de
biomasa y remocion de nutrientes en un ambiente
enriquecido con biogas proveniente de la fermentacion de
estiércol porcino. Los objetivos especificos son: a) Aislar
especies nativas de microalgas a partir de una laguna de
oxidacion, b) Evaluar en un sistema a nivel laboratorio la
adicion de CO; a partir de la fermentacion de estiércol
porcino, ¢) Examinar los valores de remocion de nutrientes y
produccion de biomasa a partir del sistema experimental.

II. MATERIALES Y METODOS

A. Colecta de microalgas en laguna de oxidacion.

Las muestras de agua fueron tomadas por muestreo
puntual de una laguna de oxidacion en Marin, Nuevo Ledn
(25°52'41.91"N, 100° 2'44.34"0O, Imagen 1) con el uso de
frascos de boca ancha. El montaje experimental se llevo a
cabo en el Laboratorio de Biotecnologia Microbiana en el
Centro de la Facultad de Agronomia (FA-UANL).

Los datos abidticos de la toma de muestra fueron
temperatura (°C) y el pH, asi como materia organica (DQO)
y parametros fisicoquimicos como carbonatos, bicarbonatos,
calcio, magnesio, sulfatos, sodio, cloro, aniones y cationes en

el Laboratorio de Suelos, Plantas y Aguas en la Unidad Marin.

B. Produccion de biogds.

Se contabilizé la produccion de biogés producido a partir
de muestras de estiércol de cerdo durante un periodo de 20
dias por el método de desplazamiento de volumen con tres
tratamientos; 40 g de estiércol y 20, 40 y 60% de agua
destilada en botellas de vidrio de 120 mL realizando una
prueba estadistica para la comparacion de medias en la
produccion de biogas a un nivel de significancia de p menor
igual a 0.05 con tres repeticiones y un control.

C. Identificacion morfologica de microalgas.

Para la identificacion de las especies se implementaron las
claves dicotomicas de [15-19]. Las microalgas fueron
colectadas en una muestra de agua residual de 1 L. La
muestra fue colocada en tubos conicos de sedimentacion de
1 L'y se dejo reposar 16 h para la sedimentacion de la materia
organica. Del sobrenadante del embudo de sedimentacion, se
tom6 una alicuota para su observacion al microscopio y la
deteccion y cuantificacion, mediante la cdmara de Sedgwick-
Rafter, de la microflora y microfauna dominante utilizando
un microscopio VE-BC3 Plus (VELABTM) con camara
digital en el cabezal y el programa TCapture (v. 3.4.0.605)
para la captura de imagenes en un equipo de computacion
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conectado a la camara. Una vez determinada la concentracion
del o los microorganismos dominantes se procedio a inocular
con 50 mL de sobrenadante 450 mL de medio Zarrouk (MZ)
de acuerdo con Prasad y col. [20] y Adir y Col. [21] en un
matraz Erlenmeyer de 500 mL para evaluar su capacidad de
crecimiento bajo una intensidad de luz de 500 pmolem?s?y
bombeo de aire estéril para evitar contaminacion de
macroorganismos en el aire con bombas OC-5 (OceanAqua®)
a 500 mLemin' a una temperatura de 35°C durante dos
semanas y un fotoperiodo de 16:0. Alicuotas de 1 mL fueron
tomadas diariamente de los matraces de crecimiento con
micropipeta Pasteur de vidrio esterilizadas dentro de
campanas de flujo laminar. El conteo se realizo siguiendo una
trayectoria horizontal y otra vertical desde el inicio de la
celda hasta el final. Las células de cada trayectoria se
dividen entre el numero de celdas cuantificadas. La
concentracion se determindé mediante la siguiente ecuacion
(Ec. 1):

Y.(Células totales)

Ec. 1 #células = Y (Celdas totales)

«1000mL (1)

III. RESULTADOS Y DISCUSION PRELIMINARES
A. Caracterizacion fisicoquimica del agua

En la Tabla 1 se presentan los valores de los parametros
fisicoquimicos de la zona de muestreo. Los valores muestran
un caracter de moderada alcalinidad, el cual podria
predisponer la presencia de cianobacterias pertenecientes al
grupo de Arthrospira debido a la alta presencia de
bicarbonatos que mantienen a la laguna como una fuente
adecuada para el riego agricola, ya que forma parte del
proceso final de la laguna de oxidacion y tiene baja cantidad
de sodio, aunque condicionada por la cantidad de cloro.

TABLA L
PARAMETROS FISICOQUIMICOS DE LA LAGUNA DE OXIDACION, MARIN,
NL. SE = SALINIDAD EFECTIVA, SP = SALINIDAD POTENCIAL, RAS =
RELACION DE ABSORCION DE SODIO, CSR = CARBONATO DE SODIO
RESIDUAL, PSP = PORCIENTO DE SODIO PROBABLE.

Parametro Unidad  Valor
pH 8.9
CE mS 0.66
Ca* MeqeL"! 6
Mg* MegqeL! 1.7
COs MegqeL! 0

HCO3 MegqeL! 4.4
Clr Megqe-L"! 2.55
SOs MegeL! 0.0
Aniones  MeqeL"!
Na* MeqeL-! 0
Cationes ~ MeqeL™! 7.7
SE Megqe-L"! 3.3




SP MeqeL! 2.55
RAS MeqeL! 0
CSR MeqeL! 0
PSP % 0
DQO 419 mgO2/L

B. Produccion de gas

A partir de las técnicas mencionadas, se ha evaluado la
proporcion de humedad adecuada para la produccion de CO»
proveniente de las excretas porcinas a las cepas por
seleccionar de microalgas. En la Fig. 1 se puede observar que
a partir del segundo dia se presenta el aumento en la cantidad
de gas producido incluso aunque no haya diferencia
significativa (p>0.05) conforme al promedio en la produccion
de gas entre los tres tratamientos.

ml de agus
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o

\.’ ), _.//"'\u\./m._ <
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Fig. 1. Promedio de agua (mL) desplazada con respecto a la
concentracion de humedad en 40 g de estiércol porcino fresco a
través del tiempo. Simbologia: 20% = azul, 40% = naranja, 60% =
gris.

C. Identificacion de microalgas

Adicionalmente se ha logrado identificar al momento seis
posibles géneros. Morfoldgicamente caracterizados mediante
las y claves dicotdmicas que se describen a continuacion (Fig.
2). Esta observacion permite distinguir que Spirulina
(Arthrospira) es la de mayor dominancia.

Euglena Ehrenberg (1830)
Euglenaceae
Euglenales

Las células contienen grandes cuerpos paramilonares y los
cloroplastos son numerosos. Células alargadas-cilindricas,
grandes cuerpos paramilonares, en forma de bastoncillos.
Células libres (Fig. 2.A).

Ankistrodesmus Corda
Selenastraceae
Sphaeropleales
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Células solitarias, vagamente agrupadas en haces,
entremezcladas con otras algas, sin envoltura de mucilago,
estrechamente afiladas hacia cada extremo, a veces rectas,
generalmente curvadas; cloroplasto parietal, ¢ pirenoide,
hitoplancton de estanques y lagos, metafiton de acequias,
estanques y lagos (Fig. 2.C).

Haematococcus Flotow
Haematococcaceae
Chlamydomonadales

Las células son esféricas, varias vacuolas contractiles
distribuidas irregularmente y un cloroplasto en forma de copa
con multiples pirenoides. La acumulacion de hematocromo
suele provocar el color rojizo de los protoplastos (Fig. 2.D).

Planktosphaeria G.M. Smith
Schizochlamydaceae
Sphaeropleales

Células esféricas, unidas dentro de una amplia envoltura
de mucilago incoloro que a menudo es muy fina (células
raramente solitarias), células dentro de una colonia
normalmente contiguas, cloroplastos (en células maduras)
varios discos parietales (angulares, de cinco lados), cada uno
con un pirenoide, puede formar zoosporas biflageladas,
metafiton de cunetas, pantanos, estanques y lagos (Fig.2. E).

Chlorella Beijerink
Trebouxiophyceae
Chlorellales

Células esféricas, ovoides o elipsoides, solitarias o
agrupadas, cloroplasto en forma de copa o de placa, con o sin
pirenoide, fitoplancton de estanques y lagos (Fig. 2 B).

Arthrospira Stizenberger ex Gomont
Microcoleaceae
Oscillaterales

Los filamentos son solitarios y flotan libremente en el
plancton, o estan unidos en finas esteras, de color verde
azulado. Sin toxicidad conocida. Los tricomas son o cortos,
cilindricos, isopolares, enrollados en espiral de forma regular
o rara vez algo irregular, normalmente con espirales
relativamente grandes, a veces atenuados en los extremos,
con una anchura de espiral variable, ligeramente no
constrefidas, generalmente no moviles o raramente moviles
(deslizandose con rotacion en sentido horario o antihorario)
(Fig. 2.F y G).



Fig. 2. Géneros de cianobacteria y microalgas presentes en la laguna
de oxidacion. a) Euglena, b) Chlorella, c) Ankistrodesmus, d)
Haematococcus, ) Planktonsphaeria, f) y g) Spirulina
(Arthrospira). Aumento de 40x.

El conteo en la alicuota de la muestra de agua residual
mostr6 un total de 111,250 células en un mililitro, por lo que
los 500 mL al ser inoculados con 50 mL del sobrenadante del
agua residual se incorporaron al medio de cultivo 5.5
millones de células que representd el 10% de inéculo. El
analisis de crecimiento se presenta en el Fig. 3. En esta figura
es posible observar que el comportamiento de esta cepa de
Spirulina, presente en la laguna de oxidacion durante el
analisis de su crecimiento se observd un primer pico de
29,385 célulaseml™! al cuarto dia, seguido de un descenso a
23,014 célulaseml’'. El ajuste del fotoperiodo de 24:0 a 16:8
permitié observar un segundo pico de 30,471 célulaseml-1
dos dias después por lo que es necesario seguir evaluando
estas condiciones ya que no existe demasiada informacion
con respecto al aislamiento de cepas nativas de Arthrospira
[22, 23] y las condiciones adecuadas para su cultivo, como lo
son: salinidad, pH, luz, fotoperiodo, temperatura, agitacion y
CO, [22-29].
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Fig. 3. Desarrollo de crecimiento de Spirulina (Arthrospira). A

partir del quinto dia el fotoperiodo cambié de 24:0 a 16:8 y se
observa un aumento en el crecimiento hasta su muerte al décimo dia.

IV. CONCLUSION PARCIAL

Al momento se han logrado identificar seis géneros de
microalgas y cianobacterias pertenecientes a la laguna de
oxidacion con un caracter alcalino apto para riego. A
continuacion, se elegiran las especies que muestren un mejor
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crecimiento en laboratorio para evaluar su crecimiento con
biogas al 60% de humedad y biorremediacion.
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