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Resumen

Resumen

La sociedad de hoy en dia ha crecido considerablemente y tiene como objetivo la mejora
de la calidad de vida. Este crecimiento también ha traido como consecuencia un incremento
en la demanda energética basada principalmente en el uso de fuentes no renovables de
energia de origen fésil. Sin embargo, el impacto a nivel ambiental que ha tenido lugar ha
obligado a idear e investigar otras fuentes energéticas mas limpias para mitigar los impactos

ambientales que la produccién energética implica.

Desde hace mas de 50 afios se empezd a investigar en el uso de combustibles mas verdes
gue presentasen la misma eficiencia de los combustibles de origen fdsil, pero empleando
materias primas de origen biolégico para reducir las emisiones de CO; a la atmdsfera; es asi
como se penso en el biodiésel como una posible alternativa que con el paso de los afos ha
demostrado su potencialidad a nivel automotor y ambiental. Sin embargo, siguen siendo
escasos los paises que verdaderamente han cambiado su matriz energética y que han
alcanzado a cubrir las metas de los Objetivos de Desarrollo Sostenibles (ODS) previstas para el

2030.

En la intensa busqueda de materias primas para la obtencién de biocombustibles, los
microorganismos, y en especial las microalgas, se presentan como una alternativa de materia
prima interesante por las multiples ventajas asociadas a su facil crecimiento en diferentes
cuerpos de agua y condiciones climaticas; sin embargo, a escala industrial, las biorrefinerias
basadas en microalgas presentan problemas en las diferentes etapas de la produccion para
obtener volumenes de biocombustibles que puedan reemplazar la demanda que hoy en dia se
cubre con los combustibles de origen fésil. Ademas, los balances energéticos y econémicos de
las biorrefinerias basadas en microalgas presentan problemas en las diversas etapas
implicadas que requieren de mucha energia y que globalmente, hacen que resulte un proceso

mas costoso en comparacion con la refineria tradicional del petréleo.

La etapa de cultivo representa una fase crucial para la obtencion de biomasa de microalgas;
sin embargo, el uso de grandes volimenes de agua potable ha hecho que se busquen
alternativas de menor impacto ambiental. Este inconveniente ha sido parcialmente subsanado
con el uso de aguas residuales que permite, ademas, abordar la biorremediacidn del agua
empleada, lo que constituye por si mismo un objetivo fundamental de sostenibilidad
ambiental. Por otra parte, el secado constituye una etapa importante para la obtencién de la

biomasa de microalgas y la posterior extraccion de productos de mayor valor afiadido, pero su
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elevado requerimiento energético afecta el balance energético de toda la biorrefineria. Pese a
la buisqueda de opciones que limiten o sustituyan por completo la etapa de secado, las
alternativas planteadas (secado solar, rotatorio, de flujo cruzado, por frio, asistido por
microondas, etc.) siguen siendo costosas para la produccién a escala industrial. Otras
investigaciones han estudiado la opcién de trabajar con la biomasa humeda para evitar las
etapas de secado; y, aunque a escala piloto han tenido buenos resultados, a escala industrial
sigue siendo una opcidn que afecta el rendimiento de los productos de interés. En el caso
estudiado de una biorrefineria para la obtencién de biocombustibles liquidos como el
biodiésel, serd necesario la extraccion de los lipidos; otro de los cuellos de botella en las
biorrefinerias de microalgas se encuentra en el uso de disolventes organicos que son tdxicos
para el hombre y el ambiente; por lo que se ha trabajado en la busqueda de disolventes mas

respetuosos con el medioambiente e igualmente efectivos para la extraccién de los lipidos.

En general, para que una biorrefineria de microalgas sea eficiente, se requiere de la
obtencidn de la mayor cantidad posible de bioproductos de alto valor afiadido para tratar de
igualar en eficiencia, energia y coste a la refineria del petrdleo; por ello el uso de la biomasa
microalgal debe ser integral y orientado al aprovechamiento de toda la biomasa, y asi reducir
o eliminar por completo la generacidn de residuos con miras a la economia circular en este

tipo de instalaciones.

Varios paises de la Unién Europea y América del Norte han participado activamente en la
investigacion y desarrollo de las actuales biorrefinerias del mundo; sin embargo, en
Latinoamérica la realidad es que el desarrollo de las biorrefinerias es incipiente, basado en el
uso de biomasa de segunda y tercera generacion. En Ecuador, la produccion de energia a partir
de fuentes renovables no convencionales se centra en el uso de bagazo de cafia de azucar,

lefia, palma aceiteray pifién, que representan tan solo el 2 % de la energia generada en el pais.

El objetivo principal de este trabajo doctoral es desarrollar una biorrefineria basada en el
uso de microalgas para el tratamiento de tres tipos de aguas residuales de origen industrial y
la produccién de biomasa de dos especies de microalgas en fotobiorreactores expuestos a la
intemperie. Conectado con este objetivo, otro propdsito fundamental del presente trabajo es
la obtencidn de biodiésel a partir de los lipidos y acidos grasos libres (AGL) extraidos de la

biomasa algal para la valorizacion de dicha biomasa.

Para cumplir dichos objetivos, en primer lugar, se pretende usar como medios de cultivo

dichas aguas residuales industriales, para reducir los costes asociados al uso de agua vy
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nutrientes durante la etapa de cultivo y, ademds, integrar esta etapa en el tratamiento de
aguas residuales industriales. En esta etapa, se seleccionaron las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. y se cultivaron en aguas residuales de las industrias porcina, cervecera y de
piscicultura, aprovechando los nutrientes que estas aguas poseen para asi poder prescindir del
uso de nutrientes comerciales. Una vez cosechada la biomasa, se analizaron los parametros
fisicoquimicos de los sobrenadantes para evaluar la capacidad de biorremediacion de las
especies de estudio sobre cada tipo de agua residual empleada, considerando la eliminacién
de macro y micronutrientes y metales pesados, y verificando el cumplimiento de los limites
permisibles para el vertido al sistema de alcantarillado que establece la normativa ambiental

ecuatoriana vigente segun el Acuerdo Ministerial 097- A de noviembre del 2015.

De la etapa de cultivo cabe destacar que el crecimiento de microalgas en agua residual de
industria porcina (especificamente el agua de la matanza de cerdos — o faenamiento porcino
como se conoce en Ecuador), conté con micro y macronutrientes necesarios para el
crecimiento de especies individuales Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp., alcanzando
productividades de biomasa de 0,004-0,018 g/L-d y 0,02-0,037 g/L-d, respectivamente. Al cabo
de 11-13 dias se alcanzaron eliminaciones entre 50-60 % de NT, PT y COT, demostrando su

potencial para la biorremediacidn de este tipo de aguas.

En el cultivo de microalgas con agua residual de la industria cervecera se alcanzaron
productividades de biomasa de 0,0435 g/L-d y 0,0411 g/L-d para las especies individuales
Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp., respectivamente. Los tiempos de los monocultivos de
microalgas variaron entre 12-14 dias con una buena eliminacion de NT, pero bajas

eliminaciones de PT y COT, por lo que su potencial para la biorremediacion es limitado.

Por ultimo, en el cultivo de microalgas en agua residual de piscicultura se alcanzaron
productividades de biomasa de 0,0489 g/L-d y 0,0299 g/L-d para Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp., respectivamente. Al cabo de 12-13 dias se alcanzaron los valores mas altos
de eliminacién de NT, PT y COT (> 90 %), por lo que su potencial para la biorremediacién de

este tipo de aguas es muy bueno; ademds, hubo eliminacién de 57-77 % de Fe.

Posteriormente a esta etapa de cultivo, se realizé la extraccion de lipidos de las biomasas
cosechadas. Se trabajo con biomasa seca y biomasa humeda de dichas microalgas para obtener
y caracterizar su fraccién lipidica en términos de lipidos totales y acidos grasos libres (AGL).
Para las microalgas crecidas con aguas residuales de la industria porcina, los mejores

disolventes extractores de lipidos totales fueron la mezcla cloroformo:metanol (1:2) [CM(1:2)],

3
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metilciclohexano y acetato de etilo (AE) con extracciones en el rango de 14-21 % de lipidos en
los cultivos monoalgales. Para la extraccién de AGL, el rango de extraccion varia de 19-34 %
con los mismos disolventes extractores para ambas especies. Para realizar una valorizacion de
la biomasa obtenida en cada uno de los tratamientos de aguas residuales con las microalgas
de estudio se realizé la producciéon de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) y asi
determinar el rendimiento y conversién hacia la obtencién de biodiésel por gravimetria y
mediante la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de protédn (RMN-H). Mediante la
reacciéon de transesterificacion se alcanzaron rendimientos de FAME en el rango de 44-89 %
para la base seca a partir de las extracciones indirectas (de lipidos y AGL) en los cultivos
monoalgales, con mejores porcentajes empleando la resina comercial CT-269 como
catalizador. Los espectros de RMN-'H confirmaron la presencia de picos caracteristicos, con
ausencia de picos de protones glicéridos entre 4,2-4,3 ppm y la presencia de picos
caracteristicos de grupos carbonil metilenos (-CH-) a 2,2 ppm y picos de protones metoxi (CHs-
) a 3,6 ppm en los cultivos monoalgales, presentando conversion a FAME en el rango de 70-98

% con mejores valores para la resina comercial CT-269.

Para las microalgas crecidas en aguas residuales de la industria cervecera, se observé que
los mejores disolventes extractores de lipidos totales fueron la mezcla CM (1:2), metanol y
etanol con extracciones en el rango de 10-19 % de lipidos en los cultivos a partir de la biomasa
seca. La extraccidn de AGL varié entre 11-42 % con los mismos disolventes extractores para
ambas especies. El rendimiento de FAME estuvo en el rango de 19-71 % para la base seca a
partir de las extracciones indirectas (de lipidos y AGL) en los cultivos monoalgales, con mejores
porcentajes empleando H,S04 como catalizador. El valor obtenido mediante RMN indicé una
conversidon a FAME en el rango de 46-98 % con mejores valores para la resina comercial CT-

269.

Por ultimo, para el crecimiento de microalgas crecidas en aguas residuales de la
piscicultura, los mejores disolventes extractores de lipidos totales fueron la mezcla CM (1:2) y
AE para Chlorella vulgaris con extracciones en el rango de 11-23 % de lipidos a partir de la
biomasa seca. Para Scenedesmus sp. destacaron los alcoholes y la mezcla CM (1:2) con
extracciones en el rango de 18-30 % de lipidos totales. Para la extraccién de AGL, el rango de
extraccion varia de 38-46 % para C. vulgaris empleando la mezcla CM (1:2), AE y hexano como
disolventes extractores; para Scenedesmus sp. el rango de extraccién de AGL es similar con
valores de 38-42 % para los disolventes CM (1:2), AE y metanol. El rendimiento a FAME estuvo

en el rango de 19-89 % para la base seca a partir de las extracciones indirectas (de lipidos y
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AGL) en C. vulgaris y de 11-67 % para Scenedesmus sp., con mejores porcentajes empleando
H,S04 como catalizador. También se confirmé la conversién a FAME en el rango de 51-88 %

con mejores valores para el catalizador homogéneo H,SO..

Considerando que en el agua residual de la industria porcina se obtuvo un mejor panorama
de obtencién de biomasa, biorremediacién de aguas y contenido de lipidos, posteriormente
se selecciond este tipo de agua residual para desarrollar un cultivo en consorcio de las dos
especies de microalgas estudiadas. Ademas, se tuvo en cuenta que en Ecuador el agua residual
resultante de la matanza de porcinos a escala artesanal y su vertido directo a cuerpos de aguas
o alcantarillado constituye una actividad del alto impacto ambiental. Por estos motivos se
procedid a realizar el cultivo de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. en consorcio
en este agua residual, alcanzando una productividad de biomasa de 0,0398 g/L-d. Pasados 13
dias de cultivo se alcanzaron altos porcentajes de eliminacidon de macronutrientes NT, PTy COT
(> 60 %) y mas del 80 % del contenido de especies de Fe y Cr, por lo que su potencial para la

biorremediacién de este tipo de aguas de alta carga organica es bueno.

Para el cultivo en consorcio el mejor disolventes extractor de lipidos totales fue la mezcla
CM (1:2) con extracciones de 21,02 + 0,97 % de lipidos en los cultivos a partir de la biomasa
seca. Para la extraccion de AGL, el rango de extraccion varié de 32-34 % para etanol,
metilciclohexano y metanol como disolventes extractores. La reaccidn de transesterificacion
alcanzé rendimientos hacia FAME en el rango de 72-95 % a partir de las extracciones indirectas
de AGL, con mejores porcentajes empleando la resina comercial como catalizador. La
conversidon a FAME a partir de AGL estuvo en el rango de 32-51 % con mejores valores para el

catalizador heterogéneo.
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1. Introduccion

1.1 Panorama energético actual y objetivos de desarrollo sostenible
La energia es un requerimiento crucial en el desarrollo econémico, tecnolégico y social de
todas las naciones [1]. La busqueda de fuentes energéticas no renovables es constante, pero
su produccidn no marcha a la misma velocidad y algunos de estos recursos no renovables estan
en déficit, lo que obliga a los paises a establecer estrategias para diversificar sus fuentes

energéticas.

Con el transcurso de los anos, el crecimiento desbordado de la poblaciéon y de las
actividades industriales han incidido directamente en el consumo de energia y en las formas
de produccidn de las mismas, siendo los combustibles fésiles la fuente primaria de obtencién
[2,3]. Su uso desmedido ha traido consigo la intensa busqueda y explotaciéon de espacios
naturales que han afectado a varios ecosistemas a nivel mundial; ademds se conoce
claramente que el uso de estas formas de energias genera gases de efecto invernadero (GEl)
como el mondxido de carbono (CO) y didxido de carbono (CO,), cuyas emisiones estan
asociadas a dafios ambientales y a la salud [1]. Muchos aspectos econémicos, politicos, sociales
y técnicos giran en torno a la explotacion, uso y precios de los combustibles fésiles, variando
constantemente y condicionando cada afio la economia de todos los paises y sus habitantes
[4]. Sin embargo, pese al desarrollo de energias limpias, mas del 80 % de la energia consumida

en el mundo procede del petrdleo, gas y carbdn, como se muestra en la Figura 1.1 [5].

M Gas natural

M Petroleo y gas licuado
Carbon

H Energias renovables

M Energia nuclear

Figura 1.1 Distribucién de las fuentes de energia primaria mundial para octubre del 2023 [6].

El uso desmedido de dichas fuentes no renovables ha tenido un impacto muy grande desde

el afio 1980 sobre el medioambiente. Las emisiones de GEl produjo fendmenos ambientales
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como el cambio climético y calentamiento global, cuyos efectos se sienten cada vez mas en
todo el mundo. Las medidas tomadas por algunos paises en las reuniones de caracter mundial
para decidir sobre el planeta (Protocolo de Kyoto, 1996; Acuerdo de Paris, 2015; entre otros),
han logrado captar el compromiso de varios paises para reducir sus emisiones y establecer
estrategias para garantizar la seguridad energética de cada nacién. Sin embargo, el ultimo
informe del Panel Intergubernamental del Cambio Climatico (Intergovernmental Panel on
Climate Change - IPCC por su siglas en Inglés), reconoce la relacion de las actividades humanas,
industriales y el impacto del CO; y los gases toxicos con el cambio climatico y los efectos
negativos sobre los ecosistemas y la biodiversidad, razén por la cual es inminente la aplicacién

de soluciones ecolégicas y tecnologias verdes en los sectores productivos mas importantes [2].

Hasta la fecha, diversos estudios soportan el uso de energias renovables o energias limpias
gue incluyen la energia solar, hidrdulica, geotérmica, edlica, de la biomasa, entre otras; por ser
respetuosas con el medioambiente, tener un minimo impacto ambiental y soportar una
economia neutral del carbono [1], pero estas apenas logran cubrir un 18 % de la demanda
energética actual, siendo la energia generada a partir de los biocombustibles y residuos, el tipo
de energia que aporta cerca del 10 % al consumo energético mundial [5,7]. Dentro de las
energias renovables, desde hace algunos anos destaca la energia procedente de la biomasa,
Ilamando la atencién de muchos investigadores dado su diversidad de fuentes y formas de
aprovechamiento, ademas de ser la fuente mds abundante de energia renovable hasta la

fecha, aportando cerca del 30 % de la energia renovable consumida a nivel mundial [7].

M Biocombustibles
® Madera
Viento
Hidroeléctrica
m Solar
M Residuos
B Geotérmica

Figura 1.2 Distribucion de las fuentes de energia renovables a nivel mundial para septiembre

del 2023 [6].

La biomasa incluye diversos tipos de residuos organicos como los residuos postcosecha,

residuos madereros, estiércol, microorganismos, etc. Estos se producen en todos los paises y
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su uso ayuda a reducir la dependencia de importacion de combustibles contribuyendo a la
seguridad energética de las naciones. La energia procedente de la biomasa conocida como
bioenergia, tiene la posibilidad de ser utilizada mediante consumos directos basados en la
guema de biomasa para uso térmico residencial o industrial; e indirectos basados en la

conversidn a otros tipos de energia como térmica o eléctrica [1].

Entre las ventajas del uso de la biomasa destacan principalmente la disminucion de las
emisiones de GEI debido a la captura de CO, durante el proceso fotosintético, conduciendo a
un ciclo de carbono neutro y actuando como un sumidero de carbono. También, ayuda a la
fertilizacion de suelos. Sin embargo, algunos estudios indican que el uso de biomasa afecta
negativamente al medioambiente por el deterioro ambiental que esta implica (deforestacion,
degradacion de suelos y masas de agua, pérdida de biodiversidad), incluso incrementando el
precio de los alimentos [7]. Por esta razén, desde hace algunos afios se ha estudiado la
utilizacion de la biomasa procedente de los microorganismos (bacterias, hongos, levaduras y
microalgas) por no presentar las desventajas asociadas a la biomasa procedente de cultivos o

recursos madereros.

Entre los microorganismos que constituyen la biomasa, las microalgas se presentan como
organismos de rdpido crecimiento y productividad reconocidos ampliamente por ser, junto
con el fitoplancton, la mayor fuente de oxigeno del planeta por su capacidad de fijar el CO,
durante su actividad fotosintética [8], y de forma simultanea, actian como sumidero de CO,,
razon por la cual la obtencion de biodiésel a partir de lipidos de microalgas es considerada
como una forma de combustible neutro en carbono [2]. Diversos estudios sostienen que
aunque requieren de grandes cantidades de agua fresca para sus cultivos a gran escala, pueden

cultivarse en aguas salobres, marinas y residuales de diversa procedencia [3,9].

Ecuador es un pequefio pais petrolero localizado en América del Sur conocido por su
biodiversidad y atractivo turistico en diversas regiones del pais (Amazonia, costa, sierra y
region insular). También es conocido por ser exportador de petréleo, camarén, bananas y
flores [10]. La produccion de petréleo en Ecuador para el 2022 se estim6 en 481 M barriles/dia,
de los cuales aproximadamente el 24,1 % se dedica a la transformacion interna en refinerias

para consumo energético nacional y el 62,3 % se destina a exportacién [11].

Desde el punto de vista energético, Ecuador, al ser un pais rico en petrdleo, opta por el uso
de fuentes de energia no renovables. Sin embargo, este pais latinoamericano inicid la
produccién de biodiésel a partir de la palma africana en el aflo 2005 con fines de exportacién.

A partir del 2013 se iniciaron las mezclas de 5 % biodiésel y 95 % gasolina que representan la
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gasolina “Ecopais” (5 % v/v - B5), la cual proporcionalmente se incrementaria hasta la mezcla
15 % v/v (B15); pero que, hasta la fecha, Unicamente se comercializa en las regiones costeras

del pais por su baja eficiencia en motores de combustidn en las regiones altas del Ecuador.

Otros proyectos a escala piloto se han desarrollado desde el afio 2016 en las provincias de
Galdpagos y Santo Domingo de los Tsachilas a partir de la transesterificacion del pifidén
(Jatropha curcas) con fines de generacién de electricidad autosostenible [4]. Con estas cifras,
el uso de energias renovables en Ecuador representa cerca del 10 % de la energia que se
produce en el pais [11]. En Ecuador, se han identificado diversas microalgas y cianobacterias
autdctonas en varios cuerpos de aguas de las diferentes regiones ecuatorianas; sin embargo,
el estudio de biorrefinerias basadas en microalgas se encuentra Unicamente en etapa de

investigacion a nivel de universidad.

Sin embargo, desde el afio 2015 existe un compromiso adquirido por Ecuador y todos los
paises miembros de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), en el que se aprobaron 17
Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) (Figura 1.3) para trabajar hasta el afio 2030 en una
agenda que promueva acciones para poner fin a la pobreza y mejorar la calidad de vida de las
personas con un enfoque sostenible en aspectos sociales, ambientales y econémicos. Dentro
de estos objetivos destacan algunos particularmente enfocados en la proteccién del planetay
recursos naturales como el agua [12]. Ecuador ha ratificado su compromiso con esta Agenday
desde su Asamblea Nacional, Gobiernos Auténomos Descentralizados, sector privado vy

academia han sumado esfuerzos para trabajar en conjunto por estas acciones incentivando al

uso de energias renovables en los diversos sectores [13].

& OBJ ETIV ot SOSTENIBLE
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Figura 1.3 Objetivos de Desarrollo Sostenible de la Organizacidn de las Naciones Unidas.

También, el gobierno ecuatoriano trabaja de la mano con algunas organizaciones como la

Organizacion Latinoamericana de Energia (OLADE) uniendo esfuerzos para la integracion
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energética de la regidon, asesorando e impulsando la cooperacidn entre los paises miembros
para contribuir al desarrollo sostenible y seguridad energética en Latinoamérica, con proyectos
de energia util, eficiencia energética, electromovilidad, asi como otros proyectos energéticos

y de economia bajas en carbono, enmarcados en los ODS [14].

1.2 Biorrefinerias

Se define como Biorrefineria a la instalacién encargada de dar un procesamiento sostenible
e integral a la biomasa para la obtencién de bioproductos (pigmentos, colorantes, alimentos
para humanos y animales, biomateriales, etc.) y bioenergia (biocombustibles, calor u otra
forma de energia) [15,16]. Este término de biorrefinerias no es nuevo, sus primeros reportes
datan de los afios 80 en el que se publico el primer articulo cientifico en incluir el término.
Desde entonces se han desarrollado tecnologias para el aprovechamiento de la biomasa
mediante la valorizacion de sus bioproductos, tomando en consideracidon aspectos
econdmicos, sociales y ambientales [17]. La Figura 1.4 muestra diversas materias primas,
tecnologias, bioproductos y aplicaciones de una biorrefineria. Dentro de las materias primas
gue pueden ser procesadas en una biorrefineria se encuentran los cultivos energéticos (cafia
de azucar, remolacha, maiz, etc.), materiales lignoceluldsicos (residuos madereros, agricolas,
residuos post cosechas, etc.), organismos acudticos (macroalgas y microalgas), residuos
industriales, municipales y animales. Estas materias primas pueden ser transformadas
mediante procesos quimicos y/o bioldgicos para la obtencién de bioproductos y/o bioenergia

[17].

Hasta la fecha, muchos investigadores han enfocado sus estudios hacia la reduccién del
impacto econémico y ambiental que implica la transformacién de la biomasa en bioproductos
y/o biocombustibles probando tecnologias disponibles de la refineria o petroquimica, o
desarrollando nuevas tecnologias mas eficientes para esta transformacidn; sin embargo, pese
a todos los esfuerzos y avances alcanzados, las biorrefinerias ain no estdn totalmente
comercializadas debido a los problemas que implica la transformacién de las diversas materias
primas que constituyen la biomasa y que no le permiten competir a nivel productivo y

econdmico con la industria petrolera [17].

En la actualidad, los conceptos de quimica verde, biorrefineria sostenible y economia
circular estan en boga en el mundo de las microalgas debido a la disminucion de impactos
ambientales que presenta este tipo de industrias y que en el marco de dichos conceptos se
pueden resolver a la vez los numerosos cuellos de botella y retos que presentan las

biorrefinerias basadas en biomasa de microalgas [18,19]. Para mejorar la eficiencia econdmica
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y ambiental de las biorrefinerias de microalgas, el uso de aguas residuales urbanas, industriales
o de ganaderia son algunos ejemplos de aguas que se han usado como medios de cultivos de
bajo coste para sustituir el uso de aguas frescas. Las microalgas son capaces de aprovechar los
nutrientes que contienen dichas aguas residuales y a su vez biorremediarlas, para la

produccién de biomasa microalgal [20-22].
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Figura 1.4 Materias primas, tecnologias y productos de una biorrefineria [17].

1.3 Problematica actual de las aguas residuales industriales

1.3.1 Tratamientos de aguas residuales convencionales

Respecto de las aguas residuales, estas consisten en aguas generadas por diversas
actividades de origen antropogénico que afectan a la calidad del agua y pueden provocar
efectos negativos en el ambiente cuando son vertidas a cuerpos de aguas o sistemas de
alcantarillado municipal sin ser tratadas previamente en una estacién depuradora de aguas
residuales (EDAR) o plantas de tratamientos de aguas residuales (PTAR) como se conocen en

Latinoamérica [23].

Tradicionalmente en las PTAR, se aplican procesos fisicos y/o quimicos para mejorar las
caracteristicas fisicoquimicas del agua residual, pero que implican operaciones unitarias de
gran coste y mantenimiento por los volimenes de aguas generados. La Figura 1.5 muestra
algunos de los tratamientos convencionales que pueden encontrarse en una PTAR. Los
tratamientos fisicos convencionales se emplean principalmente para reducir sélidos

suspendidos de diversos tamafios, grasas y aceites del agua residual mediante procesos como
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el cribado, filtracién, sedimentacién o flotacion por aire disuelto [24,25]. Dependiendo de la
robustez de la PTAR, las operaciones de desbaste o filtracion gruesa con rejas o tamices
pueden emplearse para eliminar sélidos voluminosos, arena y grasas como un pretratamiento
a etapas posteriores que implican el uso de operaciones unitarias de flotacion por aire disuelto
(para eliminacién de SST, DQO y DBO hasta un 80 %), sedimentacidn o decantacion que son

consideradas como tratamientos primarios [25].

LINEA DE AGUA

PRETRATAMIENTO TRATAMIENTO SECUNDARID TRATAMIENTO TERCIARIO
Desarenador ) Reactor r ; Osmosis
Desbaste Desengrasador  Decantacidn Bioldgico Decantacién Ultrafiltracsén  Inversa
== A | [T
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Figura 1.5 Esquema general de los tratamientos convencionales en una planta de tratamiento

de aguas residuales [26].

Los tratamientos quimicos incluyen operaciones unitarias para la adicidon de sustancias
quimicas que ayuden a regular parametros como el pH, y otros quimicos como floculantes y/o
coagulantes inorganicos que con agitacion propicien la formacién y crecimiento de floculos
para coadyuvar a la sedimentacién; sin embargo, pese a su alta eficiencia, el uso de
coagulantes tradicionales como el sulfato de aluminio y el cloruro férrico son perjudiciales para
la salud humana y el medioambiente [23]. En una PTAR estas operaciones unitarias forman
parte de los tratamientos primarios (segun el tipo de PTAR) y con su aplicacién se consigue
eliminar PT (> 90 %), NT (> 80 %), SST (> 40 %) y DQO (> 70 %) [24,25]. Otra operacidén unitaria
empleada es la electrocoagulacién, tecnologia que usa electrodos de Al, Fe, Pt, u éxidos de
titanio (TiO,) y estafio (Sn0;), dnodos de sacrifico en medios acidos o alcalinos y corriente
eléctrica (sin la adicion de quimicos) para eliminar carga orgdanica, metales pesados, color e

incluso algunos patégenos con eficiencias mayores al 90 %. Sin embargo, pese a la inversién
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requerida para la adquisicién de este equipo, es considerada una tecnologia efectiva y rentable

[25].

Algunas PTAR incluyen algun tratamiento biolégico como tratamiento secundario para
descomponer o reducir la carga orgdnica de las aguas residuales; comunmente se emplean
procesos anaerdbicos que utilizan bacterias, procesos aerdbicos (lodos activados, biopeliculas
con microalgas, microalgas-hongos y otros consorcios, filtros percoladores, etc.) y lagunas
facultativas para digerir la carga orgdnica y reducir patégenos, DBO y DQO, principalmente
[25,27]. En el caso de los procesos o sistemas aerdbicos, el tratamiento cominmente utilizado
por su alta efectividad y bajo coste es el de lodos activados en el que un efluente se pone en
contacto con aire para que la carga orgdnica sea degradada por bacterias y protozoarios en
presencia de oxigeno; posteriormente se forman fléculos de materia orgdnica soluble e
insoluble que se eliminan mediante sedimentacion en un decantador o clarificador; el tiempo
de retencidon de este proceso varia entre 2-20 dias dependiendo de la carga organica del
efluente pero genera grandes volimenes de lodos activados que requieren de una

determinada disposicion final [25,26].

Actualmente, las lagunas facultativas o de oxidacién se usan cada vez menos debido al
espacio requerido para su construccion y problemas relacionados a la generacion de olores y
atraccién de vectores; sin embargo, fueron muy empleadas hace algunas décadas para el
tratamiento de afluentes que ingresaban a la laguna por la parte inferior y permanecian entre
5-10 dias en la laguna sin mezclado mecdanico; normalmente se forma una capa de espuma en
la superficie del agua que asegura las condiciones anaerobias para la degradaciéon o
estabilizacidn de la carga orgdnica del agua tratada pudiendo alcanzar eliminacién de mas del

95 % de DBO, DQO y SST [25].

Otros tratamientos biolégicos incluyen la digestidn anaerobia para la produccion de biogas.
La digestidn anaerobia consiste en el uso de bacterias que degradan la materia orgdnica en
CO, y CHsen ausencia de oxigeno. Es el tratamiento bioldgico mas usado por su alta eficiencia
para la eliminacion del 99 % de DQO, la baja producciéon de lodos (< 20 % en comparacion con
los sistemas aerdbicos), menores requerimientos energéticos y produccion de biogas a un bajo

coste [25].

También, en algunas PTAR se emplean tratamientos fisicos de tecnologias de membranas
como o6smosis inversa, nanofiltracion, ultrafiltraciéon y microfiltracion que ayudan a la
eliminacion de mds del 99 % de la demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda bioldgica de

oxigeno (DBO) y sdlidos suspendidos totales (SST), asi como concentraciones de iones de sodio
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(Na*) y cloruros ( CI) [26]. Este tipo de filtracion fina es usado como tratamiento terciario en
algunas PTAR para la eliminacién de particulas pequefias, coloides, macromoléculas, materia
organica y dependiendo del tamafiio del poro, también es posible la eliminacidn de bacteria 'y
otros microorganismos. Aunque son tecnologias muy eficientes, son costosas y suelen
presentar problemas de bioincrustaciones en las membranas, lo que acorta su tiempo de vida

util [24,25].

Algunas PTAR mas modernas emplean procesos de oxidacidn avanzada como una
alternativa complementaria a los tratamientos bioldgicos, pudiendo ser empleada como
pretratamiento o postratamiento ya que estas técnicas permiten la inactivacion de
microorganismos sin la adicién de grandes cantidades de quimicos. Esto trae como ventaja
reduccidn de costes y problemas ambientales asociados a la formacién de subproductos como
ocurre en procesos como la cloraciéon, cominmente empleada para la desinfeccion del agua.
Entre estos tratamientos destacan la ozonizacién (aplicacién de bajas concentraciones de
ozono), radiacion Gamma, radiacion ultravioleta (UV) y combinacién de UV/perdxido de
hidrégeno (H,03). En estos procesos se producen radicales hidroxilos (OH) en una primera
etapa por accién del ozono, H,0, y la luz UV, que posteriormente reaccionan con la materia
organica produciendo un precipitado. Estos tratamientos pueden combinarse entre si e
inactivar hasta el 99 % de los microorganismos presentes y ayudar a la eliminacién de DBO,
DQO, TOC y SST presentes en el agua residual después de los tratamientos primarios y

secundarios [24,25].

Otro proceso de oxidacion avanzada conocido es la oxidacion Fenton, basada en la reaccion
Fenton en la que se combina H,0; con sales de hierro (Fe*?, Fe*3) para producir radicales OH-
altamente reactivos que reaccionan con la materia organica formando precipitados y
reduciendo la concentracién de color en los efluentes; también es un tratamiento efectivo para
la eliminacién de herbicidas, pesticidas y farmacos en aguas residuales. Aunque estas técnicas
son muy efectivas, su rendimiento puede verse afectado por la turbidez, presencia de nitratos
y el coste del tratamiento aumenta debido a la necesidad de mantener las relaciones

estequiométricas de Fe*? y H,0, en la reaccion [24].

También es comun el uso de carbdn activado para la purificacidn de agua potable o aguas
residuales industriales; con este tratamiento se lleva a cabo la adsorcion de una variedad de
compuestos organicos que incluyen aromaticos, azufrados, color y olor. Presenta una alta

eficiencia de eliminacidn y muy bajos costes ya que no requiere energia eléctrica ni grandes
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presiones de agua; sin embargo, es ineficiente para la reduccidon de contaminantes inorganicos

como Fe, Al, Ca, F'y sales [24].

1.3.2 Aguas residuales industriales

Tradicionalmente, el cultivo de microalgas a gran escala requiere de la utilizacién de agua
como componente mayoritario del medio de cultivo a emplear, y el uso de agua fresca, un
escaso y preciado recurso, debe evitarse por temas econémicos y ecoldgicos [28]. Diferentes
autores estudiaron el uso de aguas residuales para la produccién de biomasa y
biocombustibles a partir de microalgas como un método de bajo coste comparado con los
métodos de cultivos que emplean agua fresca; éstos autores mencionan ahorros en la adicién
de nutrientes, reduccién total en el coste de los productos finales y biorremediacién de aguas
por la eliminacién de macronutrientes como nitrégeno, fésforo y carbono, y eliminacion de

metales [20-22,29-32].

Las aguas residuales que se emplean en los cultivos de microalgas generalmente son
pretratadas de forma parcial o total previo a su empleo como método de cultivo para mejorar
las caracteristicas del agua de cultivo. Entre los pretratamientos mas usados resaltan la
sedimentacion, filtracién o centrifugacidon para eliminacién de particulas de gran tamaiio e
insolubles, y diluciones con agua potable o medios de cultivos comerciales para reducir
turbidez, pH, color o cargas elevadas de nutrientes [28,30,33]. Para la eliminacién de
contaminantes y patdgenos suelen usarse tratamientos térmicos como la esterilizacion por
autoclave, tratamientos fisicos como la exposicion a luz UV para desactivar virus, esporas y
otros microorganismos, y adicion de quimicos para control de pH o con fines de desinfeccion,
siendo el hipoclorito de sodio (NaClO) la sustancia cominmente empleada para la desinfeccion
de aguas residuales [34]. En la actualidad, algunos autores sugieren el uso de las aguas
residuales sin pretratamientos o sin diluciones, pues su uso ha arrojado mejores resultados en
la eliminacion de nutrientes en comparacion con el uso de aguas residuales pretratadas [35—

37].

En el presente trabajo doctoral se seleccionaron tres tipos de aguas residuales para ser
empleadas como medio de cultivos con las especies de microalgas de estudio para analizar su
capacidad de biorremediacidn de las aguas y la posterior valorizacién energética de la biomasa

obtenida; estos tipos de aguas residuales se detallan a continuacioén.
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a) Aguas residuales de la industria porcina

La carne de cerdo es considerada una fuente importante de proteinas en la alimentacién
humana, siendo Ecuador el quinto pais productor de cerdo en Latinoamérica [38]. La actividad
porcina incluye la reproduccién, cria, engorde y matanza de los cerdos; respecto de este ultimo
término, en Ecuador se utiliza la expresidon “faenamiento” para referirse a la actividad del
sacrificio del animal dentro de un matadero para la posterior obtencion de cortes de carne
para la venta. En esta actividad de faenamiento (término que se empleara en adelante en este
trabajo doctoral) se generan aguas residuales que pueden ser una fuente de contaminacién si
no son tratadas en PTAR antes de su disposicidn [39]. Generalmente, las pequefias o medianas
empresas dedicadas a esta actividad en paises en via de desarrollo como Ecuador, no cuentan
con PTAR, descargando sus efluentes directamente a cuerpos de agua, al suelo, o en el mejor
caso, al sistema de alcantarillado. Adicionalmente, en estos paises la legislacion ambiental
puede ser deficiente y no se tiene control sobre empresas familiares, pequefias o mataderos
clandestinos en sectores urbanos o rurales, representando ademas un problema de salud

publica [40].

Durante el faenamiento de los cerdos se generan aguas residuales que normalmente
contienen sangre del animal mezclada con agua, residuos sélidos como pelos, piel, grasa o
residuos carnicos del faenamiento [33,41]. Este tipo de agua posee una alta carga de nutrientes
organicos e inorganicos que incluyen diversas formas de nitrégeno, fésforo y carbono que
pueden aprovechar las microalgas para su crecimiento; por ello, se han propuesto como una

alternativa de medio de cultivo para produccién de biomasa microalgal [42].

El uso de este tipo de agua residual se presenta como una opcién de medio de cultivo para
las microalgas y tiene preferencia sobre los cultivos convencionales con agua dulce o potable,
ya que el crecimiento de microalgas implica la absorcidn de nutrientes que disminuyen la carga
contaminante de las aguas residuales de industria porcina. El uso de aguas residuales de la
industria porcina puede reducir la necesidad de fuentes de N y P hasta en un 65 % en sistemas
de cultivos de microalgas a gran escala; por su parte las microalgas como microorganismos
biorremediadores, son capaces de reducir concentraciones de demanda quimica de oxigeno
(DQO), demanda bioldgica de oxigeno (DBO), patégenos y metales pesados hasta un 60-80 %,
por lo que una opcién para que la produccion de bioproductos en una biorrefineria a base de
microalgas sea mas rentable, es la integracidon del tratamiento de aguas residuales con la
produccién de biomasa de microalgas [43—45]. La Tabla 1.1 muestra las caracteristicas

fisicoquimicas de un agua de mataderos porcinos.
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Tabla 1.1 Caracteristicas fisicoquimicas generales de un agua residual de mataderos porcinos

[34,43,46,47].
Parametro Concentracion original
pH 6,1-8,4
Sélidos suspendidos (mg/L) 4,7-492
Nitrégeno Total (mg/L N) 162-480
Fdsforo Total (mg/L PO43) 13-209
Carbono Organico Total (mg/L C) 224-438
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L) 995-3700
Cobre (mg/L) 0,08-1,25
Cromo (mg/L) 0,03
Hierro (mg/L) 0,22-1,64
Molibdeno (mg/L) 0,02-0,1
Niguel (mg/L) 0,03-0,05
Plomo (mg/L) 0,04-0,05
Nitrégeno amoniacal (mg/L N-NH4*) 4,5-367

b) Aguas residuales de cerveza artesanal

La cerveza constituye una de las bebidas fermentadas mas antiguas que existe;
histéricamente se conocen datos de elaboracion de cerveza desde hace mas de 5000 afios y
con el tiempo se ha convertido en un producto altamente demandado a nivel mundial [48].
Sus componentes esenciales son el agua, el lupulo, la malta y levaduras, que se combinan en
funcién de diferentes tipos de materias primas que una vez fermentadas, dan lugar a cientos
de tipos de cervezas que resaltan por su aroma, sabor y color [49]. La cerveza se encuentra en
el top cinco de las bebidas mas consumidas a nivel mundial por lo que su produccién tiene un
importante impacto en el sector productivo y econdmico de los paises [50,51], pero también
es un producto biotecnoldgico que emplea grandes cantidades de agua potable en su proceso
productivo, ya que por cada litro de cerveza, pueden generarse 3-10 L de aguas residuales, lo

gue representa un 70 % del agua empleada en la elaboracién de la misma [23,50].

En los ultimos afos en Ecuador ha habido una tendencia creciente hacia la produccion de
cerveza artesanal, la cual es elaborada con recetas propias que emplea materias primas
naturales, y en lo posible, sin la inclusién de aditivos o conservantes que cominmente estan
presentes en las cervezas industriales. Estas cervezas artesanales se caracterizan por tener
aromas, colores y estilos que son Unicos y tienen especial aceptacidn en la poblacién joven
[52]. En funcién de la produccién, el tratamiento de aguas residuales procedentes de la

elaboracidon de cerveza artesanal tiene un alto coste para los pequefios y medianos
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productores, y en el sector artesanal no hay respaldo de cervecerias artesanales que incluyen
tratamientos de sus aguas residuales, por lo que éstas aguas generalmente son desechadas en

el sistema de alcantarillado local [50].

Las aguas residuales de la elaboracidén de la cerveza artesanal o industrial generalmente
poseen una alta carga organica (azucares, almiddn, etanol, acidos grasos volatiles, etc.), color,
solidos en suspensién, pH variable y grandes concentraciones de nitrégeno y fésforo por la
presencia de levaduras. Las aguas residuales de estas industrias se originan en el proceso de
produccién de malta y cerveza, y de la limpieza y desinfeccién de equipos, envases e
instalaciones en general y algunos autores consideran que estas aguas conforman un medio
de cultivo de bajo coste para la produccion de lipidos a partir de microalgas. Usualmente no
contiene cantidades significativas de metales pesados y no son tdxicas [24,50,53-57]. La Tabla

1.2 muestra las caracteristicas fisicoquimicas de un agua residual de industria cervecera.

Tabla 1.2 Caracteristicas fisicoquimicas generales de un agua residual de industria cervecera

[24,58,59].
Parametro Concentracion original
pH 7,4-8,5
Sélidos suspendidos (mg/L) 2901-3000
Nitrogeno Total (mg/L N) 36-1238
Fésforo Total (mg/L PO4?3) 19-95
Carbono Orgénico Total (mg/L C) < 16400
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L) 400-6700
Cobre (mg/L) 0,01-0,04
Cromo (mg/L) N.D.
Hierro (mg/L) 0,03-0,08
Molibdeno (mg/L) <0,09
Niquel (mg/L) N.D.
Plomo (mg/L) < 0,0001
Nitrégeno amoniacal (mg/L N-NHs*) 0,6-41

N.D. : no detectado

Los beneficios de cultivar en dicha agua residual son la reduccién de costes en la produccién
de biomasa, menor demanda de energia, y optimizacién de la metodologia de productividad y
cosecha [60]. Desde hace algunos afios, se ha descrito el crecimiento de microalgas en agua
residual procedente de la industria cervecera como un proceso eficiente, rentable y sostenible
para la remediacion de éste tipo de aguas; el alto contenido de macronutrientes en forma de
nitrégeno, fésforo, carbono y otras sustancias inorganicas pueden ser aprovechadas por las
microalgas para la obtencion de biomasa con diversos fines, principalmente la produccion de

biocombustibles, bioplasticos y biofertilizantes [28].
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c) Aguas residuales de piscicultura

La piscicultura se refiere a las actividades relacionadas a la cria de peces a nivel industrial;
en ocasiones también se refiere a esta actividad con el nombre de acuicultura, pero este
término es mds empleado para referirse al cultivo de plantas acuaticas, crustdceos y moluscos
[61]. La piscicultura constituye una importante actividad en la produccion mundial de
alimentos ricos en proteinas, y para el aino 2028 se prevé que el consumo de pescado y otros
productos procedentes de la acuicultura superen el 58 % [62]. La importancia de este sector
productivo radica en que puede prevenir la escasez de especies en el mercado, asi como el
incremento drastico de precios. Frecuentemente las especies en acuicultura son exportadas y
esto representa un importante ingreso econémico para algunos paises, como Tailandia y

Ecuador con la exportacion del camardn [10,63].

Especies como la tilapia, trucha y carpa conforman el grupo mas amplio de especies criadas
en las piscicolas principales de la capital de Ecuador y durante la cria de éstas especies se
generan una gran cantidad de aguas residuales caracterizadas por su concentracién de
compuestos orgdnicos y otros nutrientes inorganicos que constituyen una fuente de
contaminacion al ser descargadas a los rios cercanos a los criaderos, pudiendo generar dafios

ecoldgicos y pérdida de biodiversidad; por esta razdn, su remediacién es fundamental [64,65].

En las piscinas de criaderos de peces suelen encontrarse concentraciones altas de
compuestos quimicos procedentes del alimento de peces no consumido (30 %), materia fecal
(30 %), otros productos metabdlicos, desechos por descomposicién de materia, sélidos
disueltos y floraciones algales, principalmente [66]. Para la eliminacién de dichos nutrientes se
han propuesto diferentes métodos para tratar el agua residual de origen acuicola, entre los
que destacan el uso de humedales artificiales, biopeliculas, diques ecoldgicos vy

biorremediacidon con microalgas como productores primarios [27,67].

Las aplicaciones que emplean microalgas tienen especial interés por su bajo coste y
consumo energético, eficiencia comprobada en la eliminacién de macro y micronutrientes y
bajo mantenimiento trabajando como especies Unicas o en consorcio con otros
microorganismos. Ademas, la biomasa de microalgas cultivadas en aguas residuales tiene un
excelente potencial dentro de la bioeconomia circular al ser utilizada como alimento acuicola,

lo cual ayuda a alcanzar el desarrollo sostenible del sector [27,65,68,69].

El crecimiento 6ptimo de microalgas depende de la concentracidn de nitrégeno, fésforo y
carbono disponibles en el medio de cultivo. La Tabla 1.3 muestra las caracteristicas

fisicoquimicas encontradas en aguas residuales de piscicultura. El agua residual de origen
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piscicola contiene cantidades de nitrégeno, fosforo y materia organica que, al no ser tratado,
puede ocasionar dafos ambientales al ser descargados a cuerpos de agua o usado para riego
de cultivos agricolas, pudiendo afectar a la salud de humanos y animales que empleen dicha
agua para el consumo [67]. Por ello, varios autores sostienen que el agua de piscicultura es
capaz de proveer las condiciones favorables para el cultivo de diversas especies de microalgas

asegurando la acumulacién de biomasa [27,67-71].

Tabla 1.3 Caracteristicas fisicoquimicas generales de un agua residual de piscicultura

[62,65,72].

Parametro Concentracion original
pH 6,3 - 8,05
Sélidos suspendidos (mg/L) 0,7 - 1900
Nitrégeno Total (mg/L N) 36 - 180
Fésforo Total (mg/L PO43) 2,2-70
Carbono Organico Total (mg/L C) <700
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L) 41 -618
Cobre (mg/L) N.R.
Cromo (mg/L) N.R.
Hierro (mg/L) N.R.
Molibdeno (mg/L) N.R.
Niguel (mg/L) N.R.
Plomo (mg/L) N.R.
Nitrégeno amoniacal (mg/L N-NH,") 6,6 -41

N.R. : no reportado

En términos medioambientales, en Ecuador existe una legislacion para la descarga a
diferentes cuerpos de agua segun el propdsito de uso final cuyos limites maximos permisibles
se recopilan en el Acuerdo Ministerial N.2 097-A de noviembre del 2015 expuesto por el
Ministerio de Ambiente de Ecuador (MAE), hoy en dia conocido con el nombre Ministerio de
Ambiente, Agua y Transicidon Ecolégica (MAATE) [73]. En este documento se muestran los
criterios de calidad admisibles del agua para consumo humano y doméstico, preservacion de
la vida acudtica y silvestre en aguas dulces, marinas y estuarios, para uso agricola en riego, uso
pecuario, fines recreativos, descargas al sistema de alcantarillado publico, descargas a un
cuerpo de agua dulce, agua marina, descargas industriales, asi como limites maximos

permisibles para descargas a suelos.

En el Anexo 2 se muestra la Tabla 8 del Acuerdo Ministerial N.2 097- A de noviembre del
2015 en las que se muestran los limites de descarga al sistema de alcantarillado municipal. En

este trabajo doctoral se utilizaran estos limites de descarga para comparar si el tratamiento de
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estas aguas residuales con microalgas cumple la normativa ambiental de Ecuador para
descarga en el sistema de alcantarillado municipal, suponiendo que ninguna de las pequefas
y medianas empresas posean su propia PTAR. Sin embargo, pese a que existe esta legislacidon
ambiental en el pais, el MAATE desde hace algunos afios no cuenta con los recursos
econdmicos para cubrir toda la nacién y poder realizar auditorias periédicas a todas las
instalaciones familiares y pequefia y medianas industrias dedicadas a la matanza de cerdos,
cervecerias artesanales y piscicolas en la nacién, por lo que verdaderamente no se tiene un
control estricto sobre el cumplimiento de éstos limites establecidos, pudiendo esta situacién
generar impactos ambientales que no son monitoreados, multados y/o controlados por el ente
regulador. Por temas de confidencialidad no se reportan los nombres de los lugares o
pequeiias empresas donde se realizé el muestreo de las aguas residuales empleadas en este

estudio doctoral.

1.4 Microalgas

Se define como microalga a aquellos microorganismos fotosintéticos unicelulares y
eucariotas que pertenecen a los reinos Protista, Chromista o Plantae., y aunque generalmente
se emplea el término microalga para referirse a los microorganismos capaces de realizar la
fotosintesis, incluyendo a las cianobacterias; estas ultimas son microorganismos fotosintéticos

procariotas que constituyen un filo dentro del dominio Bacteria [74,75].

Las microalgas son microorganismos autdtrofos con actividad fotosintética capaces de
captar el CO; de la atmdsfera y de sintetizar compuestos organicos a partir de la energia de la
luz solar. Sin embargo, existen algunas especies que pueden tener un metabolismo heterdtrofo
al utilizar moléculas orgdnicas complejas como fuente de energia [35,76]. Asi mismo, tienen
un papel importante en diferentes ciclos biogeoquimicos globales al ser consideradas unas de
las principales productoras de oxigeno atmosférico [77]. Se caracterizan por tener un
desarrollo rapido y simple que les proporcionan adaptabilidad a diversas condiciones medio
ambientales. Entre las mas importantes destacan las siguientes clasificaciones: algas verdes
(Chlorophyta), algas verde-azules (Cyanophyta), algas rojas (Rhodophyta), y diatomeas
(Bacillario-phyta) [70,75]. Su uso se remonta a los afios 50 en investigaciones sobre el uso de
microalgas para el tratamiento de aguas residuales eliminando de manera eficiente nutrientes
como nitrégeno y fosforo de las aguas residuales domésticas sedimentadas en un sistema

simbiodtico [74,78,79].

Su rapido crecimiento se debe a su alta eficiencia fotosintética, la cual puede llegar a ser 10

veces mayor a la de las plantas terrestres, y junto a su estructura unicelular sencilla, estos
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microorganismos presentan una productividad de biomasa tedrica por hectarea mayor a la de
los cultivos tradicionales [80]. También, las microalgas gozan de una composicién quimica muy
diversa de carbohidratos, proteinas y lipidos cuya composicidon puede mejorarse considerando
modificaciones en las condiciones de cultivo (temperatura, concentracién de CO,, intensidad,
tipo y color de luz, suministro de N y P, salinidad, acidez, condiciones de estrés, modificaciones
a nivel genético, etc.) [69]. Entre las principales aplicaciones de las microalgas destaca su uso
biorremediador en aguas residuales procedentes de la industria y el sector agricola enfocados
en la fijacién de CO; y/o eliminacién del contenido organico con el beneficio de la produccion
de biomasa y otros productos de valor afiadido. Entre los usos mds comunes que se reportan
en la bibliografia se encuentran la fijacion/secuestro de CO,, eliminacién de nutrientes
organicos e inorganicos de N, Py C, eliminacién de metales pesados, reduccion de color y olor,
entre otros; asi como la obtencidn de proteinas, pigmentos y biomasa que las hacen iddneas

para el sector de alimentos, farmacia, cosmética y energia [69,81,82].

1.4.1 Seleccidn de las especies de estudio

Para fines de produccién de biocombustibles a partir de microalgas cultivadas en aguas
residuales es imprescindible seleccionar especies que sean robustas, esto implica varios
factores como alta adaptabilidad a diferentes medios de cultivos y cambios en condiciones
ambientales, alta tolerancia a contaminantes, tener una alta tasa de crecimiento, de
produccién de biomasa y de eliminacidn de nutrientes del medio [83].

Especies de los géneros Chlorella, Scenedesmus, Nitzchia, Oscillatoria, Ankistrodesmus,
Euglena, Chlamydomonas, Oscillatoria, Micrantinium, y Golenkinia son unos de los mas
empleados en cultivos en aguas residuales por su alta tolerancia a la contaminacién y a
cambios ambientales en comparacion con otras especies [69,84,85]. Chlorella sp.; Chlorella
vulgaris; Scenedesmus sp., Scenedesmus obliquus; Neochloris sp., Chlorellaceae sp. vy
Coelastrella sp., son algunas de las especies de microalgas que han sido cultivadas en aguas
residuales con doble propdsito: tratamiento del agua residual y produccién de biomasa bajo
diferentes condiciones de cultivo [84]. La Tabla 1.4 resume algunos trabajos con menos de
cinco anos de antigliedad que emplearon aguas residuales y especies de microalgas similares

a las empleadas en la presente investigacion.

En la presente tesis doctoral se ha trabajado con dos de esas especies de microalgas
ampliamente cultivadas en aguas residuales de diversa procedencia: Chlorella vulgaris (C.
vulgaris) y Scenedesmus sp. La principal razén de eleccidén de estas especies es que han sido

reportadas en el catdlogo de microalgas y cianobacterias de agua dulce del Ecuador, el cual
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recopila los principales géneros y especies de microalgas encontradas en lagos, rios y lagunas
ubicadas en areas protegidas de los Andes y Amazonia de Ecuador [86]. Por ello se

consideraron especies que pudiesen crecer facilmente en climas variados.

Tabla 1.4 Biorremediacion de aguas residuales de origen porcino, cervecero y de piscicultura

empleando microalgas de publicacién reciente

Tipo de Detalles del . . Productividad
Especie de Contaminantes Peso seco .
agua agua microalga reducidos &/L) de biomasa Ref.
residual residual (g/L-d)
Agua
residual ¢ edesmus sp. PO NNHE o 414002 004240001 [30]
porcina PT
Industria filtrada
porcina Agua residual
Z‘i’lzcc'i”éonsr']? Chiorelia vulgaris V" :TN HD?O’ 0,40£0,01 0,04%0,03  [36]
esterilizacion
Consorcios de
Scenedesmus
Agua sp. 336,
residual Chlorella N-NHs, NT, PT,
artificial de sorokiniana DQO 0,7 0,7908 [87]
cerveceria UTEX1602 y
Chlorella sp.
Industria L166
cervecera Efluente
cervecero
anaerdbica
mente Scenedesmus sp. N-NH4", NT, a) 0,99 a) 0,06433 (8]
digerido a) PT, DQO b) 1,05 b) 0,06327
esterilizado
y b) no
esterilizado
Agua
residual de DQO, NOs-N, 1,93 0,22
acuicultura Chlorella NO2-N, NHs-
Piscicultura/ filtrada sorokiniana N, POs-P, PT [65]
Acuicultura Agua C. sp.
residual Chlorella sp. 087
pesquera Scenedesmus  NOs-N, POs-P S ,sp - [89]
filtrada 'y sp. e
L 0,83
esterilizada

Cl: carbono inorgdnico, COT: carbono organico total, DBOs: demanda biolégica de oxigeno (5 dias), DQO:
demanda quimica de oxigeno, NT: nitrégeno total, NH4* o NHs-N: nitrégeno en forma de ion amonio, N-
NHs: nitrégeno amoniacal, NOs™ o NOs3-N: nitratos, NO2” o NO2-N: nitritos, PT: fésforo total, PO4> 0 POs-
P: fosfatos/ortofosfatos

La Figura 1.6 muestra una imagen con la morfologia de las microalgas de estudio de la
presente tesis doctoral. La primera especie de estudio Chlorella vulgaris, es un organismo

unicelular descubierto en 1890 por el microbiélogo y botanico holandés Martinus Willen
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Beijerick [90]. Esta microalga fotosintética pertenece al reino Protista, su division es
Chlorophyta del orden Chlorococcales y su familia corresponde a Chlorellaceae del género
Chlorella [91], se caracteriza por su color verde brillante y su forma esférica con didmetros
entre 2 y 10 um [92]. Esta especie es una de las mas estudiadas en el ambito experimental ya
gue se ha encontrado en aguas frescas, residuales, salobres, e incluso en suelos; lo que
demuestra su adaptabilidad a diversos ambientes, razén por la cual es considerada como un

recurso bioldgico prometedor [93].

i v

Figura 1.6 Imagen de las especies Chlorella vulgaris (A) y Scenedesmus sp. (B) empleadas en el

presente estudio (Elaboracion propia).

Ademas de ser una especie robusta, presenta una tasa de crecimiento elevado en
comparacion de otras especies y ha sido cultivada para usos en el sector alimenticio, cosmético
y nutracéutico por su alto contenido proteico (43-58 % en base seca) y lipidico ( 5-58 % en base
seca), el cual puede variar en funciéon de las condiciones principales del cultivo (luz,

temperatura, pH, salinidad, disponibilidad de nutrientes, etc.) [92,94].

Por su parte, la especie de estudio Scenedesmus sp. corresponde a la divisién Chlorophyta,
clase Chlorophiceae y orden Sphaeropleales y fue identificada por primera vez por Meyen en
1829 [80]. Este género de microalgas puede encontrarse en forma individual y en colonias, y
suelen estar agrupadas por su lado longitudinal, de 2 a 32 células, siendo comun las
agrupaciones de 4-8 células con un tamafio variable entre 3-78 x 2-10 um, con formas

esféricas, elipsoidales alargadas o fusiformes [80]. Scenedesmus sp., ha sido descrita como una
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de las especies de microalgas mds adecuada para la biomitigacion de CO, por su alta
produccién de biomasa y capacidad de fijacién de carbono [70,95]. La Tabla 1.5 muestra Ila

informacién taxondmica de las dos especies de estudio en el presente trabajo [80,94].

Tabla 1.5 Informacidn taxondmica de las microalgas del presente estudio

Parametro Chlorella vulgaris  Scenedesmus sp.

Jerarquia Beijerinck 1890 Meyen 1819
Reino Plantae Plantae
Subreino Viridiplantae Viridiplantae
Divisidn Chlorophyta Chlorophyta
Subdivisién Chlorophytina Chlorophytina
Clase Trebouxiphyceae Trebouxiphyceae
Género Chlorella Scenedesmus
Familia Oocystaceae Scenedesmaceae
Orden Chlorellales Sphaeropleales

1.4.2 Cultivo de microalgas

Junto a la seleccion de un medio de cultivo apropiado y la definicién de una o varias cepas
de microalgas robustas, el cultivo de microalgas constituye una de las etapas primarias para la
obtencién de biomasa de microalgas con diversos fines, considerando todo un conjunto de

variables y condiciones de cultivo que influyen directamente sobre la biomasa microalgal [96].

Las condiciones de cultivo pueden clasificarse en cuatro grupos: fotoautotroficas,
heterotrdficas, mixotréficas y fotoheterotrdficas. El cultivo fotoautétrofo implica un cultivo
basado en el uso de la luz derivada de la fotosintesis o luz artificial, asi como el uso de fuentes
inorganicas de carbono. Es considerado una condicion de cultivo de bajo coste al emplear luz
natural y puede usarse con cultivos abiertos (lagunas) o cerrados (fotobiorreactores). El cultivo
heterdtrofo no requiere luz y emplea compuestos orgdnicos como la glucosa como fuente de
energia y de carbono. Normalmente se considera de coste moderado ya que requiere de
fermentadores convencionales para el aprovechamiento del sustrato (glucosa). El cultivo
mixotrofico puede ser tanto autétrofo (microorganismos que producen su propio alimento)
como heterdtrofo (microorganismos consumidores que no producen su propio alimento) que
emplean compuestos organicos e inorganicos como fuentes de carbono y de energia, y
también luz natural o artificial. Son considerados de alto coste y suele emplearse
fotobiorreactores para este tipo de cultivo. Los cultivos fotoheterotréficos son aquellos que
hacen uso de aztcares como fuente de carbono organico y de energia, al igual que hacen uso

de luz natural o artificial; de forma andloga al cultivo anterior, son considerados métodos de
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alto coste por el uso de fotobiorreactores [97-100]. Para todos los casos hay riesgo de

contaminacién que afectara a la concentracién celular del cultivo [101].

De acuerdo con el modo de operacidon, los cultivos pueden clasificarse también en
continuos, discontinuos, semicontinuos e inmovilizados. El cultivo en continuo presenta como
caracteristica principal una entrada continua y controlada de nutrientes al medio de cultivo y
la salida continua de biomasa, con la ventaja de una alta produccién de biomasa de
composicion constante. En cambio, en el cultivo discontinuo (también llamado por lotes o
batch), se fijan unas condiciones de alimentacidn en la entrada al proceso y se desarrolla hasta
gue se consume uno de los reactivos en el medio. El modo de cultivo semicontinuo es una
combinacion de los procesos anteriores en el que se da un aporte continuo de nutrientes al
medio de cultivo, pero no se retira biomasa del reactor hasta su cosecha. Finalmente el cultivo
inmovilizado tiene la finalidad de proporcionar un espacio estable para fijar el microorganismo
sobre una matriz polimérica o pelicula que permite obtener mejores tasas de crecimiento

celular [96].

Actualmente destacan dos sistemas de cultivos de microalgas principales: sistemas abiertos
y sistemas cerrados. Los sistemas abiertos tienen su fundamento en las lagunas artificiales o
estanques de oxidacion empleados en el tratamiento de aguas residuales; pueden tener varias
formas (redondos o rectangulares), el estilo mas empleado es el tipo “raceway” o estanque de
carreras con paletas acopladas a un motor para promover la circulacidn del medio a través del
circuito. Son sencillos y de bajo coste de construccion y operacion; sin embargo, presenta como
desventajas el requerimiento de grandes espacios para su construccién (dependiendo de la
escala), pérdidas de agua por evaporacién y salpique, pobre uso de la luz, difusién de CO; a la
atmodsfera, contaminacidon por otros microrganismos consumidores de microalgas y baja
eficiencia en el proceso de agitacién del medio lo que disminuye la eficiencia fotosintética de

los cultivos [101-103].

Los sistemas cerrados surgieron como una opcién para contrarrestar las desventajas que
presentan los sistemas abiertos, surgiendo el término “fotobiorreactor”, el cual hace
referencia a cualquier recipiente con facilidad de iluminacidn, de entrada y salida de nutrientes
y aireacion para cultivos que requieran luz como fuente de energia, evitando asi zonas oscuras
al proveer un paso mas uniforme de la luz que se traduce en mejoras en la transferencia de
masa y en la eficiencia fotosintética de las microalgas. Normalmente se componen de una fase

sélida (microalgas), una fase liquida (medio de cultivo), una fase gaseosa (para la transferencia
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de CO, y O;) y se construyen con materiales de color claro o transparentes que permitan el

paso de la luz.

Con los avances tecnoldgicos se han desarrollado diferentes tipos de fotobiorreactores
pudiendo encontrar algunos tipos clasificados segun la superficie iluminada en: planos,
tubulares y de columna; segin la forma en la que fluye el liquido: agitados, columnas de
burbujeo y tipo “airlift” o reactor de transporte aéreo. También pueden ser verticales u
horizontales. En todos los casos se trata de recipientes con barreras transparentes o
semitransparentes construidos con vidrio, plexigldas o metacrilato, policarbonato, bolsas
plasticas, etc. [102,103]. De forma general con este tipo de sistema se presentan beneficios
como el alto crecimiento celular y mayor productividad de la biomasa asociada a un mejor
control en el suministro de nutrientes, CO; y luz; ademas de que ahorran espacio y pueden

emplearse en condiciones internas de laboratorio o a la intemperie [101,104].

1.4.3 Tratamiento de aguas residuales con microalgas

Diversos autores afirman que las microalgas son uno de los tratamientos bioldgicos mds
eficaces para la absorcién de nutrientes en aguas residuales y su conversidon en biomasa.
Durante su tratamiento, nutrientes ricos en nitrogeno, fésforo y carbono son absorbidos por
las microalgas para su crecimiento. A través de su actividad fotosintética la microalga libera O,
gue puede ser aprovechado por bacterias en el agua residual (si las hubiera) fijando CO; 0
asimilando iones de bicarbonatos (HCOs’) durante la respiracidon celular. Sin embargo, sus
aplicaciones habian estado limitados a usos en laboratorio hasta hace algunos afios cuando se
han aplicado las tecnologias de estanques tipo “raceway” y fotobiorreactores para el

tratamiento de aguas residuales a gran escala [24].

A través de los afios se ha demostrado que algunas especies de microalgas tienen la
capacidad de eliminar mas del 99 % de N, P y C de diversos tipos de aguas residuales
procedentes de industrias avicola, porcina y bovina, industrias cervecera y lactea, y aguas
municipales, en cortos periodos de tiempo con crecimiento sustancial de la biomasa
[59,105,106]. Pese a sus altas eliminaciones de diversos nutrientes presentes en las aguas
residuales, normalmente presentan limitaciones en términos de eliminacién de sales, olor y
color; y dependiendo del propésito final del tratamiento, en algunos casos serd necesario
acompafiarlas de otras tecnologias como las tecnologias de membranas para la etapa de

adecuacién o purificacidn final del agua tratada [24].
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En comparacidn con el tratamiento de aguas residuales convencionales, el tratamiento con
microalgas se considera efectivo y de bajo coste de capital [17]; aunque etapas posteriores de
aprovechamiento de la biomasa (cosechado, secado, transformaciones posteriores, etc.)
pueden presentar costes muy elevados asociados a requerimientos energéticos y de
materiales. Otra ventaja es la notable reduccién de lodos formados durante el tratamiento
convencional de aguas residuales asociados al uso de sustancias quimicas, los cuales requieren
de un tratamiento especial debido a su potencial peligro y riesgos a la salud y el ambiente
[107]. Otro beneficio es la reduccién de GEI gracias a la fijacién de 100-200 toneladas de CO,
por ML, tanto si el tratamiento del agua residual se basa netamente en tratamiento bioldgico
con microalgas o si es integrado a PTAR; esto hace a esta tecnologia mds respetuosa con el

medioambiente [108].

Los tratamientos de aguas residuales basados en microalgas generan como subproducto la
biomasa de microalgas que puede tener varios usos al ser transformada en una biorrefineria
de microalgas. Entre los diferentes bioproductos se encuentran la obtencidn de biofertilizantes
de plantas, ya que esta biomasa puede mejorar la composicion mineral del suelo y ayudan a la
fijacion de N de suelos de uso agricola, lo que permitird mejorar la fertilidad de los suelos de
una manera sustentable [109]. Esta biomasa también puede ser transformada en alimento
para animales, como por ejemplo en la industria acuicola dada su alto contenido nutricional
(39-70 % de proteinas, 10-57 % de carbohidratos) y ser de facil digestién para especies como
camarones y peces [110]. Sin embargo, esta aplicacidon recibe muy poco uso debido a las
regulaciones en alimentacién animal de la mayoria de los paises. La biomasa de microalgas es
considerada por algunos autores como una fuente prometedora en la produccién de

biocombustibles; esta aplicacion se detalla a continuacion.

1.5 Aprovechamiento energético de la biomasa microalgal generada

1.5.1 Produccidn de biocombustibles a partir de microalgas

Los biocombustibles son combustibles derivados de compuestos u organismos bioldgicos
muy variados; éstos pueden ser liquidos como el biodiésel, bioetanol y otros bioalcoholes;
gaseosos como el biogas y bio-hidrégeno y sélidos como el carbdn vegetal, la madera y el
serrin. Se han usado desde principios de la humanidad para la generacion de calor vy
posteriormente para la generacidon de electricidad. El déficit de fuentes de energias no
renovables propicid la busqueda y desarrollo de los biocombustibles al presentarse como una

opcion respetuosa con el medioambiente que pudieran servir para el transporte.
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Estos combustibles se agrupan segun el tipo de biomasa de procedencia, es asi como la
primera generacion de biocombustibles corresponde a biomasa de origen vegetal de tipo
alimenticio con altos contenidos de azucares y grasas o aceites, como el maiz, cafia de azucar
y semillas oleaginosas como girasol, oliva, canola, etc. La biomasa de segunda generacién es
aquella que se obtiene de los residuos postcosecha del sector agricola (tallos, ramas, etc.) y
gue se caracterizan por tener un alto contenido de celulosa, hemicelulosa y lignina. También
entran en esta generacion, los aceites usados de cocina [8]. La biomasa de tercera generacion
es la procedente de microorganismos como hongos, levaduras, bacterias y microalgas, con alto
contenido de lipidos, proteinas y carbohidratos y que no compite con la alimentacién humana
ni animal. La cuarta generacidn de biomasa se trata de organismos genéticamente modificados

para la produccién de azucares y lipidos [111].

Para que un biocombustible sea considerado una fuente de energia sostenible, debe
provenir de fuentes abundantes de biomasa y tener una buena productividad de lipidos (para
el caso del biodiésel) ; éstos dos aspectos son parametros importantes que pueden satisfacer
las microalgas [8]. Las microalgas son microorganismos fotosintéticos procariotas y eucariotas
con crecimiento autétrofo o heterdtrofo capaces de captar el CO; atmosférico, nutrientes y luz
y transformarlo en O, y biomasa. Todas las especies presentan un rapido crecimiento incluso
en condiciones poco dptimas por lo que se consideran organismos resilientes que pueden

encontrarse en una gran variedad de ecosistemas acuaticos e incluso terrestres [111].

Se ha reportado la existencia de mds de 50.000 especies de microalgas, pero solo unos
pocos miles han sido estudiados. Se agrupan de formas diversas: segun sus estructuras, la
composicion de sus pigmentos, compuestos bioquimicos que las conforman, su ciclo de vida,
etc. [8]. Se ha demostrado que la produccién de biomasa a partir de microalgas supera 50
veces la produccién de biomasa de las plantas terrestres, e incluso pueden llegar a producir

mas litros de aceite por hectarea que el aceite de palma africana y la soja [112].

Varias especies de microalgas han sido estudiadas para la obtencién de biocombustibles a
partir de su biomasa pero deben cumplir con algunas condiciones para que sean aptas para la
produccién de biocombustibles como el biodiésel; entre algunas de ésas condiciones se
encuentran: tener un contenido de lipidos entre 20-50 % en peso seco, una alta tasa de
crecimiento, alta adaptabilidad a cambios en el medio de cultivo o de las condiciones

atmosféricas y facilidad para flocular o sedimentar [113-115].

Si el enfoque del uso de microalgas es la obtencidn de lipidos, en la etapa posterior de

extraccion de estos generalmente se produce una cantidad considerable de biomasa residual
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que incluye las proteinas, carbohidratos y restos celulares no aprovechados. Bibliografia
reciente sobre biorrefinerias basadas en microalgas mencionan que este residuo puede ser
usado como una fuente de macromoléculas para bioproductos de bajo valor afiadido como
biofertilizantes, bioestimulantes, bio-aceites, biogds, etc. Hoy en dia, el concepto de
biorrefineria sostenible es objeto de estudio en el campo de las microalgas con el propésito de
obtener productos de valor afiadido al dar uso a la biomasa residual que generan algunos
procesos individuales de la extraccién de lipidos [19,116]. En este tipo de biorrefineria, ademas
de obtener nuevos productos y reducir impactos ambientales, se aplican los principios de la
economia circular que contribuyen a reducir los numerosos cuellos de botella y retos asociados

a las refinerias de algas [17,117] .

En la mayoria de propuestas de biorrefinerias basada en microalgas se presentan esquemas
de procesos que permiten la obtencidon de productos quimicos o productos de alto valor
afiadido que tradicionalmente se obtienen del petrdleo; sin embargo, la comercializacion de
estos esquemas es complejo y costoso debido a la variedad de materias primas y tecnologias
aplicables [17]. El uso de material residual es una de las practicas de mayor uso. En este
sentido, se emplean materiales residuales sdlidos, liquidos o gaseosos que son tratados para
otorgarles las caracteristicas de acondicionamiento necesarias para su uso dentro de la
refineria. Entre los materiales residuales mas utilizados se encuentran restos de la actividad
agricola, residuos municipales, aguas y gases residuales [15]. En este trabajo doctoral se
planted el uso de aguas residuales de tres tipos de industrias como medio de cultivo de
microalgas en biorrefinerias basadas en esta tecnologia y la posterior valorizacion energética

de la biomasa obtenida.

Entre las aplicaciones de las microalgas que acumulan lipidos resalta la obtencién de
biocombustibles a partir de dicha biomasa. Empleando ciertas biomoléculas extraidas de la
biomasa microalgal pueden obtenerse productos de interés, tales como biodiésel a partir de
lipidos extraidos con procesos de esterificacién/transesterificacion, o bioalcoholes a partir de
carbohidratos extraidos con procesos de fermentacion e hidrélisis [96]. En cambio, cuando se
emplea la biomasa completa o directa de microalgas, se producen ésteres metilicos de acidos
grasos de composicién similar a la que se encuentra en el biodiesel a través de reacciones de
transesterificacion. Otros productos importantes que pueden obtenerse son biogds mediante
la aplicacion de digestidon anaerobia y bioaceites con procesos de licuefaccién hidrotermal o
pirolisis. La Figura 1.7 resume los distintos procesos y biocombustibles que pueden obtenerse

a partir de biomasa de microalgas.
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Figura 1.7. Produccién de biocombustibles a partir de biomasa de microalga (modificado de

[96,118]).

De la Figura anterior, los procesos de transformacién bioquimica son los que presentan
menor consumo energético y son mas respetuosos con el medioambiente; sin embargo, en el
momento actual no son del todo rentables por presentar bajas conversiones. Los procesos de
transformacion termoquimicos son rentables, eficientes y de los mas usados al momento,
incluso con residuos de microalgas. Sin embargo, para obtener biocombustibles como el
biodiésel, es necesario recurrir a transformaciones quimicas que a la fecha presentan
limitaciones de rentabilidad econémica y energética; por lo que los estudios actuales se
enfocan a estrategias para mejorar la eficiencia de los procesos de transformacion de biomasa

de microalgas en una biorrefineria [118].

Dentro del proceso de extraccidn de lipidos es comun el uso de biomasa seca de microalgas;
sin embargo, la etapa de secado representa un punto de gran consumo energético dentro del
proceso; por ello algunos autores han tratado de optimizar los procesos empleando biomasa

humeda de microalgas para reducir los costes asociado a la etapa del secado [112,119-121].

1.5.2 Obtencion de lipidos y acidos grasos libres

Considerando que los lipidos de las microalgas son las biomoléculas implicadas en la
produccién de biodiésel, es necesario la obtencidn de estos. Se clasifican segun su polaridad
en lipidos neutros (glicéridos y acidos grasos libres) que tienen funcion de almacenamiento de

energia, y lipidos polares (fosfolipidos, esfingolipidos y glicolipidos) encargados de formar
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membranas celulares. Los lipidos tienen acidos grasos libres formando parte de su estructura.
Dentro de los lipidos neutros, se encuentra un tipo de dcido graso conocido como acilgliceroles
gue presentan un enlace éster unido a un glicerol, y seglin el nUmero de acidos grasos se
clasifican en triacilgliceroles, diacilgliceroles y monoacilgliceroles; la Figura 1.8 muestra las
estructuras caracteristicas de los acilgliceroles. Pero no todos los lipidos neutros son Utiles para
la obtencidon de biodiésel; aquellos que no contienen acidos grasos como hidrocarburos,

esteroles o pigmentos, no se pueden convertir en biodiésel [118,122].

|| I I I

H,C—0—C—R, H,C—OH H,C—0—C—R, H,C—0—C—R,  H,C—0—C—R,
i i I

HC—OH HC—O0—C—R, HC—0—C—R, HC—OH HC—O0—C—R,
| | | gL

H,C—OH H,C—OH H,C—OH HC—0—C—R,  H,C—O0—C—R,
Monoacilgliceroles Diacilgliceroles Triacilgliceroles

Figura 1.8. Estructuras de los acilgliceroles (tomado de [118])

Los lipidos pueden también clasificarse segun su estructura molecular en saponificables e
insaponificables. Los lipidos saponificables tienen un grupo funcional éster que puede
hidrolizarse en condiciones basicas. Los lipidos no saponificables, no tienen acidos grasos en
su estructura por lo que no pueden saponificarse con una base (terpenos y esteroles) [123]. A
su vez, los lipidos saponificables se clasifican en simples y complejos; los simples contienen un
solo C, Hy O (acilglicéridos, los céridos, ésteres de esterol y acidos grasos libres). Los complejos
ademas de C, H y O, pueden contener N, P, S o un glucido (fosfolipidos, glucolipidos y
esfingolipidos) [124]. La Figura 1.9 muestra un esquema de la clasificacion de los lipidos segln

su estructura molecular.

Para la produccidn de biodiésel se requiere de la obtencién de ésteres metilicos o etilicos
de dacidos grasos que se obtienen a partir de las reacciones de transesterificacion o
esterificacion mencionadas anteriormente. Por ello, a veces es necesario realizar la extraccion
de lipidos y 4cidos grasos previamente a través de métodos de extraccion convencionales
(mecanicos, fisicos, quimicos o combinaciones de ellos), métodos cataliticos (catalizadores

quimicos o enzimaticos), por microondas o con el uso de fluidos supercriticos [125].

Entre los métodos de extraccidn de lipidos convencionales destacan el método de
extraccion Soxhlet (1879), el método de Folch, Lees y Stanley (1957), y Bligh y Dyer (1959), que

hacen uso de disolventes quimicos para extraer los lipidos contenidos en diversas materias
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primas, siendo las técnicas de extraccién de lipidos mas usadas y citadas en los uUltimos cien
anos, pero presentan como desventaja el uso de disolventes de alta toxicidad para humanos,

animales y medioambiente [126].

Lipidos

Figura 1.9. Clasificaciéon de los lipidos segun su estructura molecular [123,124].

El método Soxhlet (1879) fue desarrollado originalmente para la determinacion de grasa en
la leche por el quimico aleman Franz von Soxhlet; en este método de extraccién hibrido
(continuo y semicontinuo), la muestra se coloca en un dedal de celulosa y “se lava”
continuamente con un disolvente fresco condensado de una destilacion, tradicionalmente se
emplea hexano. Cuando en el equipo de extraccion Soxhlet el liquido alcanza un volumen
excedente, un sifén aspira el soluto del dedal y lo descarga nuevamente en la destilacion,
llevando los analitos al disolvente. Entre las ventajas de esta técnica resalta su simplicidad y
alto rendimiento sin importar la matriz de la muestra; sin embargo, entre las desventajas
resalta el largo tiempo requerido para la técnica, la gran cantidad de disolvente que requiere
(téxico y nocivo al medioambiente) y la posibilidad de descomposicion térmica de los

compuestos de interés ya que se trabaja a la temperatura de ebullicién del disolvente [127].

El método de Folch, Lees y Stanley (1957) se desarrolld para la extraccion y purificacion de
lipidos totales de tejidos animales e implica el uso de volimenes de la mezcla
cloroformo:metanol 2:1 (v/v) con la biomasa a tratar y aplicacién de agitacion mecanica por
cierto tiempo para promover la ruptura de la pared celular; posteriormente se centrifuga el
material y se realiza la separacion de fases. Este método ha sido modificado para optimizar el

rendimiento de la extraccion y las cantidades de disolventes y biomasa a usar [128].
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El método de Bligh y Dyer (1959), es considerado como un método estandar para la
determinacién de lipidos totales a partir de tejidos bioldgicos; en este método se afiade
cloroformo, metanol y agua a las muestras en dos procesos de extraccion, con la adicion de un
volumen de KCl para separar lipidos que hayan quedado en la fase acuosa; y después de una
separacion de fases, los lipidos se cuantifican en la fase organica mediante secado a peso

constante [126].

Sin embargo, pese al desarrollo tecnolédgico en el campo de biorrefinerias de microalgas,
actualmente la relacion coste-eficiencia, el rendimiento de lipidos en la etapa de extraccién y
la evaluacién de impactos ambientales, constituyen un cuello de botella en la extraccién de
lipidos con fines de obtencidn de biocombustibles, enfocando los estudios en el desarrollo de
métodos sostenibles y mas respetuosos con el medioambiente [129]. El cambio a disolventes
mas respetuosos con el medioambiente para sustituir el uso de cloroformo y metanol, ha sido
estudiado y se ha propuesto en su lugar el uso de mezclas de acetato de etilo y etanol como
opciones de disolventes menos toxicos [126]. En este trabajo doctoral se selecciond el método
de extraccién tradicional mecdnico y quimico para la extraccién de lipidos y acidos grasos; esto
implica la ruptura de la pared celular de las microalgas por medios fisicos con el uso de técnicas
de vértex o sonicacion, seguido de un proceso quimico que implica el contacto con uno o varios

disolventes empleados comiUnmente en la extraccion de lipidos.

Para la obtencidn de acidos grasos libres se realiza la reacciéon de saponificacién con
biomasa de microalgas (seca o himeda) y el uso de un disolvente (metanol) y de un catalizador
basico (NaOH o KOH). La mezcla se lleva a reflujo constante cerca de 1-4 horas con agitacién y
temperatura préxima a 60-70 °C [130]. La esterificacion puede llevarse a cabo sin la adicion de
catalizadores debido a la débil acidez de los propios acidos carboxilicos, pero la reaccidn es
extremadamente lenta y requerird de varios dias para alcanzar el equilibrio en condiciones de

reaccion tipicas [131].

1.5.3 Produccidn de ésteres metilicos de acidos grasos

El biodiésel es una molécula conformada por ésteres monoalquilicos de acidos grasos que
puede obtenerse a partir de transformaciones quimicas que implican reacciones de
transesterificacion de lipidos saponificables (triglicéridos, fosfolipidos, glucolipidos y
esfingolipidos) con un alcohol (normalmente metanol, pero también puede emplearse etanol)
y que produce un éster de acido graso y glicerol (Figura 1.10). Otra opcidn es la reaccion de
esterificacion de acidos grasos y alcohol, que produce también ésteres metilicos de acidos

grasos que conforman el biodiésel (Figura 1.11).
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Triglicéridos Metanol Diglicéridos Monoglicéridos Glicerol Esteres
metilicos
Figura 1.10. Esquema de la reaccion general de transesterificacién de los triglicéridos a éster

metilico de 4cido graso (tomado de [118]).
CH;—0—-CO—-R,4
3R—CO—0H + 3CH3;—OH «—* CH3—0—-CO—R; + H,0

CH;—0—CO —R;
Acido graso Alcohol FAMEs

Figura 1.11. Esquema de la reaccion general de esterificacidon de acidos grasos a éster metilico

de acido graso (tomado de [118]).

En ambas reacciones es posible emplear o no un catalizador. Para poder desarrollar la
transesterificacion de los lipidos saponificables o |a esterificacién de los acidos grasos libres se
requiere de la extraccidn de los lipidos de las microalgas; este proceso es conocido como un
proceso indirecto; aunque también es posible tener un proceso directo combinando la
extraccion de lipidos con la etapa de reaccién al utilizar biomasa seca de microalgas, un alcohol
como disolvente de extraccidn y reactivo de la reaccidn, lo que hace al proceso mas sencillo y

econdmico [118].

La produccién de ésteres metilicos de acidos grasos como los que se encuentran en el
biodiésel se realiza con la reaccion de transesterificaciéon, una reaccidon quimica comun en la
gue un alcohol primario reacciona con triglicéridos de acidos grasos, en presencia de un
catalizador. El alcohol empleado es metanol, pero pueden obtenerse ésteres etilicos o butilicos
empleando etanol o butanol, respectivamente. El catalizador puede ser bdsico o acido.
Ademas de los ésteres metilicos, se produce glicerol como subproducto de la reaccidn, y puede

ser utilizado en la industria del jabén [132].
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La reaccion de transesterificacion presenta como ventajas el ser uno de los métodos mas
utilizados por su simplicidad y bajo coste para convertir aceites de origen vegetal en
combustibles como el biodiésel. Respecto del catalizador, pueden usarse catalizadores
homogéneos basicos (NaOH, KOH), homogéneos acidos (H,SO4 HCI, HI), catalizadores
heterogéneos (resinas sulfénicas comerciales), catalizadores enzimaticos (lipasas), entre los
mas reportados en la bibliografia [133—135]; la reaccién requiere de agitacidon continua a
diferentes temperaturas de operacién que varian desde la temperatura ambiente hasta los 90
°C . Al finalizar la reaccidn se deja enfriar el producto y se obtendra la separacidn de las dos
fases; el glicerol, que es mas denso que el biodiésel se encontrarad en la parte inferior del
embudo de separacidon después de un tiempo de decantacién. Sin embargo, existen algunos
parametros que tienen efecto sobre la reaccién y su rendimiento puede verse limitado por la
temperatura, tiempo y agitacion de la reaccién, el tipo y concentracion de catalizador, las
proporciones de los reactivos utilizados, etc.; por ello, es comun la optimizacién de los

parametros de reaccién para mejorar el rendimiento [135].

Muchos investigadores de este campo de estudio enfocan los estudios de biocombustibles
hacia opciones y tecnologias mds respetuosas con el medioambiente implementando mejoras
en el disefio de biorreactores, las técnicas de recoleccién de biomasa para evitar o reducir el
coste asociado a la etapa de secado, los disolventes de extraccidon de lipidos y la propia
reaccién de transesterificacion que constituye el paso mds importante para producir un
combustible mas limpio; por ello el uso de enzimas alcalinas o cidas y lipasas se ha propuesto
como una opcidn mas limpia. Sin embargo, el coste de las lipasas es alto, por esto y algunas
otras dificultades para alcanzar incrementos en rendimiento y cantidades producidas de
ésteres metilicos de acidos grasos obtenidos a partir de microalgas, adn no es factible que el

biodiésel obtenido pueda competir con el combustible diésel convencional [136].
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2. Objetivos

Por lo expuesto anteriormente, las microalgas se presentan como una opcidn
prometedora para la obtenciéon de productos de alto valor afadido tras su paso por una
biorrefineria; sin embargo, diversos problemas técnicos y econdmicos aun no le permiten
competir directamente con la industria petrolera para suplir la energia requerida por la
sociedad. Por ello, se siguen buscando opciones para reducir todos los requerimientos
energéticos y de materiales posibles que inciden directa o indirectamente en los costes de
capital de una biorrefineria de microalgas con el propdsito de hacerla rentable, eficiente y
sustentable en todas sus etapas.

En este sentido, y considerando los problemas ambientales asociados al vertido de aguas
residuales a cuerpos de agua, suelos o sistemas de alcantarillado sin tratamientos previos en
una PTAR en Ecuador, en esta tesis doctoral se planted hacer uso de aguas residuales de
industria porcina, industria cervecera artesanal y piscicultura como medio de cultivo de dos
especies de microalgas de forma individual en los tres tipos de aguas residuales; y en consorcio
con el agua residual mds compleja, en fotobiorreactores expuestos a la intemperie
aprovechando las condiciones climdticas de la ciudad de Quito, para ello se plantearon los

siguientes objetivos:

Tratamiento de aguas residuales industriales con microalgas

e Recolectar las aguas residuales de interés: aguas residuales de la industria porcina,
industria cervecera y piscicultura.

e Determinar la viabilidad del cultivo de las especies de microalgas Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. en las aguas residuales seleccionadas en este estudio: agua residual
de la industria porcina, de la industria cervecera y de piscicultura mediante
caracterizacién fisicoquimica para su tratamiento.

e Obtener biomasa microalgal de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.
cultivadas en fotobiorreactores planos de 60 L expuestos a la intemperie en las
condiciones climdticas de Quito, usando las aguas residuales industriales de estudio
como medio de cultivo para la obtencién de parametros cinéticos.

e Determinar la eliminacidn de nutrientes en cada agua residual de estudio mediante la
comparacion de la caracterizacidn fisicoquimica antes y después de cada cultivo y la
verificacion del cumplimiento de la normativa ecuatoriana vigente para la descarga de

dichas aguas tratadas al sistema de alcantarillado municipal.
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e Evaluar la viabilidad del cultivo de un consorcio microalgal de las especies Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp. en el agua residual con mejor comportamiento en los
objetivos anteriormente planteados.

e Determinar lareduccion de nutrientes en el agua residual seleccionada lograda a partir
del cultivo del consorcio de microalgas mediante la comparacién de la caracterizacion
fisicoquimica antes y después de cada cultivo. Se verificara el cumplimiento de la
normativa ecuatoriana vigente para la descarga de dichas aguas tratadas al sistema de

alcantarillado municipal.

Valorizacion energética de la biomasa obtenida

e Extraccién y caracterizacion de la fraccidn lipidica de la biomasa microalgal cosechada
en los tres tipos de aguas residuales empleando seis disolventes extractores diferentes
en términos de lipidos totales y acidos grasos libres.

e Producir ésteres metilicos de acidos grasos a partir del método directo (a partir de la
biomasa microalgal completa seca y himeda) y métodos indirectos (a partir de lipidos
y AGL previamente extraidos) para la determinacién del rendimiento gravimétrico de
la reaccidon y la conversion a biodiesel mediante la técnica de Resonancia Magnética
Nuclear de protén (RMN-!H). Se evaluarén distintos tipos de catélisis para comparar el

rendimiento y conversion obtenidos.
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3. Metodologia

En este apartado se incluyen los materiales, instalaciones y procedimientos experimentales
desarrollados para el alcance de los objetivos planteados en este estudio doctoral. Este estudio
doctoral se desarrollé bajo el convenio existente entre la Universidad Rey Juan Carlos en
Espafia y la Universidad Internacional SEK de Ecuador. El 70 % del trabajo experimental se
desarrolld en Ecuador para aprovechar las condiciones climaticas de Quito y el resto de la
experimentacion se desarrolld en las instalaciones del Grupo de Ingenieria Quimica y

Ambiental de la Universidad Rey Juan Carlos en el campus de Mdstoles.

3.1 Tratamiento de aguas residuales de origen industrial mediante microalgas

3.1.1 Recoleccion de aguas residuales a tratar

Se recolectaron aproximadamente 200 L de cada uno de los tipos de aguas residuales
a emplear. La Figura 3.1 muestra una imagen referencial de las aguas residuales seleccionadas.
En el caso del agua residual de industria porcina la recoleccién se realizd6 en una pequefia
empresa familiar dedicada al faenamiento de cerdos en la ciudad de Latacunga, Ecuador. El
agua residual de industria cervecera se recolecté en una pequefia empresa dedicada a la
elaboracidon de cerveza artesanal en la ciudad de Quito, Ecuador. El agua residual de

piscicultura se recolecté en criaderos de especies comerciales en Nanegalito, Ecuador.

Figura 3.1 Aguas residuales seleccionadas para su tratamiento con microalgas: industria

porcina (A), industria cervecera (B) y piscicultura (C).

Para todos los casos se realizd una breve mezcla de cada agua para homogeneizar y
suspender los nutrientes depositados en la parte inferior de los tanques de almacenamiento
de las aguas residuales. Las aguas recolectadas se almacenaron en recipientes plasticos de 20
L, limpios, sellados, etiquetados y almacenadas a 4 °C hasta su uso posterior; lo cual implicé
una filtracidon multicapas (diametro de poro de 0,6 a 1,6 mm) y esterilizacion en autoclave a

121 °Cy 15 psi durante 30 minutos previa a cada cultivo. Ninguna de las empresas poseia PTAR.
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3.1.2 Obtencion del inéculo

Para este estudio se emplearon cepas de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. procedentes
del Banco Espafiol de Algas que se preservaron en la ciudad de Quito, Ecuador en el Laboratorio
de la Facultad de Ingenierias y Ciencias Aplicadas de la Universidad Internacional SEK en medio
comercial Bold’s Basal Medium (BBM) [137,138]. El BBM se prepard con 10 g de NaNQOs, 3 g de
MgS0,4-7H,0, 1 g de NaCl, 3 g de K;HPO4, 7 g de KH,PO,4, 1 g de CaCl,-2H,0. Como elementos
traza en solucion se afiadieron 8,82 g de ZnS0,4:7H,0, 1,44 g de MnCl;-4H,0, 0,71 g de MoOs3,
1,57 g de CuS04-5H,0, 0,49 g de Co(NOs),-6H,0y 11,42 g de H3BOs, 50 g de EDTA, 31 g de KOH,
4,98 g de FeS0O4-7H,0 y 1 mL de H,SO4 concentrado [139]. Dichos compuestos fueron diluidos
en agua destilada hasta completar un volumen de 1 L conforme a cada stock establecido en la

receta del medio BBM y se autoclavaron previo a su uso como medio de cultivo.

3.1.3 Preparacion del medio de cultivo e inéculo

Cada indculo se mantuvo en reactores conformados por botellas autoclavables de 1 L con
medio de control BBM durante 7 dias hasta alcanzar una concentracidn celular adecuada
(~10°cel/mL). Los reactores se adaptaron con filtros de entrada y salida de aire (didmetro de
poro de 0,45 um), a temperatura ambiente y bajo condiciones controladas de irradiancia
luminica con luz artificial blanca constante a 150 umol/m?-st y ciclos de luz/oscuridad de 12
horas en el laboratorio [140]. Aunque no se realizaron pruebas moleculares para garantizar
cultivos monoalgales, mediante observacién al microscopio se tratdé de verificar
morfolégicamente que los cultivos fueran de una Unica especie; y en caso de detectar

contaminacidn o mezcla de las especies, se guardaba el indculo para conformar los consorcios.

3.1.4 Siembra en fotobiorreactores

Todos los cultivos se sembraron en fotobiorreactores de vidrio templado (71,3 cm de largo
x 8,8 cm de ancho x 61 cm de alto), acoplado a termopares para el monitoreo, con control de
la temperatura en 28+2 °C y mangueras de aireacidon conectadas a un compresor para
mantener el cultivo en suspensidon constante con un flujo de aire de 4,2 L/min. La
concentracidn de los cultivos se realizd en proporcion 1:10 v/v de microalga:agua residual y se
mantuvieron a la intemperie bajo condiciones atmosféricas de la ciudad de Quito con control
diario de pH. Cada cultivo de agua residual para cada cepa se realizo por triplicado y conté con
su respectivo control en medio BBM para su comparacién. La Figura 3.2 muestra los colores

gue presentaba cada tipo de agua residual previo a la siembra de microalgas.

46



Metodologia
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Figura 3.2 Aguas residuales en fotobiorreactores previo a la siembra de las microalgas: agua
residual de industria porcina (A), agua residual de cerveceria artesanal (B) y agua residual de

piscicultura (C).

3.1.5 Crecimiento celular y peso seco

Para cada tipo de agua residual y especie de microalga sembrada en los fotobiorreactores
se recolectaron muestras diarias de 150 mL en botellas de plastico previamente lavadas y
desinfectadas bajo luz UV. Las muestras se refrigeraron durante 24 horas a 4 °C para ralentizar

el crecimiento celular [141].

o

A Q:O B a
PV

Figura 3.3 Microalgas Chlorella vulgaris (A) y Scenedesmus sp. (B) cultivada en agua residual

de piscicultura observada desde un microscopio con objetivo de 100X.

La determinacidn del crecimiento se realizé por conteo celular y peso seco. El conteo celular
se hizo en camara de Neubauer usando un microscopio dptico marca Leica para poder
visualizar las células a 40X y 100X [142]. En la Figura 3.3 se muestra un ejemplo para las
especies de microalgas de estudio durante un conteo celular al microscopio a 100X. En las
muestras con gran concentracidén de microalgas se realizaron diluciones 1:10 o 1:100 para

facilitar el conteo por triplicado. La concentracion celular se determind con la Ecuacion (1).

La determinacion de la concentracién de biomasa microalgal o peso seco se realizé6 por

gravimetria [143]; para cada caso se dej6 secar 1 mL de cada muestra sobre papel de filtro
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previamente pesado de 125 mm de didmetro en una estufa a 60 °C durante 24 horas. Se
llevaron a un desecador durante un tiempo de 30 min y una vez a temperatura ambiente, se
pesd cada muestra hasta obtener un peso constante [144]. El peso seco se calculd a partir de
la Ecuacion (2) por diferencia de pesos. En cada cultivo y para cada especie se determind la
productividad total de la biomasa obtenida con la Ecuacién (3), la cual relaciona la biomasa
total en gramos (g) para el volumen total de cada cultivo expresado en litros (L) y el tiempo

final del cultivo en dias (d).

cel nam. células (%) -10.000
Concentracién celular (—) = - ~dilucion (Ec. 1)
mlL nam. cuadros ¢
g ( filtro seco + muestra seca)(g) — filtro inical (g) (Ec. 2)
Peso Seco (—) =
mlL volumen de muestra (mlL)
. Biomasa total (g)
Productividad total = -
Volumen (L) - Tiempo (d) (Ec. 3)

3.1.6 Caracterizacidon elemental de la biomasa microalgal

Al finalizar cada cultivo, el contenido de los fotobiorreactores se cosechd y centrifugd a
4000 rpm en tres series hasta obtener una pasta concentrada de microalgas. Una parte de la
biomasa se secd en estufa durante 24 h a 100 °C para posteriormente ser pulverizada
manualmente y asi obtener la biomasa seca. Otra parte se mantuvo himeday en refrigeracién
para poder realizar el andlisis de lipidos totales en base humeda y su respectiva comparacién
en base seca. También se reservaron 4 L del liquido sobrenadante de cada cultivo para pruebas
de analisis por adsorcion atémica en laboratorios externos. La biomasa seca se caracterizé a
nivel elemental (H, C, N ,S ,0) usando un Analizador elemental Vario EL Il (Elementar

Analysensysteme GmbH, Germany).

3.1.7 Caracterizacidn fisicoquimica de las aguas residuales

La caracterizacion fisicoquimica de todos los tipos de aguas residuales se realizé tanto para
las aguas residuales previas al cultivo, como al sobrenadante obtenido posterior al cosechado
con los métodos estandarizados expresados en el Anexo 1, que incluyen nitrégeno total,
fosforo total, carbono organico total, DQO, metales (Ca, Cu, Cr, Fe, Mo, Ni, Pb, K y Na),

nitrégeno amoniacal y oxigeno disuelto. Las muestras de aguas residuales se centrifugaron de
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acuerdo con el tiempo establecido en cada protocolo y se determiné la concentracién y el
porcentaje de eliminacién de todos los pardmetros analizados con la Ecuacidn (4) que relaciona
la diferencia entre la concentracién inicial del nutriente (C)) y la concentracion final del mismo
(Cr) para la misma concentracién inicial del nutriente (C) por 100 % que determinard el grado

de eliminacién de un determinado nutriente en el agua residual.

o . (C; = Cr) (Ec.4)
Eliminacién de nutrientes (%) = — 100%
I

Se analizé la concentracion final de cada parametro fisicoquimico para ser comparado con
los limites de descarga al sistema de alcantarillado municipal vigente que establece el Acuerdo
Ministerial N° 097-A de Calidad Ambiental del Ministerio de Ambiente, Agua y Transicidn
Ecoldgica de fecha marzo de 2015 y que sustituye al libro VI del Texto Unificado de Legislacion

Secundaria del Ministerio de Ambiente (TULSMA) (Anexo 2).

3.2 Aprovechamiento energético de la biomasa obtenida

3.2.1 Extraccidn de lipidos totales

Para la extraccién de lipidos totales se empled la biomasa microalgal himeda y seca de las
microalgas usadas en el presente estudio. El método de extraccion de lipidos seleccionado fue
el propuesto por Bligh y Dyer modificado [145-147], [148], incluyendo el lavado con Nacl al
0,58 % para incrementar la pureza de la muestra y centrifugaciones a 4000 rpm para
homogenizar la extraccidon. Adicionalmente, este procedimiento se acompafié con la técnica
de sonicacidn para romper la pared y la membrana de las microalgas [149]. La extraccidn de
lipidos se llevd a cabo por triplicado con la mezcla cloroformo: metanol (1:2), hexano, acetato
de etilo, metilciclohexano, metanol y etanol como disolventes orgdnicos extractores. La

seleccidn de disolventes se realizé en base a la revisidn bibliografica realizada [150].

El porcentaje de lipidos totales de cada disolvente extractor se determind por gravimetria
con la Ecuacion (5), donde P, es el peso del frasco con el contenido lipidico extraido y seco en
gramos, y Pg al peso de la biomasa microalgal seca o himeda en gramos, siendo el porcentaje
representado en % m/m [146,151]. La productividad total volumétrica de lipidos se calculd a
partir de la Ecuacién (6), donde M, representa la masa de los lipidos, (V) el volumen del cultivo
expresado en litros, y (t), el tiempo cultivo expresado en dias [152]. Todas las muestras se
realizaron por triplicado y los resultados se expresan como el promedio con su desviacién

estandar.

P
Lipidos totales(%) = P—L =100 % (Ec. 5)
B
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(Ec. 6)

V-t

- P o 9 M,
Productividad Total Volumétrica de lipidos (n) =

3.2.2 Extraccion de acidos grasos libres (AGL)

La extracciéon de acidos grasos libres se realizé con 0,5 gramos de biomasa seca de cada
especie de microalga mediante la saponificacién de biomasa con 20 mL de metanol y 0,1 g de
KOH como catalizador basico. La muestra se mantuvo a reflujo constante durante un tiempo
de 4 horas a 300 rpm y 60 °C en un bafio térmico como se muestra en la Figura 3.4 (A) [153].
El material extraido se filtré6 con una bomba de vacio y se ajusté el pH con HCI 1 M;
seguidamente se pasé a un embudo de decantacidn para lograr la separacién de fases, una
fase orgdnica que contiene los acidos grasos y otra inorganica compuesta por residuos
contaminantes no lipidicos (Figura 3.4 B) para la purificacién de la muestra [154]. El porcentaje
de 4cidos grasos se midio por gravimetria considerando el peso del frasco vacio (T1) y el peso
del frasco con dacidos grasos libres (T,) en gramos, dividido por el peso inicial de biomasa
utilizada para la extraccion (W) con la Ecuacion (7) [152].

(Ec.
AGL (%) = (TZV;H) -100 7)

Figura 3.4 A) Equipo de reflujo empleado para la extraccidon de los acidos grasos libres. B)

Imagen de la etapa de separacidn bifasica posterior a la extraccion de acidos grasos libres.

3.2.3 Produccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME)

La obtencién de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) se realizé siguiendo el esquema
de trabajo que se muestra en la Figura 3.5 A, considerando el método directo como la reaccion
de transesterificacion a partir de biomasa completa, y el método indirecto como la obtencién
de FAME a partir de los lipidos y acidos grasos libres extraidos en las etapas previas (3.2.1y

3.2.2). La reaccién de transesterificacion fue catalizada empleando dos catalizadores acidos;
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uno homogéneo (acido sulfirico - H,SO4) y uno heterogéneo (resina comercial CT-269DR). La
reaccién directa se realizd con una relacién entre catalizador, disolvente y biomasa de
(1,74:15:1) (m:m:m) para el H;SO4 y de (1,1:70:1) (m:m:m) para la resina, colocando 0,1 g de
biomasa seca. Para la reaccion por el método indirecto se usé una relacion entre catalizador,
disolvente y lipidos de (1,74:15:1) (m:m:m) para el H;SO4y de (1,1:70:1) (m:m:m) para la resina
empleando 0,01 g de lipidos o AGL extraidos. Ambos casos a una temperatura constante de 90
°C durante 4 horas en tubos de vidrio que actuaron como reactores y agitadores magnéticos
sumergidos en un bafio térmico a 400 rpm [135,150]. Finalizado el tiempo de reaccidn, las
muestras se filtraron a vacio para retener las impurezas y se lavaron con 5 mL de agua ultrapura
y 2 mL de la mezcla hexano: dietiléter (80:20), se pasaron a un embudo de decantacién hasta
alcanzar la separacién de fases (Figura 3.5 B). La fase organica que contiene los FAME se extrajo
con una pipeta Pasteur y se llevd a una estufa de secado a 60 °C hasta alcanzar peso constante.
Se cuantifico el porcentaje de ésteres metilicos por gravimetria a partir de la Ecuacion (8), en
donde se determina el porcentaje por la diferencia de pesos entre el frasco con los FAME
producidos (T,) y el frasco vacio (T1), dividido para la biomasa usada (W) en gramos [152].

Todas las extracciones se realizaron por triplicado y los resultados se muestran en % m/m.

(Ec. 8)

L,-T

Produccion de FAME (%) = (

Esteres metilicos
de acidos grasos
(FAME)

homogéneo heterogéneo
(H,SO,) (CT-269DR)

[ |

Indirecto de
lipidos

’ Catalizador

Catalizador ‘

Directo Indirecto de AGL

’ |Biomasa seca de \

A AGL extraidos
microalgas

Lipidos extraidos

Figura 3.5 A) Flujo de trabajo para la obtencién de ésteres metilicos de acidos grasos a partir
de biomasa directa, lipidos y AGL extraidos. B) Imagen referencial de la etapa de separacion
para la obtencidn de biodiésel a partir de biomasa microalgal cultivada en aguas residuales

del presente estudio.
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Para analizar si las muestras de FAME presentaban caracteristicas proximas al biodiésel, se
disolvieron las muestras secas de FAME en cloroformo deuterado (cloroformo-d) y se
analizaron con la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de protdn en estado liquido (RMN-
H), con la que se puede relacionar el drea de las sefiales generadas por los protones de los
grupos metilo de los ésteres (Ame) con las sefiales de los protones de metilenos de triglicéridos
y acidos grasos libres que no han reaccionado (Aschz2) @ 2,2 ppm de acuerdo a la ecuacion (9)
para determinar la conversién a FAME [155,156].

Conversion a FAME (%) = w- 100 (Ec.9)

"Aq—CH2

Para los datos obtenidos en la determinacidn del crecimiento celular (conteo celular y peso
seco) y los parametros fisicoquimicos nitrégeno total, carbono orgéanico total y fosforo total se
realizaron por triplicado comparando las medias de los valores obtenidos por las pruebas
analizadas por Kruskal Wallis, con el programa IBM SPSS Statistics version 25 siendo, dichas

diferencias, significativas cuando el valor p sea mayor a 0,05 (p>0,05).
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4. Resultados y discusion

4.1 Tratamiento de aguas residuales de origen industrial mediante microalgas

4.1.1 Caracterizacion del agua residual antes y después del cultivo de microalgas
a) Aguaresidual de la industria porcina

El agua residual de industria porcina, una vez recogida, se analizd en términos de la
concentracién de macronutrientes como el nitrégeno total, fésforo total, carbono organico total
y pH. También, se realizé la determinacidn del contenido de metales presentes. Como se ha
comentado anteriormente, el medio de control empleado para la comparacidn de valores de
macronutrientes fue el medio Bold’s Basal Medium (BBM). A través de una comparacion directa
de los parametros analizados, se verificé la viabilidad del agua residual de la industria porcina
como medio de cultivo para las microalgas de estudio. En la Tabla 4.1.1 se muestran los
resultados de la caracterizacidn inicial del agua residual de industria porcina y del medio de

control BBM.

Tabla 4.1.1 Concentracién inicial de macronutrientes principales, metales y otros parametros

fisicoquimicos presentes en el agua residual de industria porcina y el medio BBM previo al cultivo

de las especies de microalgas de estudio.

ARFP para ARFP para
Parametros Fisicoquimicos Chlorella Scenedesmus BBM
vulgaris sp.
Nitrogeno Total (mg/L N) 95+0,9 75104 34,5+2,83
Fosforo Total (mg/L PO43) 60+ 1,2 99,9+0,6 127,8 + 0,42
Carbono Organico Total (mg/L C) 421+0,8 438+1,3 4+0,01
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O3) 464 + 16 416 +6 255,05 +9,5
Calcio (mg/L) 23,89+ 0,72 21,22 + 0,67 9,43 £ 0,57
Cobre (mg/L) 0,059 + 0,004 0,055+0,002 0,014+0,001
Cromo (mg/L) <0,05LC <0,05LC <0,02 LD
Hierro (mg/L) 1,88 + 0,11 1,86 + 0,15 0,19 + 0,01
Molibdeno (mg/L) <0,1LC <0,1LC <0,1LD
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 71,97 69,17 1,23
Niguel (mg/L) <0,05LC <0,05LC <0,05LC
Plomo (mg/L) <0,05 LC <0,05LC < 0,004 LD
Potasio (mg/L) 25,1+1,7 23,4+1,1 95,70 + 6,98
Sodio (mg/L) 50,3 3,2 53,3+2,4 105,95+ 7,72
Turbidez (NTU) 473 455 0,15
pH 7,02+0,6 6,7+0,5 7,01+0,2

LD: Limite de Deteccion. LC: limite de cuantificacion
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Para la recoleccion del agua residual se realizaron dos muestreos en diferentes fechas, razén
por la cual las caracteristicas de las aguas residuales presentaron pequefias diferencias en las
concentraciones de sus macronutrientes pese a haber sido recolectadas en el mismo lugar. A
excepcion del fésforo total, cuyo contenido en el agua residual es menor a la concentracion
existente en el medio BBM, los otros macronutrientes presentan un contenido de nitrégeno
total y carbono orgdnico total mas alto respecto del medio BBM, un medio de cultivo sintético
de amplio uso en cultivos de microalgas. Al constatar por simple comparacion la existencia de
nutrientes en el agua residual, se procedio a iniciar los cultivos en los fotobiorreactores. Dichos
cultivos se realizaron entre los meses de octubre de 2020 y enero de 2021, expuestos a las
condiciones ambientales de la ciudad de Quito en Ecuador. Los fotobiorreactores empleados
tenian una capacidad de 60 L de cultivo, empleando el 60-80 % de su volumen para dejar el
espacio necesario para mantener un volumen de gas y/o la posible formacién de espumas por

el suministro de aireacion.

En los fotobiorreactores se afadieron conjuntamente indculo de microalgas y agua residual
de faenamiento previamente esterilizada en una proporcion 1:10 en volumen. Se mantuvo una
aireacion constante proporcionada por un compresor y diariamente se realizé control de pH'y
toma de muestras para el andlisis de la cinética de crecimiento y peso seco. Con el fin de reducir
costes en la etapa de cultivo, no se realizd reposicién de medio durante el tiempo de cultivo. La

Figura 4.1.1 muestra los fotobiorreactores para las dos especies al sexto dia de cultivo.

—lil !’LM'.’I ]

Figura 4.1.1 Imagen de los fotobiorreactores al sexto dia de la siembra de Chlorella vulgaris (A)

y Scenedesmus sp. (B) en agua residual de industria porcina.

Finalizados los cultivos, se realizd la cosecha de estos y el exceso de agua se elimind con
sucesivas centrifugaciones hasta obtener una pasta concentrada de microalgas. El liquido
sobrenadante se almacend para ser analizado y evaluar la capacidad de biorremediacidn de las
microalgas con la eliminacién de nutrientes y metales del medio. En la Tabla 4.1.2 se observan

los porcentajes de eliminacidn de los pardmetros analizados del agua residual de la industria
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porcina al inicio del cultivo y en el sobrenadante final para las especies Chlorella vulgaris y

Scenedesmus sp. Los resultados se expresan como el promedio de triplicados y su desviacién

estandar.

Tabla 4.1.2 Eliminacién de nutrientes en agua residual de la industria porcina por Chlorella

vulgaris y Scenedesmus sp.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris

Parametros Fisicoquimicos Concen.tr_acién Concen?racién Eliminacion
Inicial Final Total (%)
Nitrégeno Total (mg/L N) 90,5+0,9 11,5+1,12 87,29
Fosforo Total (mg/L PO4?) 49,55+ 1,2 22,85+0,37 53,88
Carbono Organico Total (mg/L C) 371+0,8 96,5 +0,01 73,99
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 464 + 16 103+4 77,8
Calcio (mg/L) 23,89+0,72 9,1+0,05 61,91
Cobre (mg/L) 0,059 + 0,004 0,19+0,03 -
Cromo (mg/L) <0,05LC <0,01LD 80
Hierro (mg/L) 1,88 +0,11 0,07 £0,08 96,28
Molibdeno (mg/L) <0,1LC < 0,05 50
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 71,97 5,10 £ 0,64 92,91
Niquel (mg/L) <0,05LC < 0,05 *
Plomo (mg/L) <0,05LC <0,05LD *
Potasio (mg/L) 25,1+1,7 11,75+1,02 53,19
Sodio (mg/L) 50,3 + 3,2 8,79 + 2,52 82,52
Especie de microalga: Scenedesmus sp.
Parémetros Fisicoquimicos Concen'tr.acic')n Concent.racién Eliminacion
Inicial Final Total (%)
Nitrogeno Total (mg/L N) 70,5+2,12 22+1,41 68,79
Fésforo Total (mg/L PO,3) 98,45 + 0,35 39,05+1,63 60,34
Carbono Orgénico Total (mg/L C) 368,5 + 14,85 144 +1,41 60,92
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 4117 97 +5 76,4
Calcio (mg/L) 20,19+0,12 8,3+0,08 58,89
Cobre (mg/L) 0,061 +0,03 0,11+ 0,06 -
Cromo (mg/L) <0,05 LC <0,01LD 80
Hierro (mg/L) 1,78 £+ 0,21 0,09 +£0,01 94,94
Molibdeno (mg/L) <0,1LC < 0,05 50
Nitrogeno amoniacal (mg/L) 65,27 7,10£0,34 89,12
Niquel (mg/L) <0,05LC < 0,05 *
Plomo (mg/L) <0,05 LC <0,05LD *
Potasio (mg/L) 20,1+1,6 33,7+1,31 -
Sodio (mg/L) 50,3+3,2 44,00 + 3,56 12,52

LD: Limite de Deteccidn. LC: limite de cuantificacion *Valores fuera de rango. -Sin eliminacién
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Conforme a los resultados de la Tabla 4.1.2, los analisis realizados para los macronutrientes
nitrégeno, fosforo y carbono orgdnico total de ambas especies de microalgas muestran
porcentajes de eliminacidn de nutrientes superiores al 50 % al finalizar el cultivo en el agua
residual de laindustria porcina para ambas especies. En términos generales se observa que hubo
eliminacién de DQO, calcio, cromo, hierro, molibdeno, nitrégeno amoniacal, potasio y sodio del
medio de cultivo. Para el cobre y el potasio, en el cultivo de la especie Scenedesmus sp., se
observé un incremento de concentracién probablemente debido al cobre y potasio presentes
en el inéculo de las microalgas cultivado en medio BBM, medio que contiene estos metales en
su composicidn; mientras que para el niquel y el plomo no fue posible calcular el porcentaje de
eliminacion ya que las concentraciones estuvieron fuera del rango de sensibilidad de la técnica

empleada (menores a 0,05 mg/L).

La Figura 4.1.2 muestra el porcentaje de eliminacion de nitrogeno total (NT) para ambas
especies de microalgas al final de su cultivo. Los resultados se expresan como el promedio de
triplicados y su desviacidon estandar correspondiente. Para la especie Chlorella vulgaris se
observa una eliminacién de nitréogeno total de 87,29 % en el dia 11, correspondiente a una
concentracion final de nitrégeno total de 11,5 + 1,12mg/L N. Por su parte el medio BBM alcanzé

una eliminacién del nutriente del 69,57 %, correspondiente a una concentracion final de 10,5 +

3,54 mg/L N.
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Figura 4.1.2 Porcentaje de eliminacidén de nitrégeno total (NT) vs. tiempo de las especies
Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de industria

porcina (ARFP) y medio de control BBM.
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En cuanto al NT eliminado por esta especie puede indicarse que el valor alcanzado en el
presente estudio es mayor en el agua residual de la industria porcina en comparacion con el
medio de control. La literatura respecto a la reduccién de nutrientes en aguas residuales
procedente de mataderos de cerdos es escasa; sin embargo, los resultados obtenidos en este
trabajo son mejores a los reportados por otros autores para el cultivo de la misma especie de
microalga en agua residual de una granja porcina esterilizada y sin dilucidn, en la que se alcanzé
un 61,66 % de reduccién de NT en un ciclo de cultivo por lotes al cabo de 13 dias, también en

condiciones de exposicién a la intemperie [37].

Para la especie Scenedesmus sp. cultivada en ARFP y su control en medio BBM se observa
gue la eliminacién de nitrégeno total fue de 68,79 % en el dia 11, correspondiente a una
concentracion final de nitrégeno total de 22 + 1,41mg/L N, mientras que su control en medio
BBM alcanzé una eliminacion del nutriente del 74,73 %, correspondiente a una concentracion
final de 11,5 * 0,71 mg/L N. Pese a que el medio de control presenté una reduccién mayor
respecto del ARFP, se observa en la Figura 4.1.2 que la eliminacion del NT en el ARFPP es mayor
que el medio de control hasta el séptimo dia, en el cual mejora el porcentaje de eliminacion para
el medio BBM. De forma analoga a la especie anterior, es escasa la literatura relacionada a la
reduccion de nutrientes en ARFP; sin embargo, al comparar con aguas residuales de naturaleza
similar a las de este estudio se aprecia que la reduccién de NT (68,79 %) es baja comparada con
los valores reportados para Scenedesmus sp. cultivada en el medio comercial BG-11 durante 20
dias (91 %), y también mayor al cultivarse en un digestato liquido (fraccion liquida resultante de

la produccion de biogas), en el que la eliminacién de NT fue de 90,07 % [157].

Comparando ambas especies, se aprecia que Chlorella vulgaris presentdé una mayor
reduccion de NT en comparacidn con Scenedesmus sp. en el agua residual y en el medio control,
lo que habla de su eficacia como especie para cultivos con aguas residuales con alta carga

organica.

En cuanto a la eliminacidon del fdésforo total la Figura 4.1.3 muestra el porcentaje de
eliminacion de fdsforo al cabo de 11 dias de cultivo para ambas especies. Como puede
observarse en la Figura 4.1.3, la especie Chlorella vulgaris logré reducir 53,88 % del fésforo total,
equivalente a una concentracién de 22,85 + 0,35 mg/L PO,2 de fésforo. Sin embargo, para el
medio de control BBM se alcanzéd una reduccidn de 13,78 %, correspondiente a una
concentracion de 95,7 + 0,99 mg/L PO43. La reduccién de PT en el agua residual duplica a la
obtenida en el medio de control; sin embargo, la eliminacion alcanzada en este trabajo es baja

comparandola con los resultados reportados en la bibliografia para la misma microalga cultivada
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en agua residual porcina esterilizada procedente de una granja de cria de cerdos, en la que se
alcanzé una eliminacidon de 74,3 % de PT tras 15 dias de cultivo [158]. Puede inferirse que
tiempos de cultivos mas largos y condiciones alcalinas en el medio podrian conducir a una mayor

eliminacion de PT.
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Figura 4.1.3. Porcentaje de eliminacién de fosforo total (PT) vs. tiempo de las especies Chlorella
vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de industria porcina (ARFPP)

y medio de control BBM.

Para la especie Scenedesmus sp. se observa una eliminacién de 60,34 % del fosforo total,
equivalente a una concentracion de 39,05 + 1,63 mg/L PO43 de fésforo en el ARFP; mientas que
con el medio de control BBM la reduccion es menor, con solo un 30,85 %, correspondiente a una
concentracién de 80,25 + 0,07 mg/L PO43. De forma anéaloga a la especie anterior, se aprecia
que la reduccién de PT en el agua residual duplica a la obtenida en el medio de control. Los
valores de eliminacién de PT encontrados para Scenedesmus sp. son bajos respecto a lo
reportado por otros autores para la misma especie cultivada en un medio ideal para el
crecimiento de esta microalga como lo es el medio BG-11 (95,6 %), o la eliminaciéon alcanzada
en un digestato liquido (95,68 %) [157]; pese a la diferencia de valores, puede decirse que la

especie fue capaz de biorremediar el agua residual de industria porcina.

La eliminacion de carbono se hizo respecto del carbono organico total (COT) presente
en los medios de cultivos de cada especie. La Figura 4.1.4 muestra la eliminacién del COT. Como
se puede observar, la especie Chlorella vulgaris logré eliminar el 73,99 % del COT presente en el

ARFPP porcino, correspondiente a una concentracién de carbono final de 96,5 + 2,12 mg/L C. En
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el medio de control (BBM) se observé una eliminacion del 64,49 % del carbono organico en el
medio, dejando una concentracion en el medio de 100,5 + 6,36 mg/L C. En la Figura puede verse
que el medio control, aunque tuvo menor eliminacién final, en los dias 1 y 2 fue capaz de eliminar
el 50 % del contenido de COT, mientras que el agua residual presentd una reduccién mas

prolongada del nutriente.

El porcentaje de eliminacién de la especie Chlorella vulgaris en el ARFP del estudio es similar
a la reportada en la bibliografia para un cultivo de la misma especie cultivada en agua residual
artificial enriquecida con nitrégeno en un proceso en condiciones mixotroficas por 180 dias con
una eliminacién de TOC del 77,6 % [159]. Otros autores investigaron el efecto de combinar
tratamientos de adsorcidn-eliminacidén con acidificacion en el crecimiento de Chlorella vulgaris
y la eliminacién de nutrientes de aguas residuales porcinas alcanzando una eliminacién de 85,54
% en cultivos de 12 dias con pH 6 [160]; un valor superior al obtenido en el presente trabajo con
un pH neutro. Este incremento en el valor puede estar asociado al hecho de que la acidificacion
del agua residual pueda descomponer compuestos organicos complejos en moléculas de
nutrientes mas pequefias que pueden ser facilmente asimiladas por las microalgas, lo que

explica una mayor eficiencia en la eliminacion de fuentes de carbono [161].
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Figura 4.1.4 Porcentaje de eliminacién de carbono organico total (COT) vs. tiempo de las
especies Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de

industria porcina (ARFP) y medio de control BBM.
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La eliminacién de COT de la especie Scenedesmus sp. en el ARFP del presente estudio fue del
60,92 % (Figura 4.1.4), equivalente a una concentracion de COT en el medio de 144 + 1,41 mg/L
C. En el medio de control BBM la eliminacion de COT fue del 74,58 % (15 + 0,0 mg/L C); mayor
en comparacion con el agua residual para las condiciones de cultivo de esta investigacion. Al
comparar este resultado con la literatura, la reduccion del contenido de COT en el ARFP porcina
es baja comparada con la eliminacién alcanzada por la misma especie cultivada durante 13 dias
en aguas residuales urbanas y porcinas no estériles en un proceso heterdétrofo, en el que se
reporta la eliminacion del 81,6 % de COT presente en el medio. Los autores sugieren que las
condiciones heterétrofas y no estériles del cultivo influyeron en la eliminacién de la materia
organica y no descartan que dicha eliminacidn se deba a la interaccidn bacterias- microalgas

[162].

Las Figuras anteriores (4.1.2,4.1.3 y 4.1.4) demuestran como las microalgas fijaron nutrientes
para crecer y mantenerse durante el tiempo de cultivo; como se menciond en la metodologia, y
no requirié la reposicion de nutrientes en los cultivos. Para todos los casos con uso de agua
residual, la eliminacién de macronutrientes fue superior al 50 %, lo que sugiere que estas
especies de microalgas pueden ser una opcién de biorremediacién de agua residual de la
industria porcina, especialmente para NT y COT. En la revisién bibliografica no se encontraron
publicaciones con agua residual estrictamente de mataderos de cerdos que expresara
eliminacion de nutrientes en términos de NT, PT y COT para estas microalgas; sin embargo, se
encontraron resultados para cultivos de microalgas en aguas residuales porcinas asociadas a la

cria de cerdos y tratamiento de purines.

Es importante mencionar que existe evidencia bibliografica de estudios que alcanzan
reduccion del 100 % de nutrientes y esto puede lograrse con tiempos de cultivo mds extensos;
en el presente estudio doctoral los cultivos se mantuvieron por 11-13 dias y se cosecharon justo
antes de la fase de muerte celular para garantizar la conservacién de los productos de valor
afiadido (en este caso, lipidos) dentro de las células y asi garantizar la viabilidad celular. Kumar
et al.,, (2024) desarrollaron un nanocompuesto para mejorar la eficiencia en la recoleccién de
biomasa en pH acidos a escala industrial; los autores resaltan que esto es necesario para tener
células viables con fines de extraccion de luteina y lipidos. Mediante la tincidn celular con azul
de tripan, se verificé la existencia de pocas células muertas/dafiadas, lo cual es consistente con

el hecho de alcanzar una alta eficiencia en la recuperacién de la luteina y lipidos [163].

Bajo este principio de trabajo con células viables con el fin de conservar moléculas de valor

afadido en el interior de la célula, los cultivos se cosecharon antes de la fase de muerte celular
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en la que la pared celular se ve afectaday el contenido intracelular se pierde. Esta consideracion
de cosechar los cultivos antes de alcanzar la fase de muerte celular se aplicé para todos los

cultivos realizados en el presente trabajo doctoral.

Eliminacion de otros parametros fisicoquimicos y metales pesados en ARFP

La Tabla 4.1.2 muestra también la eliminacion de otros parametros fisicoquimicos
comunmente analizados en el tratamiento de aguas residuales. La eliminacién de la Demanda
Quimica de Oxigeno (DQO) de este estudio (77,8 %) resultd ser mayor a lo reportado en la
bibliografia para el cultivo de C. vulgaris en agua residual porcina durante 10 dias de cultivo, con
una eliminacién de 33,33 % de DQO en el agua porcina esterilizada en condiciones bajo techo
(indoor) y notando un incremento en la DQO para cultivos realizados en el agua residual porcina
no esterilizada. Esta eliminacion puede estar asociada a la existencia de bacterias que usan la
DQO para su crecimiento, o bien por la muerte celular de las microalgas [36]. Otros autores
reportan una eliminacién de DQO de 70,50 % al emplear tratamientos de adsorcién-eliminacion

con acidificacidn pH de 6 en aguas residuales porcinas [160].

En cuanto a la eliminacién de metales y micronutrientes, en los resultados de la Tabla 4.1.2
se aprecia una eliminacién apreciable para el calcio, un micronutriente importante para
funciones indispensables para C. vulgaris en su pared celular [164], asi como en la floculacién de
microalgas durante el proceso de cosechado [165]. Esta eliminacién de calcio estd asociada al
uso de parte de la microalga para el crecimiento celular; asimismo un estudio con la especie C.
vulgaris reporta que el calcio participa como un modificador de superficie biosorbente que
aumenta la capacidad de adsorcidon de metales como el estroncio [166]. Para el caso del cromo,
el presente estudio muestra una alta eliminacion de este metal (80 %), un valor menor al
reportado por otros autores que cultivaron la especie Chlorella sp. en un fotobiorreactor

durante 20 dias en efluentes de curtiduria con una eliminacién del 95,59 % del cromo [167].

El cultivo de C. vulgaris en el ARFP del presente estudio fue capaz de eliminar el 96,28 % del
hierro presente en el medio, similar a los resultados reportados para el cultivo de la misma
microalga en un medio de cultivo con nutrientes especificados segln la guia de Organizacién
para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE) que contiene una lista de nutrientes con
cantidades especificadas (NH4Cl, MgCl,.6H,0, CaCl,.2H,0, MgS0..7H,0, KH;PO,), elementos
traza (H3BOs, MnCl,.4H,0, ZnCl;, CoCl,.6H,0, CuCl,.2H,0, Na;M004.2H,0), hierro (FeCls.6H0,
Na,EDTA.2H,0) y bicarbonato (NaHCO3, Na,SiO3.9H,0); los autores reportan una eliminacion en
el rango de 90,22-94,05 % del hierro adicionado [168].
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Bajo las condiciones de cultivo del presente estudio, se alcanzd una eliminacién del 50 % del
molibdeno presente en el agua residual de la industria porcina, equivalente a 0,05 mg/L; otros
autores reportan mayor eliminacién de este metal presente en aguas residuales; por ejemplo,
el trabajo de Tambat et al., (2023) indica que la especie Chlorella sorokiana alcanzé la mayor
eliminacion de 98,43 mg/L de molibdeno de un agua residual industrial bajo unas condiciones
Optimas de pH de 3 y temperatura de 35 °C [169]. El porcentaje de eliminacién de potasio (53,19
%) en el agua residual de industria porcina de parte de la especie C. vulgaris es ligeramente
menor al reportado para otras especies del género Chlorella, como es el caso de la especie
Chlorella fusca que fue capaz de reducir hasta 61,9 % de potasio al ser cultivada en agua de mar
sin diluir durante 15 dias [170]; en cuanto al sodio, se alcanzé un 82,52 % de eliminacidn, un
valor mayor al reportado para la misma especie cultivada en medio G 11 durante 26 dias (21,35
% de eliminacion de Na); siendo este elemento un factor limitante o de estrés para el
crecimiento microalgal, pues incrementos en la concentracion de sodio en el medio de cultivo

disminuyen la tasa de crecimiento celular de estos microorganismos [171].

También la Tabla 4.1.2 muestra una eliminacién de nitrogeno amoniacal (N-NH.*) del 92,91
% en el ARFP. Xie et al., (2022) reportan una eliminacién de N-NH,* del 86,67 % para la misma
especie cultivada en agua residual porcina durante 10 dias [36]. Para la especie Chlorella vulgaris
cultivada durante 12 dias en agua residual de faenamiento avicola con pH alcalino (entre 9-11),
Sinmaz et al., (2023) reportan reducciones de N-NHs* de 92 % y 99 % para pH de 10 y 10,5,
respectivamente [172]. Los resultados de esta investigacion indican que, para el caso del cobre,
no hubo eliminacidn alguna de este metal; mientras que para niquel y plomo no fue posible
cuantificar la eliminacién por encontrarse fuera del limite de deteccidn o cuantificacién de la
técnica analitica empleada, similar a lo reportado por Silva et al., (2022) para esta especie
cultivada en agua residual de la industria aceitera en la que no hubo determinacién de la
eliminacion de éstos metales [171]. Sin embargo, Yousefi et al., (2023) reportan que la microalga
si es capaz de eliminar cobre en rangos del 98,25-99,9 % en forma de suspension y biopelicula
al ser cultivada en un medio de cultivo con nutrientes especificados segun la guia de
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdmico (OCDE); también este estudio indica

que C. vulgaris resulté ser mas vulnerable ante la toxicidad de este metal [168].

La eliminacion de DQO de la especie Scenedesmus sp. en el ARFP del presente estudio (76,4
%) es baja comparada con la eliminacion alcanzada por la misma especie cultivada durante 13
dias en aguas residuales urbanas y porcinas no estériles en un proceso heterétrofo, en el que

Montafio et al., (2022) reportan reducciones del 83,7 % de DQO. Los autores sugieren que las
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condiciones heterétrofas y no estériles del cultivo influyeron en la eliminacién de la materia
organica y no descartan que dicha eliminacién se deba a la interaccién bacterias-microalgas
[162]. Otras especies del género Scenedesmus reportan eliminaciones de DQO en el rango de
40-90 %; este fue el caso para la especie Scenedesmus acutus cultivada durante 16 dias en agua

residual municipal filtrada y autoclavada [173].

La eliminacién del calcio en el ARFP con la microalga (58,89 %) es superior a lo reportado en
la bibliografia para la misma especie cultivada en una mezcla de aguas residuales (residencial,
industrial y agua de lluvia) con una eliminacion de Ca de 44,75 % [174]. En el presente estudio
no se pudo medir la eliminacién de cobre de la especie Scenedesmus sp. cultivada en el agua
residual de industria porcina pues los resultados demuestran un incremento en la concentracién
del metal al finalizar el cultivo. Se sospecha que este incremento se deba al Cu presente en el
inéculo de la microalga que se encontraba en medio BBM antes de la siembra, también se
sospecha de la liberacion de iones de Cu derivado de los termopares del fotobiorreactor que
estaban construidos de cobre; sin embargo, Pham (2019) comprobd que esta especie
Scenedesmus sp. es capaz de eliminar hasta el 89,5 % del metal cuando se cultivd en
concentraciones proximas a 2 mg/L en el medio COMBO durante 7 dias. El autor indica que a
mayores concentraciones de cobre, la eliminacidon es baja [175]. La especie Scenedesmus
obliquus reporta eliminaciones de cobre en el rango de 98,75-99,1 % en un medio de cultivo con
nutrientes especificados segun la guia de Organizacién para la Cooperacién y el Desarrollo

Econdémico (OCDE) [168].

Respecto de otros metales pesados como el cromo, la microalga estudiada presenté una
eliminacion de cromo menor a las cantidades reportadas por otros autores con la misma
especie, con reduccién del 92,89 % del cromo hexavalente [Cr(VI)] de forma espontanea
mediante biosorcion del metal en aguas residuales préximas a minas de cromita [176], pero
otras especies del género Scenedesmus han presentado mayores valores para la eliminacién del
Cr (VI); tal es el caso de la especie Scenedesmus quadricauda que consiguié reducir
aproximadamente un 99,4 % del Cr(VI) de aguas residuales sintéticas en condiciones autétrofas
y heterdtrofas, demostrando asi el potencial de biorremediacion de la especie [177]. Para el caso
del hierro, la eliminacién de la especie de estudio en el agua de industria porcina es alto y se
encuentra dentro del rango de valores reportados para la especie Scenedesmus quadricauda
con valores de eliminacidn de hierro del 85,68-99,19 % al ser cultivada en un medio de cultivo
con nutrientes especificados segln la guia de Organizacion para la Cooperacién y el Desarrollo

Econémico (OCDE) [168]. Un estudio realizado sobre el potencial de fitorremediacion de la
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especie Scenedesmus sp. cultivada en aguas de lodo municipal (combinacidn de aguas residuales
residenciales, efluentes industriales y aguas de lluvias) reporta una eliminacién del 68 % del

hierro presente [174].

La eliminacién del N-NH," del presente estudio (89,12 %) es mas alta en comparacion a lo
reportado por otros autores usando la misma especie en un cultivo heterétrofo no estéril de
aguas residuales urbanas y porcinas en el que solo se reporta un 31 % de eliminacién del N- NH,*
presente en el medio [162]. Para el ARFP la microalga de estudio no registré eliminacién de
niquel ni plomo; mientras que hubo una ligera eliminacidn de sodio y molibdeno. Por el
contrario, el potasio incrementd su concentracién posiblemente asociado al K presente en el
indculo de la microalga que se encontraba en medio BBM; sin embargo, hay evidencias de que
esta especie es capaz de eliminar estos metales en aguas residuales, asi lo demuestra un estudio
en el que la microalga Scenedesmus sp. se cultivd en una mezcla de aguas residuales
(residenciales, industriales y aguas de lluvias) reportando una eliminacion del 58,94 % de Ni,

43,8 % de Pb, 42,74 % de Ky 36,55 % de Na presentes en el medio de cultivo [174].

Por otra parte, aunque no se analizd el zinc en la presente investigacion, Oliveira et al., (2023)
indican que la microalga Scenedesmus sp. es capaz de crecer en medios de aguas residuales
porcinas con altas concentraciones de zinc (hasta 55 mg Zn/L) sin afectar el contenido de
proteinas, carbohidratos y lipidos de la especie, esto gracias al potencial de las microalgas de
inmovilizar zinc por acumulacidn intracelular [178]. Para el caso del molibdeno, no se encontré

bibliografia que demuestre la eliminacion de este metal por la microalga de estudio.

De forma general, las microalgas usan los micronutrientes y metales pesados reportados en
la Tabla 4.1.2 para sus funciones celulares, como parte de procesos fisiolégicos y metabdlicos
mediante biosorcién. La pared celular de las microalgas contiene proteinas, polisacaridos y
lipidos con cargas electronegativas de algunos grupos funcionales (carboxilatos, fosforilo,
hidroxilo, éster, amino, sulfénico, etc. ) que proveen cargas negativas a la superficie celular

generando enlaces fuertes con cationes de metales pesados [171].

En los ultimos afios ha habido un cambio en el tratamiento de las aguas residuales
enfocandose en el saneamiento del agua y la eliminacién y/o recuperacion de nutrientes; esto
ha implicado el desarrollo de tecnologias mas efectivas y energéticamente mas eficientes que
incluye a las microalgas o consorcios microalgas-bacterias en los tratamientos bioldgicos. Las
microalgas pueden mejorar la actividad bacteriana liberando ciertos compuestos extracelulares,

mientras que el crecimiento bacteriano puede mejorar el metabolismo de las microalgas al
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reducir la cantidad de O en el medio y degradar otros compuestos para las microalgas [47,72].
Un sistema integrado puede contribuir a las aplicaciones de economia circular al hacer uso de
los nutrientes disponibles en las aguas residuales porcinas (purines, aguas de lavado de jaulas,
aguas de faenamiento, etc.) como parte del tratamiento primario, posteriormente el efluente
sera materia prima para procesos de digestion anaerdbica, y si la legislacion nacional lo permite,
la biomasa de microalgas podra usarse para nutricion animal como forma de reducir/eliminar la

generacion de residuos [152].

La legislacion ambiental ecuatoriana vigente en el Acuerdo Ministerial N° 097-A (noviembre,
2015) establece que los desechos generados en las instalaciones destinadas al faenamiento,
engorde y crianza de bovinos, porcinos, ovinos y caprinos deben recibir tratamiento adecuado
y no pueden ser vertidos a cuerpos hidricos receptores. Sin embargo; Unicamente las medianas
y grandes instalaciones dedicadas a las actividades de matanza de cerdos cuentan con plantas
de tratamientos de aguas residuales para dar cumplimiento a la legislacién vigente; por lo que
los mataderos de clandestinos y pequefias empresas familiares no dan cumplimiento a la

normativa ambiental.

Ademas, por los frecuentes cambios de gobierno y recortes presupuestarios, el Ministerio de
Ambiente, Agua y Transicién Ecoldgica, cada vez cuenta con menos recursos para mantener la
periodicidad de las auditorias a todas las empresas a nivel nacional y esta situacién provoca que

no se sancionen a las instituciones con actividades que son perjudiciales al medioambiente.

En la Tabla 4.1.3 se muestran los valores de los limites maximos permitidos por la legislacion
ambiental ecuatoriana para el vertido al sistema de alcantarillado municipal. En cuanto a la
calidad del sobrenadante del ARFP posterior al tratamiento aplicado con las microalgas, puede
observarse que se da cumplimiento a la normativa ambiental para la mayoria de los pardmetros
fisicoquimicos que reporta el acuerdo ministerial para descargas al sistema de alcantarillado
publico para ambas especies, siendo el fésforo total (PT) el Unico parametro que no cumple la

normativa.

Una alternativa para reducir el contenido de fésforo remanente en los cultivos con las
especies de estudios es prolongar el tiempo de cultivo y trabajar con pH alcalino en el rango de
9-11, pudiendo alcanzar eliminacién de este parametro entre 85-96 % sin tener repercusiones
sobre la biomasa obtenida [172]. En bibliografia se demuestra que el pH alcalino mejorod la

produccién de acidos grasos poliinsaturados como el acido linoleico (C18:2) y acido linolénico
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(C18:3) en cultivos de microalgas en aguas residuales, y esto es de especial interés con miras a

la valorizacidn energética de la biomasa mediante la produccion de FAME [172].

Tabla 4.1.3 Comparacién de limites de descarga de la normativa ambiental ecuatoriana
vigente con la concentracion final de pardmetro fisicoquimicos posteriores al tratamiento de

agua residual de industria porcina con las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris

Limite iy Cumplimiento
Parametros Fisicoquimicos de Conce_ntracmn de normativa
descarga Final ambiental
Nitrégeno Total (mg/L N) 60,0 11,5+1,12 Si
Fésforo Total (mg/L PO43) 15,00 22,85+0,37 No
Carbono Organico Total (mg/L C) N.R. 96,5 + 0,01 -
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 500 103+4 Si
Calcio (mg/L) N.R. 9,1+0,05 -
Cobre (mg/L) 1,00 0,19 +0,03 Si
Cromo (mg/L) 0,5 <0,01LD Si
Hierro (mg/L) 25,00 0,07 £0,08 Si
Molibdeno (mg/L) N.R. < 0,05 -
Nitrogeno amoniacal (mg/L) N.R. 5,10+ 0,64 -
Niquel (mg/L) 2,00 < 0,05 Si
Plomo (mg/L) 0,5 <0,05LD Si
Potasio (mg/L) N.R. 11,75+ 1,02 -
Sodio (mg/L) N.R. 8,79 + 2,52 -
Especie de microalga: Scenedesmus sp.
Limite .. Cumplimiento
Parametros Fisicoquimicos de Conce.n tracion de normativa
descarga Final ambiental
Nitrégeno Total (mg/L N) 60,0 22+1,41 Si
Fésforo Total (mg/L PO43) 15,00 39,05 + 1,63 No
Carbono Organico Total (mg/L C) N.R. 144 + 1,41 -
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O3) 500 975 Si
Calcio (mg/L) N.R. 8,3+0,08 -
Cobre (mg/L) 1,00 0,11 + 0,06 Si
Cromo (mg/L) 0,5 <0,01LD Si
Hierro (mg/L) 25,00 0,09 +£0,01 Si
Molibdeno (mg/L) N.R. < 0,05 -
Nitrégeno amoniacal (mg/L) N.R. 7,10+0,34 -
Niquel (mg/L) 2,00 < 0,05 Si
Plomo (mg/L) 0,5 <0,05LD Si
Potasio (mg/L) N.R. 33,7+1,31 -
Sodio (mg/L) N.R. 44,00 + 3,56 -

N.R.: no reportado

68



b) Agua residual de industria cervecera

Inicialmente el agua residual de la industria cervecera se analizé en el laboratorio en funcién
de la concentracién de macronutrientes (NT, PT y COT) y pH. Posteriormente, en un laboratorio
externo certificado en el analisis de aguas se analizd el contenido de metales presentes en el
medio. Andlogamente al agua residual anterior, se empled el medio comercial BBM como medio
de control para la comparacién de valores de macronutrientes y asi, verificar la viabilidad del
agua residual de la industria cervecera como medio de cultivo para las microalgas de estudio. La
recoleccion del agua residual se realizé en una fecha Unica y los resultados de la caracterizacion
inicial del agua residual y del medio control se muestran en la Tabla 4.1.4 (los resultados se

expresan como el promedio de triplicados y su desviacidn estandar.)

Tabla 4.1.4 Concentracion inicial de macronutrientes principales, metales y otros parametros
fisicoquimicos presentes en el agua residual de industria cervecera y el medio BBM previo al

cultivo de las especies de microalgas de estudio.

. - I Agua
Parametros Fisicoquimicos resigdual BBM
Nitrégeno Total (mg/L N) 45,5 +1,90 34,5+2,83
Fésforo Total (mg/L PO43) 191,7 + 4,10 127,8 + 0,42
Carbono Organico Total (mg/L C) 896,5+ 11,60 410,01
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O3) 9929 + 607 255,05+9,5
Calcio (mg/L) 11,76 £ 0,05 9,43 +0,57
Cobre (mg/L) 0,04 + 0,002 0,014 + 0,001
Cromo (mg/L) <0,01LD <0,02LD
Hierro (mg/L) 0,020 + 0,001 0,19 £ 0,01
Molibdeno (mg/L) <0,04 <0,1LD
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 10,24 + 0,61 1,23
Niguel (mg/L) < 0,05 <0,05LC
Plomo (mg/L) <0,05LD <0,004 LD
Potasio (mg/L) 71,10+ 4,41 95,70 + 6,98
Sodio (mg/L) 3,72+0,30 105,95 + 7,72
Turbidez (NTU) 8,6 0,15
pH 7,19+0,4 7,01+0,2

LD: Limite de Deteccidn, LC: limite de cuantificacidon

La Tabla anterior muestra que el contenido de los macronutrientes presentes en el agua
residual de la industria cervecera es mayor respecto del medio BBM, especialmente el contenido
de COT. Respecto de los micronutrientes se constaté la presencia de cantidades mayores de
calcio, aunque menores cantidades en sodio y potasio respecto del medio comercial. Una vez

analizada la existencia de nutrientes en el agua residual, se iniciaron los cultivos en los
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fotobiorreactores entre los meses de abril y junio de 2021, expuestos a las condiciones

ambientales de la ciudad de Quito en Ecuador.

Estos cultivos presentaron particularmente mucha formacién de espuma durante los
primeros tres dias. En los fotobiorreactores se realizé la siembra del indculo de microalgas y
agua residual de la industria cervecera previamente esterilizada en una proporcién 1:10 v/v,
manteniendo aireacidon constante proporcionada por un compresor. Diariamente se realizd
control de pH y la toma de muestras para el analisis de parametros fisicoquimicos, cinética de
crecimiento y peso seco. Durante el tiempo de cultivo no se realizé reposicion de medio para

reducir costes en la etapa de cultivo.

Figura 4.1.5 Imagen de los fotobiorreactores al cuarto dia de la siembra de Chlorella vulgaris (A)

y Scenedesmus sp. (B) en agua residual de la industria cervecera.

Conforme a la metodologia indicada, al finalizar los cultivos se realizé la cosecha y se redujo
el exceso de agua mediante centrifugaciones sucesivas hasta obtener una pasta concentrada de
microalgas. El sobrenadante se recolectd y almacend para su posterior andlisis de eliminacion
de macro y micronutrientes y asi determinar la capacidad de biorremediacion de las microalgas
en este medio residual. La Tabla 4.1.5 muestra los porcentajes de eliminacidn de los pardmetros
fisicoquimicos analizados para el agua residual de la industria cervecera al inicio del cultivo y en
el sobrenadante final, desde el dia 0 hasta el dia 14 para ambas especies. Los resultados se

expresan como el promedio de triplicados y su desviacion estandar.

Los valores de la tabla anterior para los macronutrientes NT, PT y COT muestran porcentajes
de eliminacién de nutrientes muy bajos a lo largo de los 14 dias de cultivo para la especie
Chlorella vulgaris (7-23 % en peso) respecto de Scenedesmus sp. (39-72 % en peso). En el caso

de la bajisima eliminacién de COT para Chlorella vulgaris, que es menor al 8 %, esta podria estar
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causada por el exceso de COT que se encontraba originalmente en este tipo de agua residual y

que pudo haber afectado a esta especie.

Tabla 4.1.5 Eliminacidn de nutrientes en agua residual de industria cervecera por Chlorella

vulgaris y Scenedesmus sp.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris

Parémetros Fisicoquimicos Concer_mt.racién Concer_mtracién Eliminacion
Inicial Final Total (%)
Nitrégeno Total (mg/L N) 65,5 £ 4,95 52 +5,67 20,61
Fésforo Total (mg/L PO43) 260,7 £4,10 201,2 £ 0,57 22,82
Carbono Organico Total (mg/L C) 896,5+0,71 825 +0,01 7,98
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 9929 * 607 2103 +4 78,82
Calcio (mg/L) 11,76 £ 0,05 7,5%+0,05 36,22
Cobre (mg/L) 0,04 + 0,002 0,07 + 0,03 -
Cromo (mg/L) <0,01LD <0,01LD *
Hierro (mg/L) 0,020 + 0,001 0,21 +0,08 -
Molibdeno (mg/L) < 0,04 < 0,04 *
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 10,24 + 0,61 3,10 £ 0,66 69,73
Niquel (mg/L) < 0,05 < 0,05 *
Plomo (mg/L) <0,05LD <0,05LD *
Potasio (mg/L) 71,10+ 4,41 75,05+ 1,04 -
Sodio (mg/L) 3,72+£0,30 38,79+2,52 -
Especie de microalga: Scenedesmus sp.
Parametros Fisicoquimicos Concef\t.racién Conce.ntracién Eliminacién
Inicial Final Total (%)
Nitrégeno Total (mg/L N) 35+1,41 10+1,41 71,43
Fésforo Total (mg/L PO43) 154,2 + 4,10 51,2+4,24 66,8
Carbono Organico Total (mg/L C) 864,5+0,71 524,5+9,19 39,33
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 9929 + 607 1922 + 25 80,64
Calcio (mg/L) 11,76 £ 0,05 13,44 + 0,06 -
Cobre (mg/L) 0,04 + 0,002 0,06 + 0,003 -
Cromo (mg/L) <0,01LD <0,01LD *
Hierro (mg/L) 0,020 + 0,001 0,31+0,03 -
Molibdeno (mg/L) <0,04 <0,04 *
Nitrogeno amoniacal (mg/L) 10,24+ 0,61 6,92 +0,41 32,42
Niquel (mg/L) < 0,05 < 0,05 *
Plomo (mg/L) <0,05LD <0,05LD *
Potasio (mg/L) 71,10+ 4,41 73,95 + 4,58 -
Sodio (mg/L) 3,72+0,30 35,59 £ 4,58 -

LD: Limite de Deteccién. *Valores fuera de rango. -Sin eliminacion

En cuanto a la remocidn de otros pardmetros fisicoquimicos, en la Tabla 4.1.5 también se

observa una eliminaciéon de DQO y nitrégeno amoniacal del medio de cultivo. Para cobre, hierro,
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potasio y sodio se observé un incremento de concentracion; probablemente asociado a las
trazas de dichos metales en el medio BBM en el que se mantuvo el inéculo. Para cromo,
molibdeno, niquel y plomo no fue posible calcular el porcentaje de eliminaciéon ya que las
concentraciones se encontraban fuera del rango de sensibilidad de la técnica empleada

(menores a 0,01; 0,04; 0,05y 0,05 mg/L, respectivamente).

La Figura 4.1.6 muestra el porcentaje de eliminacidon de nitrégeno total (NT) de ambas
especies cultivadas en el agua residual de la industria cervecera y del medio BBM como control
desde el dia 0 hasta finalizar el cultivo. De forma general, comparando la reduccién de NT en
ambas especies del presente estudio, puede observarse que en el agua residual de la industria
cervecera la especie Scenedesmus sp. presentd mayor reduccion de dicho nutriente respecto de

la especie Chlorella vulgaris.
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Figura 4.1.6 Porcentaje de eliminacién de nitrégeno total (NT) vs. tiempo de las especies
Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en el agua residual de industria

cervecera y medio de control BBM.

Para la especie Chlorella vulgaris la reduccion de NT fue de 20,61 % en el dia 14,
correspondiente a una concentracion de 52 + 5,67 mg/L N; mientras que el medio BBM alcanzé
una eliminacion de NT de 75,36 %, correspondiente a una concentracioén final de 8,5 + 0,71 mg/L
N y evidenciando una mayor eliminacién de NT en comparacidon con el agua residual. La
bibliografia consultada sobre tratamientos de agua residual de la industria cervecera empleando
microalgas presenta grandes diferencias en la caracterizacidn fisicoquimica de este tipo de agua

residual, reportando rangos muy diversos en funcidon del momento del muestreo del agua
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residual, ya que en algunos estudios el muestreo se realizé con aguas afluentes o efluentes de
tratamientos primarios, secundarios e incluso de etapas de digestidn anaerobia; asi es como el

rango de NT puede encontrarse entre 7-48 mg/L [53,59,179].

La reduccién de NT para la especie Chlorella vulgaris cultivada en el agua residual de la
industria cervecera en la presente investigacion es menor a los reportados en la bibliografia; por
ejemplo, Choi (2026) empled la misma especie de microalga en aguas residuales de la industria
cervecera reportando una reduccion del 83,74 % de NT en cultivos sin luz, 82,05% de NT en
cultivos con luz, y 90,11 % de NT en cultivos con aireacion en agua residual de cerveza con
control de pH en 7,3 durante 16 dias [53]. Otras especies del género Chlorella también se han
cultivado en aguas residuales de la industria cervecera con una alta eliminacién de varios
nutrientes, incluyendo NT con un 100 % de eliminacion y alcanzando un crecimiento sustancial
en la microalga Chlorella sp. [59]. Farooq et al., (2013) compararon el crecimiento de dos
especies del género Chlorella en agua residual de industria cervecera (Chlorella sp. y Chlorella
vulgaris) en un sistema de dos etapas fotoautotréfico y fotoheterotréfico/mixotrofico con el fin
de maximizar la productividad de lipidos. El estudio reporta una eliminacién mayor a 80 % de

NT durante la primera etapa de cultivo para las dos especies cultivadas [179].

El porcentaje de eliminacién de NT del presente estudio es proximo al reportado por los
autores citados, considerando que cada agua residual de la industria cervecera fue tratada de
forma diferente y presentaba diferencias en los valores de sus parametros fisicoquimicos previo
al cultivo de la microalga; ademas, las condiciones en cada cultivo puede incidir en los valores

de eliminacién alcanzados [179].

El uso de aguas residuales de la industria cervecera se ha extendido entre los investigadores
como un medio de cultivo con suficiente carga de nutrientes para microalgas y como medio que
ayuda a evitar/reducir el uso de agua potable [105]. Algunas microalgas del género Scenedesmus
han demostrado crecer muy bien en este tipo de agua residual con el aprovechamiento de
nutrientes y simultdnea biorremediacion del agua hasta valores por debajo de los limites
permitidos por la ley [60]. Para la especie Scenedesmus sp., la Figura 4.1.6 muestra que la
reduccidn de NT fue de 71,43 % correspondiente a una concentracion de 10 + 1,41 mg/L en el
agua residual de la industria cervecera y de 75,82 % en el medio de control BBM, equivalente a
una concentracion de 11 + 0,71 mg /L al cabo de 12 dias de cultivo. Los resultados demuestran
que la especie Scenedesmus sp. presentd una mejor eliminacién de nutrientes en el medio de

control respecto del agua residual de la industria cervecera.
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En cuanto a la eliminacién de NT en agua residual de la industria cervecera para la especie
Scenedesmus sp. algunos autores reportan reducciones de 95,95 % y 87,6 %, respectivamente
[180] [181]; valores superiores a la eliminacidon encontrada en el presente estudio; estas mejoras
pueden estar relacionas a controles de pH mds estrictos y tiempos de cultivos mas extensos.
Otros autores reportan eliminacion de NT préximos al encontrado en el presente estudio; tal es
el caso de la investigacién de Zhou et al., (2012) que reporta que la reduccién NT con la especie
Scenedesmus sp. en agua residual de cerveza fue de 72,81 % al cabo de 18 dias de cultivo con
entrada de CO, mencionando que se puede aumentar la eliminacion de este nutriente al

inyectar concentraciones del 1-5 % v/v de CO, [182].

Respecto de la eliminacion de PT, la Tabla 4.1.5 muestra que al cabo de 14 dias de cultivo la
reduccion alcanzada por la especie Chlorella vulgaris fue del 22,82 % del PT presente en el medio
correspondiente a una concentracion de 201,2 + 0,57 mg/L PO43 de fosforo; por su parte el
medio BBM tuvo una reduccion de 16,04 % de PT, correspondiente a una concentracién de 93,2
+ 1,56 mg/L PO,3. Autores que han usado agua residual de la industria cervecera para el cultivo
de microalgas suelen presentar las caracteristicas fisicoquimicas del agua residual reportando
para PT valores en el rango de 4-33 mg/L seglin si procede de tratamientos primarios,
secundarios, etapas de digestidon anaerobia, etc. [53,59,179]. El agua residual de la industria
cervecera empleada en la presente investigacidon tuvo valores de PT fuera del rango reportado

en la bibliografia (Tabla 4.1.4).

La Figura 4.1.7 representa el porcentaje de eliminaciéon de fosforo total (PT) frente al tiempo
de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de la industria
cervecera, comparandolo con el medio de control BBM. Como se puede observar en dicha figura,
en el cultivo de la especie Chlorella vulgaris se obtuvo una mayor reduccién de PT en el agua
residual de la industria cervecera en comparacién con el control en medio BBM; algunos autores
reportan que la eliminacidn de PT esta relacionada con la presencia de algunos iones ya que el
fésforo puede unirse con facilidad a algunos iones de carbonato (COs%) y hierro (Fe*) resultando
en su precipitacion y evitando la disponibilidad del nutriente para ser absorbido por las
microalgas [183]. También, un pH alcalino en el medio ayuda a esta precipitacién [182]. En
estudios que analizan la eliminacidon de nutrientes de agua residual de cerveza tratados con
Chlorella vulgaris se reportaron reducciones de PT de 54,69 %, 54,32 %, 62,34 % y 66,18 % en
cultivos sin luz, con luz, con aireacidn y con aireacion y luz, respectivamente durante 15 dias
[53]. Estos valores son mayores a los del presente estudio que empled condiciones de aireacidn

y luz en fotoperiodos de 12 h.
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Figura 4.1.7 Porcentaje de eliminacion de fésforo total (PT) vs. tiempo de las especies Chlorella
vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de industria cerveceray

medio de control BBM.

La Figura 4.1.7 muestra también que la especie Scenedesmus sp. presenté mayor eliminacion
de PT en comparacidon con Chlorella vulgaris tanto en el agua residual como en el medio de
control. Al cabo de 12 dias de cultivo, Scenedesmus sp. tuvo una reduccién de 66,8 % de PT
correspondiente a una concentracién de 51,2 + 4,24 mg/L; mientras que el control en medio
BBM presentd un 24,60 % de eliminacion, correspondiente a una concentracién de 87,5 + 4,95
mg/L. Los compuestos de fosforo que se encuentran en el agua son normalmente aprovechados
por las plantas acuaticas, pero en concentraciones excesivas causan sobreabundancia de algas
gue incrementan riesgos de eutrofizacion en los cuerpos de agua [58]. El PT es un parametro de
facil reduccién en el agua residual de la industria cervecera, es asi como algunos autores
reportan que la microalga Scenedesmus sp. es capaz de eliminar hasta el 95 % del PT presente
en aguas residuales de este tipo de industria, y ademas producir otros productos de valor

afiadido como pigmentos, carbohidratos y biomasa [184].

Han et al., (2021) elaboraron un agua sintética con caracteristicas fisicoquimicas similares a
la industria cervecera al emplear concentraciones medias de pardmetros como DQO (2100
mg/L), NT (45 mg/L), N- NH3 (23 mg/L), PT (7 mg/L) y pH de 6,8. En este tipo de agua sintética de
laindustria cervecera se han reportado reducciones de PT mayores a 90 % tan solo en el segundo
dia en cultivos en consorcios de Scenedesmus sp. 336, Chlorella sorokiniana UTEX1602 vy

Chlorella sp. L166, alcanzado una eliminacidn final de PT de 96,73-98,69 % [87].
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Otras especies del género Scenedesmus también han demostrado su alto potencial de
biorremediacién tanto en cultivo de manera individual como en consorcio con bacterias;
reportando reducciones de PT de 77,8 % y 75,6 % para la microalga Scenedesmus obliquus en
monocultivo y en consorcio alga-bacteria, respectivamente al cabo de 4 dias de cultivo [54].
También para S. obliquus cultivada en agua residual procedente del tratamiento secundario de
una industria cervecera se reportan eliminaciones de PT en el rango de 6,1-40,8 % al usar
tiempos de retencién hidraulica de 2,1-10,4 dias [106]. Del mismo modo, la especie
Scenedesmus dimorphus fue capaz de eliminar el 99 % de PT presente en un agua residual de
industria cervecera, correspondiente a concentraciones de 1,4-5,5 mg/Ly 0,2 mg/L, al inicio y al

final del cultivo de 12 dias, respectivamente [105].

Otro macronutriente analizado fue el carbono orgdnico total (COT) para ambas especies de
microalgas en el agua residual de industria cervecera. La Figura 4.1.8 muestra la reduccion de
COT para las dos especies cultivadas en agua residual de la industria cervecera. En el cultivo de
la especie Chlorella vulgaris, la eliminacion de COT después de 14 dias fue de tan solo 7,98 %,
equivalentes a una concentracion de carbono final de 825 + 0.01 mg/L C que es un valor alto
para este nutriente en el medio; para el medio BBM se observé una eliminacién de 66,43 % del

COT, correspondiente a una concentracion de 95 + 1,41 mg/L C.
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Figura 4.1.8 Porcentaje de eliminacién de carbono orgédnico total (COT) vs. tiempo de las
especies Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de la

industria cervecera y medio de control BBM.

El carbono es un nutriente muy importante en el crecimiento de las microalgas y constituye

mas del 50 % de la biomasa microalgal [59], y en este tipo de agua residual se reportan
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concentraciones de COT entre 180-1500 mg/L [53,59,179]. Las microalgas pueden crecer en
condiciones diversas aprovechando diversas formas de carbono organico e inorgdnico; sin
embargo, pese a que en el presente estudio no se alcanzé una reduccién importante de este
nutriente en el agua residual, otros autores reportan que la especie Chlorella vulgaris (UTEX 265)
es capaz de reducir mas del 90 % del COT presente en aguas residuales de industria cervecera

en 14 dias [179].

Otras especies del género Chlorella también presentan altas reducciones de COT; por
ejemplo, la especie Chlorella sp. MM3 es capaz de eliminar el 100 % del COT presente en un
agua residual de agua cervecera al cabo de cuatro dias de cultivo [59]. La baja reduccidn de COT
en el presente estudio se comprobd con los analisis del laboratorio externo para descartar
errores en el laboratorio de la universidad, pero el resultado fue similar; se sospecha que a nivel
bioquimico existié alguna inhibicién por parte de la microalga para la eliminacion de este
nutriente en el agua residual, ya que en el medio de control si hubo una reduccién importante

de COT.

La eliminacion de COT para el agua residual de la industria cervecera de la microalga
Scenedesmus sp. fue del 39,33 % de este parametro (524,5 + 9,19 mg/L) al cabo de 12 dias de
cultivo; para el control en medio BBM se observé una eliminacion de 74,58 %, correspondiente
a una concentracion de 15 * 1,41 mg/L. Estos resultados demuestran que la especie
Scenedesmus sp. presentd una mejor eliminacion de nutrientes en el medio control respecto del
agua residual de la industria cervecera, y a su vez mejor reduccién del COT respecto de la especie

Chlorella vulgaris.

Ademas de la alta reduccidn de NT y PT que presentan generalmente las microalgas para la
sintesis de biomasa, algunas algas son capaces de aprovechar fuentes de carbono como
azlcares, almiddn, alcoholes, etc., tanto en procesos mixotréficos como heterotréficos que
conducen a la eliminacién de nutrientes organicos del medio de cultivo que se emplea [105].
Algunos autores reportan que la especie Scenedesmus sp. 336 cultivada en agua residual
simulada de la industria cervecera (DQO: 2100 mg/L, NT: 45 mg/L, N- NH3 : 23 mg/L, PT: 7 mg/L
y pH de 6,8) redujo 48,76 % del COT disponible en el medio después de 10 dias de cultivo;
mientras que al utilizar un consorcio de microalgas de Scenedesmus sp. y Chlorella sorokiniana
UTEX1602 en proporcién 1:1, la eliminaciéon de COT fue de solo 41,38 % [87]. Otras microalgas
del género Scenedesmus también han sido cultivadas en agua residual de la industria cervecera,

y por ejemplo para la especie Scenedesmus dimorphus, se reporta una eliminacién del 65 % del
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COT presente en un medio de cultivo compuesto por mezclas de agua residual de industria

cervecera y medio BG-11 [105].

Es importante considerar que la tasa de eliminacion de COT estard asociada a la
disponibilidad de las fuentes de carbono organico, las cuales a su vez son determinantes en el
rendimiento de la biomasay de lipidos [179]; razdn por la cual para mejorar dichos rendimientos
algunos autores recomiendan el enriquecimiento del agua residual con medio de cultivos
comerciales como BG-11 [105], o bien el suministro de CO; para asegurar que no exista la
condicién de limitaciéon de carbono durante los cultivos, siempre manteniendo un control
estricto sobre el pH, ya que el suministro de CO; puede causar bajos niveles de pH en el medio

gue a su vez pueden acarrear limitacion en la capacidad fotosintética de algunas especies [106].

Eliminacion de otros parametros fisicoquimicos y metales pesados en AR de industria

cervecera

La Tabla 4.1.5 presenta también la eliminacidn de algunos parametros fisicoquimicos
analizados en el agua residual de la industria cervecera antes y después de la inoculacién con C.
vulgaris (sobrenadante sin microalga). En estudios realizados en agua residual de industria
cervecera se reportan rangos de DQO muy amplio del agua entre 100-6000 mg/L, segin donde
se haya realizado el muestreo del agua, el cual puede tratarse de un influente o efluente de
etapas de proceso o tratamiento del agua [24,50,54,55,60]. En estudios que emplearon Chlorella
vulgaris cultivada en aguas residuales de industria cervecera se reportan reducciones de DQO
71,44 % (con luz) y 82,04 % (sin luz) tras 15 dias en cultivos con aireacidn, que corresponden a
concentraciones de 224,5 mg/L y 357 mg/L, para los tratamientos con luz y sin luz,

respectivamente [53].

La variabilidad en las caracteristicas del agua, estdn asociadas especialmente al
aprovechamiento del tipo de azucares y DQO por parte de la levadura usada en cada planta de
procesamiento, y esto podra ser limitante en la reduccién de la carga orgdnica incluso después
del tratamiento de este tipo de aguas [50]. El agua de la industria cervecera empleada en el
presente estudio tenia un valor de DQO mayor al rango reportado por otros autores (> 9900
mg/L) y al finalizar el cultivo se logré la eliminacion del 78,82 % de DQO presente en el agua
residual original, y aunque porcentualmente se encuentra dentro del rango de valores
reportados por otros autores, la concentracion final de este pardmetro se mantiene por encima
de los 2000 mg/L. Un estudio de C. vulgaris cultivada en agua residual de industria cervecera
con un alto valor de DQO (18300 mg/mL) y pH de 6,5 indica que estas condiciones fueron

suficientes para lograr el cultivo de la especie con una productividad de 0,280-0,47 g/L-d; los
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autores resaltan la contribucién de este trabajo indicando que fue la primera vez en la que no

se observé inhibicidn de crecimiento en concentraciones tan altas de DQO [185].

En esta investigacion también se determind la eliminacion de algunos metales (Tabla 4.1.5).
Para el caso del calcio se observé una reduccién de 36,22 %, y aunque no se encontré bibliografia
que reporte eliminacion de calcio en cultivos de C. vulgaris en agua residual de la industria
cervecera, se sabe que el calcio es importante en cuanto a funciones de la pared celular y

floculacidn de las microalgas [164,165].

En cuanto al cobre, hierro, potasio y sodio no hubo eliminacién sino incrementos en las
concentraciones de estos nutrientes; se cree que este aumento pudo deberse a las
concentraciones de estos metales en el inéculo de las microalgas en medio BBM. No se encontrd
bibliografia que reporte eliminacién de cobre en aguas residuales de la industria cervecera, pero
otros estudios indican que aunque este metal es importante para el transporte de electrones en
el medio [164], aunque concentraciones mayores a 2 mg/L pueden afectar negativamente a la
pared celular microalgal [186]. Tampoco se encontré bibliografia que sustente la eliminacién de
hierro en aguas residuales de industria cervecera; sin embargo, se conoce su importancia como
cofactor necesario para varios procesos enzimaticos relacionados con el crecimiento de la
microalga [187]. También, la concentracién de hierro en el agua residual empleada en el
presente estudio, es menor a valores reportados para este metal en aguas residuales de la

industria cervecera (0,54 mg/L) [179].

Para el caso del potasio, un estudio que empled agua residual de la industria cervecera para
el cultivo de la especie Chlorella sp. en sistemas de dos etapas (fotoautotrofico-
fotoheterotréfico/mixotréfico) reporta concentraciones iniciales de potasio de 22,38 mg/Len el
medio de cultivo [179]. Otro estudio reporta concentraciones de 14-21 mg/L de potasio en el
agua residual de la industria cervecera [59]. Ambos valores son mds bajos respecto de la
concentracién de potasio hallada en el presente trabajo. También, este incremento en K puede
estar asociado al uso del bicarbonato presente en el medio como fuente de carbono,
provocando un incremento en la concentracion del metal y la alcalinizacion del medio [188].
También, algunos autores mencionan que se han observado incrementos en las concentraciones
de sodio asociadas al uso de medios de desinfeccidn de bajo coste, tal es el caso de soluciones
de hipoclorito de sodio o detergentes en las etapas de lavados de recipientes durante la

elaboracion de cerveza, especialmente a gran escala [50].

Considerando que pueden producirse entre 3-10 L de agua residual por cada 1L de cerveza,

algunos autores han implementado principios de economia circular al emplear este tipo de agua
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como sustrato para la produccién de lipidos de microalgas y bioproductos a partir de levaduras
oleaginosas. Un estudio reporta un 73 % de eliminacién de nitrégeno amoniacal al emplear
aguas residuales procedentes del tratamiento primario y secundario de la industria cervecera
sin ningun tipo de suplementos para la especie Chlorella vulgaris [50]. Este valor de eliminacidn
es proximo al encontrado en la presente investigacidn en la que no se uso reposicion de medio

ni suplementos durante el tiempo de cultivo.

En cuanto a las concentraciones de cromo, niquel, plomo y molibdeno, no fue posible
determinar eliminaciones o incrementos en el medio dado que sus concentraciones se
mantuvieron fuera del rango de deteccidon de la técnica analitica empleada, lo que indica
concentraciones minimas de estos metales en el agua residual de industria cervecera analizada.
Sin embargo, diversos estudios soportan la importancia de la presencia de trazas de estos

elementos para el crecimiento microalgal [189,190].

Para la especie Scenedesmus sp. se observd una baja eliminacién de nitrégeno amoniacal y
en cuanto a los metales analizados, no hubo eliminacién de ninguno sino valores que se
encontraban fuera del rango de medicidon de la técnica de andlisis empleada o ligeros
incrementos en sus concentraciones que pudieran estar asociados a la presencia de estos
metales en el medio BBM, donde se mantenian los cultivos de microalgas antes de ser
inoculados en el agua residual. Para esta especie, la DQO presentd una eliminacidn de 80,64 %,
el cual se encuentra dentro del rango de eliminacién reportado por otros autores usando medios
de cultivos compuestos por aguas residuales no esterilizadas [162]. Otras especies del género
Scenedesmus cultivadas también en agua residual de la industria cervecera presentan
eliminacion de DQO mas bajas; por ejemplo, para la especie Scenedesmus obliquus se reportan
en la literatura reducciones de DQO de 62 %y 74 %, con y sin adicion de 10 % de CO, v/v al medio
de cultivo, respectivamente [106]. Incluso, otros autores han demostrado que la introduccion
de CO; al medio de cultivo, si bien provee carbono inorganico para el crecimiento de la
microalga, puede generar un mecanismo de competitividad con el carbono orgdnico existente
en el agua de la industria cervecera y provocar asi una disminucion en la tasa de eliminacién de

DQO [184].

Esta microalga presentd una eliminacion de nitrégeno amoniacal (N-NHs) un tanto mas baja
que lo reportado para la misma especie en aguas de la industria cervecera (32,42 %), pudiendo
eliminar casi el 60 % del N-NH3 presente en el medio [58]; en otro estudio, la misma especie fue
capaz de eliminar el 94 % del N-NH; presente en el medio con un suministro del 15 % de CO; al

cultivo [87]; sin embargo, es importante recalcar que tal y como se menciond anteriormente,
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existen diferencias en las concentraciones iniciales de nutrientes en las aguas residuales de la
industria cervecera y esto puede impactar en el porcentaje de eliminacién final de cada
nutriente. Otras especies del género Scenedesmus cultivadas también en agua residual de la
industria cervecera lograron reducciones mayores de N-NHs, tal es el caso de la especie
Scenedesmus obliquus que redujo 91 % y 87 % de N-NHs con y sin adicién del 10 % de CO; al

medio de cultivo, respectivamente [106].

En el caso de los metales analizados para la especie Scenedesmus sp. cultivada en agua de la
industria cervecera no se encontrd eliminacidn de metales sino aumento en las concentraciones
de calcio, cobre, hierro, potasio y sodio en el liquido sobrenadante tras la cosecha del cultivo;
también otros metales se encontraron fuera del limite de medicién de la técnica analizada
(cromo, molibdeno, niquel y plomo). Sin embargo, algunos trabajos confirman que la especie
Scenedesmus sp. cultivada en agua de la industria cervecera es capaz de eliminar 85,44 % de
cromo, 95,71 % de niquel, 79,53 % de plomo, 64,08 % de cadmio, 72,17 % de zinc y 88,89 % de
arsénico; lo cual comprueba su efectividad para la absorcidon de metales pesados [58]. Aunque
en el presente estudio no se aprecid eliminacién para el molibdeno, hay evidencia de dicha

eliminacion por parte de la especie Scenedesmus chlorelloides en sistemas acuosos [82].

Cobre, hierro, manganeso, zinc y niquel son algunos de los metales requeridos en los medios
de cultivos ya que son precursores de procesos biolégicos como la formacién de vitaminas,
proteinas de la membrana celular y cofactores de procesos metaloenzimaticos [58]; por ello, es
comun suministrarlo en medios de cultivos convencionales como el medio BBM. El incremento
observado en las concentraciones de calcio, sodio, potasio, cobre y hierro puede estar
relacionado a las cantidades suministradas de estos metales en el medio control BBM que
permitid mantener a la especie hasta que se alcanzara la concentracién celular requerida para
su siembra en los fotobiorreactores, por lo que se cree que estos metales fueron bioacumulados

por la microalga antes de ser sembrada en el agua residual de la industria cervecera.

En la Tabla 4.1.6 se muestran los valores de los limites maximos permitidos por la legislacion
ambiental ecuatoriana segun el Acuerdo Ministerial N° 097-A para el vertido al sistema de
alcantarillado municipal. En cuanto a la calidad del sobrenadante del AR de industria cervecera
después del tratamiento aplicado con las microalgas puede observarse que se da cumplimiento
a la normativa ambiental para la mayoria de los pardmetros fisicoquimicos que reporta el
acuerdo ministerial para descargas al sistema de alcantarillado publico para ambas especies, con

excepciones para PT y DQO.

81



Tabla 4.1.6 Comparacion de limites de descarga de la normativa ambiental ecuatoriana vigente
con la concentracién final de parametro fisicoquimicos tras el tratamiento de agua residual de

la industria cervecera con las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris

.. ., Cumplimiento de
P . . L. Limite de Concentracidn P
Parametros Fisicoquimicos

descarga Final norn?ativa
ambiental
Nitrégeno Total (mg/L N) 60,00 52 +5,67 Si
Fésforo Total (mg/L PO43) 15,00 201,2 £ 0,57 No
Carbono Organico Total (mg/L C) N.R. 825 +0,01 -
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O3) 500 2103 +4 No
Calcio (mg/L) N.R. 7,5+0,05 -
Cobre (mg/L) 1,00 0,07 +0,03 Si
Cromo (mg/L) 0,5 <0,01LD Si
Hierro (mg/L) 25,00 0,21 +0,08 Si
Molibdeno (mg/L) N.R. <0,04 -
Nitrégeno amoniacal (mg/L) N.R. 3,10+ 0,66 -
Niquel (mg/L) 2,00 < 0,05 Si
Plomo (mg/L) 0,5 <0,05LD Si
Potasio (mg/L) N.R. 75,05 + 1,04 -
Sodio (mg/L) N.R. 38,79+ 2,52 -

Especie de microalga: Scenedesmus sp.

Cumplimiento

Limite de Concentracion .
de normativa

Parametros Fisicoquimicos .
descarga Final

ambiental

Nitrogeno Total (mg/L N) 60,0 10+1,41 Si

Fésforo Total (mg/L PO43) 15,00 51,2+ 4,24 No
Carbono Organico Total (mg/L C) N.R. 524,5+9,19 -

Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O3) 500 1922 + 25 No
Calcio (mg/L) N.R. 13,44 + 0,06 -

Cobre (mg/L) 1,00 0,06 +0,003 Si

Cromo (mg/L) 0,5 <0,01LD Si

Hierro (mg/L) 25,00 0,31+0,03 Si
Molibdeno (mg/L) N.R. <0,04 -
Nitrogeno amoniacal (mg/L) N.R. 6,92 £ 0,41 -
Niquel (mg/L) 2,00 < 0,05 Si

Plomo (mg/L) 0,5 <0,05LD Si
Potasio (mg/L) N.R. 73,95 + 4,58 -
Sodio (mg/L) N.R. 35,59 + 4,58 -

N.R.: no reportado

Como se menciond en el ARFP, una alternativa para reducir el contenido de PT es alargar el

tiempo de cultivo y trabajar con pH basico (9-11) para alcanzar mayor eliminacién de PT ( > 80
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%) sin afectar la produccion de biomasa y la posterior valorizacién de sus acidos grasos [172].
Para el caso de DQO, unas alternativas de bajo coste para reducir las concentraciones
remanentes en el agua residual seria extender el tiempo de cultivo por un par de dias mas y/o
realizar una dilucién hasta cumplir con la concentracién permisible por la normativa ambiental

ecuatoriana.

Estos resultados respaldan el uso de microalgas para el tratamiento de agua residual de la
industria cervecera pues la tecnologia es confiable, respetuosa con el medioambiente, de bajo
coste y efectiva; sin embargo, pese a sus muchos beneficios, esta técnica de tratamiento
requiere la integracion de otros tratamientos convencionales para mejorar sus rendimiento
segln las normativas ambientales de cada localidad, incluyendo opciones para la eliminacién de
color y olor del agua residual de la industria cervecera para su reutilizacién [24]. Asimismo, se
requieren de estudios basados en ingenieria genética y transcriptdmica para comprender mejor
el metabolismo de carbono, caracterizando las vias metabdlicas de diversas especies del género
Scenedesmus y Chlorella y asi maximizar su productividad y habilidad en la eliminacién de

nutrientes y otros contaminantes [76].
c¢) Agua residual de piscicultura

Tal y como se indico en la seccidn de metodologia, el agua residual de piscicultura también
se analizé en términos de la concentracién de macronutrientes, micronutrientes y metales. Se
utilizé el medio Bold’s Basal Medium (BBM) como medio de control para la comparacion de
valores de macronutrientes de un medio sintético ampliamente empleado en el cultivo de
microalgas y asi, verificar la viabilidad del agua residual de piscicultura como medio de cultivo
para las microalgas de estudio. Para la recoleccidn del agua residual de piscicultura se realizaron
dos muestreos en diferentes fechas, razén por la cual las caracteristicas de las aguas residuales
presentaron algunas diferencias en las concentraciones de sus macronutrientes pese a haber
sido recolectadas en el mismo sitio. En la Tabla 4.1.7 se muestran los resultados de la
caracterizacién inicial del agua residual de piscicultura y del medio BBM. Dichos resultados se

expresan como el promedio de experimentos realizados por triplicado y su desviacién estandar.

A excepcion del fésforo total, cuyo contenido en el agua residual es menor que en el medio
BBM, el resto de los macronutrientes presenté un contenido mas alto respecto del medio de
control; al verificar la existencia de nutrientes en el agua residual, se procedid a iniciar los
cultivos en los fotobiorreactores. Dichos cultivos se realizaron entre los meses de octubre de
2022 y enero de 2023, expuestos a las condiciones ambientales de la ciudad de Quito en

Ecuador. En los fotobiorreactores se afiadid indculo de microalgas y agua residual de piscicultura
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previamente esterilizada en una proporcidn 1:10 manteniendo las mimas condiciones de cultivo

respecto de las aguas residuales anteriores.

Tabla 4.1.7 Concentracidn inicial de macronutrientes principales, metales y otros pardmetros
fisicoquimicos presentes en el agua residual de piscicultura y el medio BBM previo al cultivo de

las especies de microalgas de estudio.

ARP para C.

ARP para S.

Parametros Fisicoquimicos vulgaris p. BBM
Nitrégeno Total (mg/L N) 165,5+3,53  121+4,24 34,5+2,83
Fosforo Total (mg/L PO43) 35,1+7,64 52,15+0,07 127,8+0,42

Carbono Organico Total (mg/L C) 794 + 0,00 670 + 8,49 4+0,01
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 340+5 303+2 255,05+9,5
Calcio (mg/L) 13,44+0,06 11,34+0,02 9,43+0,57
Cobre (mg/L) <0,01 <0,01 0,014 + 0,01
Cromo (mg/L) <0,01LD <0,01LD <0,02 LD
Hierro (mg/L) 0,73 +£0,04 0,69+0,03 0,19+0,01
Molibdeno (mg/L) <0,04 <0,04 <0,1LD
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 8,30+0,5 7,22 +0,7 1,23
Niquel (mg/L) < 0,05 < 0,05 <0,05LC
Plomo (mg/L) <0,05LD <0,05LD < 0,004 LD
Potasio (mg/L) 6,18 £ 0,42 6,11+0,11 95,70+6,98
Sodio (mg/L) 505+0,41  4,95+0,04 105,95+7,72
Turbidez (NTU) 5,6 4,3 0,15
pH 6,93+0,6 7,02 £0,05 7,01+£0,2

LD: Limite de Deteccidn, N/A: no aplica. LC: limite de cuantificacién

A continuacidn del cosechado de los cultivos, el exceso de agua se elimind mediante
centrifugaciones sucesivas hasta concentrar la biomasa. El sobrenadante se recolectd y
almacend para ser analizado y poder evaluar la capacidad de eliminacidn de nutrientes y metales
del medio. La Figura 4.1.9 muestra una imagen de los fotobiorreactores durante el cultivo de las
especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. en el agua residual de piscicultura expuestos a la
intemperie en la ciudad de Quito — Ecuador. Se observa que, en ambas especies, los andlisis
realizados para los macronutrientes NT, PT y COT muestran porcentajes altos de eliminacion ( >
90 %) a lo largo de los 12 dias de cultivo en el agua de piscicultura y su control en medio BBM
para la especie C. vulgaris. La reduccién de DQO fue mayor al 50 % para C. vulgaris, pero muy
baja para la especie S. sp. con excepcion del hierro y calcio, el resto de los metales analizados
no demostré reduccién sino mas bien aumentos en concentraciones o, valores muy bajos que

no estaban dentro del rango de medicidn de la técnica analitica empleada.
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De forma analoga al agua residual anterior, se calculd la eliminacién de algunos parametros
fisicoquimicos analizados para este tipo de agua. En la Tabla 4.1.8 se presentan los porcentajes
de eliminacidn de los pardmetros analizados del agua residual de piscicultura al inicio del cultivo
y en el sobrenadante final, tras un tiempo de 12 dias de cultivo para la especie Chlorella vulgaris
y de 13 dias para la especie Scenedesmus sp. (los resultados se expresan como el promedio de

triplicados y su desviacion estandar).

Figura 4.1.9 Imagen de los fotobiorreactores durante el cultivo de Chlorella vulgaris (A) y

Scenedesmus sp. (B) en el agua residual de piscicultura.

En la Figura 4.1.10 se muestra la eliminacién de NT en el agua residual de piscicultura y el
medio de control para las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. Para la primera
microalga se observa una eliminacién de NT de 93,77 % en el dia 12, correspondiente a una
concentracién final de NT de 19,5 + 2,12 mg/L N. Por su parte con el medio BBM alcanzé una
eliminacion del nutriente del 71,01 %, correspondiente a una concentracion de final de 10 £ 1,41
mg/L N. Para la especie Scenedesmus sp., el Nitrégeno Total (NT) se redujo hasta 98,81 %
correspondiente a una concentraciéon de 2 + 1,41 mg/L en el agua residual y hasta 79,12 % en el
medio de control BBM, correspondiente a una concentracion de 9,520,71 mg /L después de 13

dias de cultivo.
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Tabla 4.1.8 Eliminacion de nutrientes en el agua residual de piscicultura por Chlorella vulgaris y

Scenedesmus sp.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris

. . . .. Concentracion Concentracion Eliminacion
Parametros fisicoquimicos

Inicial Final Total (%)
Nitrégeno Total (mg/L N) 313+4,95 19,5+2,12 93,77
Fésforo Total (mg/L PO,3) 113,85+1,34 9,15 + 0,07 91,96
Carbono Organico Total (mg/L C) 792 £ 5,66 52+0,01 93,43
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O3) 340 %5 139+4 59,12
Calcio (mg/L) 13,44 £ 0,06 11,76 £ 0,05 12,5
Cobre (mg/L) <0,01 0,49 + 0,03 -
Cromo (mg/L) <0,01LD <0,01LD *
Hierro (mg/L) 0,73 + 0,04 0,17 + 0,01 76,71
Molibdeno (mg/L) <0,04 < 0,04 *
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 8,30+0,5 7,30+0,44 12,05
Niquel (mg/L) <0,05 <0,05 *
Plomo (mg/L) <0,05 LD <0,05LD *
Potasio (mg/L) 6,18 +0,42 16,54 +1,12 -
Sodio (mg/L) 5,05+0,41 12,59 £1,02 -

Especie de microalga: Scenedesmus sp.
Concentracion Concentracion Eliminacién

Parametros fisicoquimicos

Inicial Final Total (%)
Nitrégeno Total (mg/L N) 168 +1,41 2+1,41 98,81
Fésforo Total (mg/L PO43) 75,5+0,71 1,6 +0,42 97,88
Carbono Organico Total (mg/L C) 726,5+12,02 37+0,00 94,91
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 303+2 201+4 33,66
Calcio (mg/L) 11,34 +0,02 10,92 £ 0,05 18,75
Cobre (mg/L) <0,01 0,020 + 0,002 -
Cromo (mg/L) <0,01LD <0,01 *
Hierro (mg/L) 0,69 £ 0,03 0,31+0,02 57,53
Molibdeno (mg/L) < 0,04 0,050 + 0,003 -
Nitrogeno amoniacal (mg/L) 7,22 +0,7 10,95 + 0,66 -
Niquel (mg/L) < 0,05 <0,05 *
Plomo (mg/L) <0,05LD <0,05 LD *
Potasio (mg/L) 6,11+0,11 61,95 + 3,84 -
Sodio (mg/L) 4,95 + 0,04 37,40+ 3,03 -

LD: Limite de Deteccién. *Valores fuera de rango. -Sin eliminacion

86



100 T T .
) 90 r i
©
:§—~ 80 r J
eX 70 t
£
€ & 60
oY L
v 2 50
o % 40 |
o 0
— 0
S5 30 |
S < ;,
o 20
[] /
o 10 E_I,/ %
0 ,-V 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
Tiempo de cultivo (dias)

—&—C. v. AR piscicultura --e---C.v.BBM S. sp. AR piscicultura S. sp. BBM

Figura 4.1.10 Porcentaje de eliminacion de nitrogeno total (NT) vs. tiempo de las especies
Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en el agua residual de pisciculturay

medio de control BBM.

En la bibliografia se reporta que la cantidad de biomasa obtenida al final del cultivo es
dependiente del contenido de N presente en el medio, ya que altas concentraciones de este
nutriente pueden tener un efecto tdxico reduciendo asi la produccién celular [72,97]. Una
concentracién éptima de N permite la sintesis de metabolitos de las microalgas y su crecimiento
celular [191]. Este elemento es el encargado de modular la sintesis de proteinas y, por ende, el
crecimiento de las algas, quienes son capaces de usar nitréogeno en diversas formas, siendo los
nitratos, nitritos, urea y amoniaco, las formas de nitrégeno inorgdnico comunmente
encontradas en el agua residual [192,193]. Estudios comprueban que el rango maximo de N para
no presentar toxicidad celular es de 150 mg/L, convirtiendo al nitrégeno en factor limitante de

crecimiento celular [191].

En esta investigacion la especie Chlorella vulgaris fue capaz de tolerar concentraciones
ligeramente superiores a 300 mg/L, con una eliminacion eficiente de este nutriente, esto es
debido a que la tasa de crecimiento y la concentracidn de N se encuentran correlacionadas
provocando un incremento significativo en el crecimiento microalgal [194]. La eliminacidon del
NT alcanzada en este estudio es préxima al expuesto para el crecimiento de la especie Chlorella
sp. durante siete dias con difusion de 2 % de CO; v/v, con una eliminacion del 90 % del NT,
mientras que la misma especie elimind solo el 40 % del NT con aireaciéon comun al ser cultivadas

en AR de acuacultura [108]. Otros autores obtuvieron una eliminacién de 96 % usando Chlorella
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sp. en aguas residuales de drenaje primario [186]. El valor de eliminacién alcanzado en este
estudio es ligeramente superior al de otros autores quienes obtuvieron una eliminacién de NT
del 87,9 % empleando una dilucién del 30 % de agua residual urbana y el resto de agua destilada

[195].

Para la especie Scenedesmus sp., el porcentaje de eliminacidn de NT en el AR de piscicultura
resulté mayor al valor reportado en la literatura al usar aguas residuales de fertilizantes en
Vietnam como medio de cultivo, con una concentracion inicial de microalgas de 60 mg/L, el cual
alcanzdé un porcentaje de eliminacién de 83,6 % [175]; también se mantuvo préximo a valores
reportados en la literatura para esta misma especie en la biorremediacion de aguas residuales
salobres de pescaderia en el que se alcanzé una eliminacién de nitrégeno de 91,2 + 2,1 % [71].
La reduccion de N en forma de nitratos para la especie Tetradesmus obliquus, otra microalga de
la familia Scenedesmaceae, fue de 85 % al ser cultivada en agua residual procedente del efluente

de un estanque de cria de peces [72].

La Figura 4.1.11 muestra el porcentaje de eliminacién de PT en agua residual de piscicultura
y el medio de control BBM de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. al cabo de 12 y 13 dias de
cultivo, respectivamente. Para la primera especie se alcanzd una reduccién del 91,96 % del PT
presente en el medio, dejando una concentracién de 9,15 + 0,07 mg/L PO,43 de PT en el dia 12.
Para el medio BBM se identific6 una eliminacidn de 13,78 %, correspondiente a una

concentracion de 95,7 + 0,99 mg/L PO,

El fosforo es uno de los compuestos fundamentales para la biosintesis de los acidos nucleicos
y la transferencia de energia necesaria en procesos metabdlicos, razén por la cual su
concentracién disminuyé al finalizar el cultivo microalgal. La principal fuente de fésforo para C.
vulgaris son las moléculas de fosfato inorganico siendo este el nutriente limitante para el
crecimiento microalgal [164,196]. El resultado para la eliminacidn de PT de esta investigacidn es
mayor respecto del valor reportado en la literatura empleando aguas residuales crudas vy
digeridas por cerdos (entre 41-62,5 %) [197], y muy préximos al reportado en la literatura con
un valor de 93,4 % al diluir el agua residual urbana con 10 % de agua destilada [195]. Sin
embargo, para Chlorella sp., se han reportado reducciones de hasta 99 % de PT al ser cultivadas

en el AR de acuacultura con un suministro de 2 % v/v de CO; durante siete dias [108].

Para la especie Scenedesmus sp., la eliminacién de PT al cabo del dia 13 fue de 97,88 %,
correspondiente a una concentracion de 1,6 + 0,42 mg/L. Por su parte, el control en medio BBM
muestra un muy bajo porcentaje de eliminacién, de solo 9,31 % correspondiente a una

concentracién de 105,25 + 0,07 mg/L. La eliminacion de PT del presente estudio es alta en el
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cultivo con agua de piscicultura con respecto a la de otros autores que encontraron un
porcentaje de eliminacidn de fésforo en un cultivo de agua residual de pescaderia de 77,54 %
[198] y de 78,7 £ 2,4 % en aguas residuales salobres de pescaderia [71]. Los autores aseguran
que la eliminacién de este nutriente no se relaciona con la densidad celular, y explican que,
durante el tiempo de cultivo de 22 dias, se alcanzé la fase de muerte celular donde las células
muertas liberaron fésforo total nuevamente al agua, razén por la cual no se alcanza una mayor

eliminacion del nutriente.
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Figura 4.1.11 Porcentaje de eliminacién de fésforo total (PT) vs. tiempo de las especies Chlorella
vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en el agua residual de piscicultura y medio

de control BBM.

El carbono también es un elemento fundamental de todo sistema vivo, y constituye cerca del
50 % de la biomasa microalgal que posteriormente se convierte en lipidos y triglicéridos [199].
Las algas verdes son organismos que pueden crecer de forma heterdtrofa (fuentes organicas de
carbono), ademds de la forma autdtrofa comun (uso de CO, como fuente de carbono) o
mixétrofa (fuentes de carbono y energia luminica) [175]. La Figura 4.1.12 muestra el porcentaje
de eliminacién de carbono orgéanico total para ambas especies de estudios en el agua residual
de piscicultura y su control en medio BBM Para la especie Chlorella vulgaris, la eliminacion de
COT fue de 93,43 %, con una concentracidn de COT final de 52 + 0,01 mg/L C. En el medio BBM
se observé una eliminacion de 65,55 % del COT en el medio, correspondiente a una

concentracion de 97,5 + 2,83 mg/L C al cabo de 12 dias.
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Figura 4.1.12 Porcentaje de eliminacion de carbono organico total (COT) vs. tiempo de las
especies Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en el agua residual de

piscicultura y medio de control BBM.

El agua residual de piscicultura presentd un alto contenido de COT, aun asi la reduccién de
COT en el agua residual de estudio es ligeramente mayor en comparacién con valores
reportados en la literatura para un estudio que probd la calidad de la luz en la eliminaciéon de
nutrientes, alcanzando una eficiencia de eliminacion del 82,27 % de COT con la especie C.
sorokiana cultivada en agua residual de acuacultura bajo luz de color azul; esta diferencia puede
estar relacionada con el tratamiento luminico realizado al agua y al tiempo de cultivo de 8 dias
[65]; diferente al cultivo de este estudio en el que se mantuvo con luz solar en fotoperiodos de

12 h.

Para la especie Scenedesmus sp., la eliminacién de COT en el agua residual de piscicultura fue
de 94,91 % en el dia 13 con concentracion de 37 mg/L; para el control en medio BBM se observé
una eliminacién de 74,58 %, correspondiente a una concentracion de 15 + 0,00 mg/L. Estos
resultados demuestran que la especie Scenedesmus sp. presenté una mejor eliminacién de
nutrientes en el agua de piscicultura versus el medio control. De forma andloga a los otros
macronutrientes, en el cultivo de Scenedesmus sp. en agua residual de piscicultura hubo una
alta eliminacién de COT al cabo de 13 dias, muy proximo al resultado de otro grupo de
investigadores que alcanzaron una reduccién de COT del 96,07 % en el tratamiento de un agua
residual simulada con esta microalga durante 12 dias, dejando en el medio una concentraciéon

final de 35,12 mg/L de C [181].
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Con respecto al crecimiento de la microalga en otros tipos de aguas residuales se encontrd
que en un estudio en el que usaron agua residual urbana no esterilizada y agua residual porcina
en proporcion 1:2, la reduccion de COT fue de 82,42 % [200], mientras que en agua de industria
porcina, la especie Scenedesmus sp. eliminé el 67,12 % del COT del medio de cultivo al cabo de
11 dias de cultivo [152]. Estas diferencias pueden atribuirse a las formas de carbono (organico e
inorganico), asi como a las fuentes luminicas disponibles en el cultivo de cada una de las aguas

residuales empleadas.

Eliminacion de otros parametros fisicoquimicos y metales pesados en AR de piscicultura

La Tabla 4.1.8 también refleja la reduccién de otros parametros fisicoquimicos y metales
analizados. En cuanto a la DQO, la reduccién alcanzada por Chlorella vulgaris en el presente
estudio es de 59,12 %; este valor es menor pero préoximo a la reduccién de 61 % de DQO
reportada en la literatura para la misma especie cultivada en agua residual de acuacultura con
valor inicial de DQO de 112 + 21 mg/L y dejando una concentracidn final de 44 mg/L después de

ocho dias de cultivo [108].

También se puede observar en dicha tabla la disminucidn en la concentracién de calcio,
hierro y nitrégeno amoniacal del medio de cultivo. Sin embargo, para el cobre, potasio y sodio
se observé un incremento de concentraciéon, probablemente debido a concentraciones de estos
metales en el indculo en BBM. Para cromo, molibdeno, niquel y plomo no fue posible calcular el
porcentaje de eliminacién ya que las concentraciones estuvieron fuera del rango de sensibilidad

de la técnica empleada (menores a 0,01; 0,04; 0,05 y 0,05 mg/L, respectivamente).

La presencia de calcio se atribuye a funciones indispensables para C. vulgaris en su pared
celular [164] y participa en la floculacién de microalgas, ya que en cultivos de microalgas en pH
alto, las sales de calcio precipitan en el medio [165]. Sin embargo, en concentraciones mayores
a 2,5 mM, el pH bajay el calcio precipita en forma de carbonato de calcio y otras sales de calcio
sin producir autofloculacién [186]. Dado que la concentracién final de calcio en el agua residual
de piscicultura al finalizar el cultivo fue de 11,76 mg/L (0,294 mM), concentracién menor a la
mencionada por Vandamme et al., (2012) para la precipitacién del calcio [165], puede inferirse
gue no hubo precipitacion del calcio y la microalga no fue capaz de eliminarlo adecuadamente.
Otros autores mencionan que una buena concentracion de calcio en el medio promueve la
regulacién del flujo electrénico aumentando la produccién masiva de ATP que se emplea en la

sintesis de lipidos [151].

En el caso del cobre, este es un metal pesado que influye en el crecimiento microalgal, puesto

gue en concentraciones mayores a 2 mg/L impide el proceso de la fotosintesis y causa
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modificaciones en la pared celular de la microalga [186]; sin embargo, su presencia en el medio
de cultivo es fundamental para la puesta en marcha del sistema de transporte de electrones; y
ademas, sirve como cofactor de ciertas enzimas [164]. En este estudio al finalizar el cultivo de C.
vulgaris se observé un leve incremento en la concentracidn del cobre que puede estar asociado
a los metabolitos producidos por las microalgas. Otros estudios demuestran que C. vulgaris es
capaz de eliminar el 32-45 % del cobre presente en aguas residuales [189]. La baja eliminacidn
puede estar asociada a los valores del pH del medio el cual se mantuvo préximo a la neutralidad
y la mejor absorcidn de cobre fue en pH 4-5 debido al aumento de ligandos y la unién con grupos
carboxilo entre las algas y el metal. Por ello, a pH fisioldgico no se registré una mayor eliminacién

[201].

El contenido de cromo se mantuvo fuera del limite de deteccién de la técnica analitica
empleada, lo que indica concentraciones minimas de este metal. Aunque en este estudio no
pudo comprobarse la eficiencia de C. vulgaris hacia la eliminacién de cromo, otros autores
reportan eficiencias proximas al 58 % [189]. Por otro lado, el hierro es un cofactor necesario
para varios sistemas enzimaticos relacionados al crecimiento de la microalga. C. vulgaris, asi, en
el agua residual de piscicultura del presente trabajo presentd un porcentaje de eliminacién
superior a los publicados en la literatura con la especie Chlorella pyrenoidosa cultivada en agua
potable con un 49,64 % [187]. Ademas, otros autores afirman la relacion existente entre un alto
contenido de hierro y la limitacién de nitrégeno para la alta productividad lipidica de Chlorella
[202]. El porcentaje de eliminacidon de molibdeno no pudo cuantificarse en este estudio por
encontrarse fuera del limite de deteccién de la técnica de analisis; sin embargo, este elemento
es asimilado por la microalga durante su crecimiento y es importante en el proceso de reduccion

de nitrato a nitrito [203].

Estudios en microalgas confirman que el nitrégeno amoniacal es una de las fuentes mas
eficientes para la captacion de nitrégeno por parte de la especie Chlorella vulgaris; pero es letal
en altas concentraciones [188]. En el presente estudio la eliminacidn de nitrégeno amoniacal fue
baja respecto a lo reportado por otros autores que obtuvieron reducciones de 22,99 % en este
pardmetro [204]. La caracterizacién del agua residual de piscicultura postcosecha revelé un
incremento en el contenido de sodio y potasio. Este incremento pudo estar asociado a una
mayor tasa de asimilacién de CO, respecto a la tasa de disolucidn, lo que provoca una deficiencia
de la fuente de carbono y que se utilice el bicarbonato presente en el medio como fuente de
carbono, provocando un incremento de sodio y potasio, y consecuentemente, una alcalinizacidon

del medio [188].
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Para el caso del niquel y del plomo, no fue posible determinar un porcentaje de eliminacion
en este estudio, pero se sabe que concentraciones elevadas de niquel afectan al crecimiento de
las microalgas, aunque es necesario para las especies que metabolizan urea en el medio. En un
estudio similar se alcanzd una eliminacién del 25,58 % de niquel con Chlorella sorokiniana [205].
En cuanto al plomo, concentraciones mayores a 5 umol/L destruyen la clorofila debido al
incremento del estrés inhibidor en el proceso de la fotosintesis, lo cual causa una disminucién

en el crecimiento celular [190].

En el agua residual de piscicultura, la especie Scenedesmus sp. no presenté buenos
porcentajes de eliminacién de otros parametros fisicoquimicos o metales. Pese a la eliminacion
de COT en el agua residual, los resultados de DQO arrojan una eliminacion menor al 40 %; sin
embargo, otros estudios indican que las microalgas de la especie Scenedesmus son capaces de
reducir de forma simultdnea COT y DQO en mas del 80 % de su concentracién, incluso en medios

de cultivo con aguas residuales no esterilizadas [162].

Para esta especie se puede observar Unicamente la eliminacidon de calcio y hierro. Los
elementos calcio, sodio y potasio son componentes importantes de la materia viva y actuan
como cofactores en las reacciones enzimaticas de microalgas [192], y en procesos de
osmorregulacion, en el caso del potasio [206]. Sin embargo, tienen concentraciones limites para
el éptimo crecimiento de las especies; por ejemplo, la concentracidn no debe superar valores
de0,1 uM y 1 uM de calcio y potasio, respectivamente. Un aumento en las concentraciones de
sodio o potasio en medios de cultivo puede estar relacionado a deficiencia en la fuente de

carbono; por tanto, la microalga utilizard el bicarbonato disponible en el medio [188].

En el AR de piscicultura se dio un incremento en la concentracidon de cobre en el medio.
Diversos estudios demuestran que la capacidad de eliminaciéon y acumulacidn de cobre esta
relacionada a la concentracidn inicial del metal en el medio de cultivo [175]; y que las células
muertas suelen retener mas metales que las células vivas, aunque la capacidad de desorcidn de
metales por células vivas estd demostrado en la literatura [207]. Ademas, tiempos de cultivos
superiores a 20 dias pueden eliminar totalmente el contenido de cobre presente en el medio

[208].

Aunque en este estudio no fue posible cuantificar la eliminacién de cromo o plomo por
encontrarse por debajo del limite de deteccién de la técnica analitica empleada, un estudio
confirmé que la especie Scenedesmus sp. pudo eliminar cerca del 100 % del cromo presente en
aguas residuales de curtiembre posterior a sus 12 dias de cultivo [209]. La eliminacion de hierro

de este estudio fue del 57,53 % en las aguas residuales de piscicultura, pero otras investigaciones
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confirman la eliminacion total del hierro, cadmio y cromo del agua de cultivo de la especie
Scenedesmus sp., mencionando que los metales se acumularon de manera efectiva a partir del
cultivo de la especie en aguas residuales de mercados al aire libre posterior a 18 dias de cultivo

[210].

La especie Scenedesmus sp. fue capaz de eliminar el 89 % del plomo presente en el medio
acuoso [175]. Esto se corresponde a lo ya demostrado en bibliografia relativo a que las algas son
capaces de absorber pasivamente metales como el plomo y estroncio, en polisacéridos anclados
en la pared celular y la matriz intracelular, aunque la tasa de eliminacion del metal dependera
de la concentracidn inicial del mismo, del tiempo de exposicién y de la especie o especies de
microalgas en el cultivo [211]. En cuanto al molibdeno, en el presente estudio se aprecid un
aumento de concentracién para este metal, y aunque su valor se mantuvo bajo, hay evidencia
de especies del género Scenedesmus que se utilizan para la eliminacion de molibdeno en

sistemas acuosos [212].

Las principales formas de nitrégeno encontradas en las aguas residuales corresponden a
nitratos y nitrdgeno amoniacal, los cuales satisfacen los requerimientos de nitrégeno de la célula
para su crecimiento, aunque es conocido que concentraciones elevadas de amoniaco pueden
inhibir el crecimiento microalgal [213]. En este estudio la concentracién de nitrégeno amoniacal
se incrementd ligeramente en el cultivo en agua residual de piscicultura, pudiendo estar
involucrado en el crecimiento de la especie. Por otra parte, en el presente estudio no fue posible
cuantificar la eliminacidn del niquel pues sus valores al inicio y al final del cultivo estuvieron por
debajo del limite de deteccién de la técnica, pero estudios reportados en la bibliografia
establecen que Scenedesmus sp. puede tolerar concentraciones de metales que oscilan entre

0,5-2 mg/L de cobre, niquel, cadmio y zinc [214].

En la Tabla 4.1.9 se muestran los valores de los limites maximos permitidos por la legislacion
ambiental ecuatoriana segun el Acuerdo Ministerial N° 097-A para el vertido al sistema de
alcantarillado municipal. También se reportan la concentraciéon final de cada parametros
fisicoquimico analizado y posteriormente la verificacién del cumplimiento de la normativa para

el cultivo de las especies de microalgas de estudio en el agua residual de piscicultura.
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Tabla 4.1.9 Comparacion de limites de descarga de la normativa ambiental ecuatoriana vigente
con la concentracién final de parametro fisicoquimicos posterior al tratamiento de agua residual

de piscicultura con las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris

L. .. Cumplimiento de
Limite de Concentracion P

Parametros Fisicoquimicos . norma
descarga Final .

ambiental
Nitrégeno Total (mg/L N) 60,0 19,5+2,12 Si
Fésforo Total (mg/L PO4?3) 15,00 9,15 £ 0,07 Si
Carbono Organico Total (mg/L C) N.R. 52+0,01 -
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 500 139+4 Si
Calcio (mg/L) N.R. 11,76 £ 0,05 -
Cobre (mg/L) 1,00 0,49 + 0,03 Si
Cromo (mg/L) 0,5 <0,01LD Si
Hierro (mg/L) 25,00 0,17 +0,01 Si
Molibdeno (mg/L) N.R. <0,04 -
Nitrogeno amoniacal (mg/L) N.R. 7,30+ 0,44 -
Niquel (mg/L) 2,00 < 0,05 Si
Plomo (mg/L) 0,5 <0,05LD Si
Potasio (mg/L) N.R. 16,54 +1,12 -
Sodio (mg/L) N.R. 12,59 +1,02 -

Especie de microalga: Scenedesmus sp.

! .. . Limite de Concentracion Cumplimiento de
Parametros Fisicoquimicos

descarga Final norma ambiental
Nitrégeno Total (mg/L N) 60,0 2+1,41 Si
Fésforo Total (mg/L PO4?) 15,00 1,6 £0,42 Si
Carbono Orgénico Total (mg/L C) N.R. 37+0,00 -
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 500 301+4 Si
Calcio (mg/L) N.R. 10,92 + 0,05 -
Cobre (mg/L) 1,00 0,020 + 0,002 Si
Cromo (mg/L) 0,5 <0,01 Si
Hierro (mg/L) 25,00 0,31+0,02 Si
Molibdeno (mg/L) N.R. 0,050 + 0,003 -
Nitrégeno amoniacal (mg/L) N.R. 10,95 + 0,66 -
Niquel (mg/L) 2,00 <0,05 Si
Plomo (mg/L) 0,5 <0,05 LD Si
Potasio (mg/L) N.R. 61,95+ 3,84 -
Sodio (mg/L) N.R. 37,40 +3,03 -

N.R.: no reportado
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En cuanto a la calidad del sobrenadante del AR de piscicultura posterior al tratamiento
aplicado con las microalgas puede observarse que se da cumplimiento a la normativa ambiental
para la mayoria de los pardmetros fisicoquimicos que reporta el acuerdo ministerial para
descargas al sistema de alcantarillado publico para ambas especies. Desde el punto de vista
ambiental, estos resultados respaldan el uso de microalgas para el tratamiento de agua residual
de piscicultura de una forma eficiente, de bajo coste y respetuosa con el medioambiente, sin

requerimiento del uso o integracidn de otros tratamientos adicionales.

4.1.2 Crecimiento de la biomasa en las aguas residuales de estudio

Una vez confirmado el uso de los cultivos de las dos microalgas estudiadas como solucion
sostenible para el tratamiento de las tres aguas residuales de origen industrial, y del
cumplimiento de los limites de descarga de la normativa ambiental ecuatoriana relativa al
vertido de aguas, se procederd al estudio de las curvas de crecimiento de las biomasas

microalgas generadas y a su caracterizacion elemental.
a) Agua residual de la industria porcina

La Figura 4.1.13 presenta el crecimiento celular para las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. durante 11 dias en el agua residual de industria porcina (ARFP) y el medio de
control (BBM) sin reposicidn de nutrientes durante el tiempo de cultivo. Para la especie Chlorella
vulgaris en el ARFP se observa que en el dia 0 el cultivo inicié con una concentracién celular de
1,88-10° + 0,00 cel/mL, apreciando una fase exponencial desde el dia 1 al dia 3 con un
incremento de concentracion hasta 2,20-10° + 4,42-10* cel/mL, otra fase exponencial menos
pronunciada desde el dia 3 al 7 y una fase mds pronunciada desde el dia 7 al 9; en este dia 9 se
observé la mayor concentracién celular (5,32:10° + 2,87-10° cel/mL). Del dia 9 al 11 se aprecia
notoriamente la fase de muerte celular con una reduccién en la concentracién de 4,58-10° +

3,87-10% cel/mL.

En la misma figura también muestra el crecimiento celular de la microalga en el medio control
BBM, el cual registré una fase de latencia entre el dia 0-2, la fase de crecimiento exponencial del
dia 2-4 con un aumento en la concentracién desde 1,96-10°+ 1,10-10* cel/mL hasta 4,51-10°+
1,44-10° cel/mL, seguidamente se aprecia una fase estacionaria comprendida entre los dias 4-9,
alcanzandose en el dia 9 la mayor concentracidn celular del cultivo de 5,13-10%+ 1,44-10° cel/mL.

Finalmente, entre los dias 9-11 se registré la fase de muerte celular con una disminucion en la
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concentracion celular de 4,73-10°+ 5,52-10% cel/mL. Comparando ambos cultivos se aprecia que

la microalga crece mas répido en el medio sintético BBM respecto del agua residual.
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Figura 4.1.13 Crecimiento celular de Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas

en el agua residual de industria porcina y su control en medio BBM.

Como otros microorganismos, las microalgas normalmente presentan las cuatro fases tipicas
del crecimiento: latencia, exponencial, estacionaria y lisis o muerte celular. Para Chlorella
vulgaris cultivada en agua residual de la industria porcina no se aprecia una fase de latencia
marcada; la fase estacionaria se observé de forma pronunciada durante dos momentos del
crecimiento celular (dias 1-3 y dias 7-9) con un marcado descenso de la curva, correspondiente
a la fase de muerte celular desde los 9 a los 11 dias de cultivo sin reposicion de nutrientes. Esta
especie ha sido ampliamente estudiada y es conocida por tener altas tasas de crecimiento, alta

eficiencia fotosintética y una gran adaptabilidad a condiciones ambientales adversas [215].

La bibliografia relacionada al cultivo de microalgas en agua residual de mataderos de cerdos
es realmente limitada; por ello a continuacién se hacen comparaciones con aguas residuales
relacionadas a la actividad porcina en general. Los valores obtenidos de crecimiento celular de
Chlorella vulgaris es similar a las concentraciones de un estudio en el que combinaron el
nejayote (agua residual del proceso de coccién del maiz) con aguas residuales porcinas
procedentes de la cria de cerdos y agua potable como medio para la produccién y el tratamiento
de aguas residuales con las especies Arthrospira maxima y Chlorella vulgaris, con varios
tratamientos; en uno de los tratamientos emplearon 90 % del agua residual porcina, medio de

cultivo en el que se alcanzd una concentracion de 1,481-10° cel/mL. En los otros tratamientos,

97



las concentraciones celulares fueron superiores debido a la mezcla de agua potable con el agua
residual, ya que la diluciéon disminuye la turbidez y la carga organica del medio de cultivo,

aumentando el crecimiento celular de dichos tratamientos [216].

En la Figura 4.1.13 también se muestra el crecimiento celular para la especie Scenedesmus
sp. durante 11 dias de cultivo en el ARFP sin reposicidn de nutrientes. Se observa que al dia 0 el
cultivo inicié con una concentracién celular de 2,50-10° + 0,00 cel/mL, apreciando una fase
exponencial desde el dia 1 al dia 6 con un incremento de concentracién hasta 1,62-10%+ 1,22-10°
cel/mL y una fase estacionaria desde el dia 8 al 11 con una concentracién promedio de células
de 1,98:10°+ 1,44-10° cel/mL con la que inicia la fase de muerte celular. En el dia 9 se observé

la mayor concentracién celular (2,07-108 + 1,44-10° cel/mL).

La Figura 4.1.13 también muestra el crecimiento celular de la misma especie en el medio de
cultivo sintético BBM, el cual registro la fase de crecimiento exponencial del dia 0 al dia 4, una
fase estacionaria comprendida entre los dias 5-11. Desde el dia 1 al 6, se observa que la especie
cultivada en el agua residual presente crece mds rdpido respecto de su homdloga cultivada en
el medio sintético BBM; sin embargo, a partir del dia 7, se observa un incremento en el numero
de células de la microalga cultiva en el medio de control. Estas diferencias pueden estar
asociadas a las composiciones originales de cada medio y a la forma de aprovechamiento de

nutrientes de la microalga en cada medio de cultivo.

Tal y como se mencioné para la microalga Chlorella vulgaris, para la especie Scenedesmus sp.
hay pocas referencias sobre esta especie cultivada en el agua residual de la industria porcina;
sin embargo, otras especies de la familia Scenedesmaceae también han sido cultivadas en aguas
residuales porcinas, tal es el caso de la especie Tetradesmus obliquus cultivada en agua residual
porcina sin dilucidn, la cual presentd una inhibicién en su crecimiento en este tipo de agua; pero
creciod bien en el mismo tipo de agua pretratada con el proceso Foto-Fenton para la eliminacion

de color y materia orgdnica, reduciendo asi la toxicidad del agua [28].

Otro parametro de crecimiento celular analizado fue el peso seco. La Figura 4.1.14 muestra
el peso seco de ambas especies durante 11 dias de cultivo en el agua residual de la industria
porcina y su comparacién con la misma especie cultivada en el medio de control BBM. Para la
especie Chlorella vulgaris en el agua residual, el peso seco inicia en el dia cero con 0,0155 *
0,00001 g/L, del dia 1 al dia 9 se observa una fase exponencial alcanzando una concentracion
maxima de 0,0920 + 0,00007 g/L; y desde el dia 9 al 11 el peso seco se ve afectado registrando
una disminucion en su valor hasta 0,0807 + 0,00006 g/L al finalizar el cultivo. Para el medio de

control BBM se observaron valores ligeramente mayores para el peso seco en comparacién con
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los valores obtenidos en el ARFP, iniciando con valores de 0,016 + 0,00001 g/L al inicio del
cultivo, alcanzando una concentracién maximo al octavo dia de 0,0989 * 0,00028 g/L, y
finalizando con registros de peso seco de 0,0091 + 0,00007 g/L; se observa la tendencia de la
especie C. vulgaris a incrementar su cantidad de biomasa en el medio de control respecto del

ARFP, comprobando los datos obtenidos en el conteo celular.
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Figura 4.1.14 Peso seco de Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en el

agua residual de industria porcina y su control en medio BBM.

En la misma Figura 4.1.14 se aprecia el peso seco para la especie Scenedesmus sp. cultivada
en el ARFP y en el medio de control. Para el ARFP se observa que el peso seco inicia en el dia
cero con 0,0073 + 0,0004 g/L, del dia 0 al dia 9 se observa una fase exponencial alcanzando una
concentracién maxima de 0,0184 + 0,0002 g/L; y desde el dia 9 al 11 el peso seco registra una
disminucién en su valor hasta 0,016 + 0,0005 g/L al finalizar el cultivo. Para el medio de control
BBM se observaron valores menores para el peso seco en comparacién con los valores obtenidos
en el ARFP, iniciando con valores de 0,0019 * 0,0001 g/L al inicio del cultivo y finalizando con
registros de peso seco de 0,0185 + 0,0003 g/L; sin embargo, en ambos medios de cultivos se
observa la tendencia de la especie Scenedesmus sp. a incrementar su cantidad de biomasa en

los primeros ocho dias de cultivo.

De forma general se aprecia que el peso seco fue mayor para la especie Chlorella vulgaris en
comparaciéon con Scenedesmus sp. La Tabla 4.1.10 muestra los resultados de la generacion de
biomasa y la productividad de ambas especies en los medios de cultivo de estudio; para la

especie C. vulgaris puede apreciarse que el ARFP fue capaz de aportar los nutrientes requeridos

99



para el crecimiento de la microalga generando 1,45 veces mas biomasa usando el agua residual
en comparacién con el medio de control BBM. Sin embargo, la especie crece mas rapido en el

medio sintético en comparacién con el agua residual.

Tabla 4.1.10 Generacién de biomasa y productividad de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. en

el cultivo en el agua residual de industria porcina y su control en BBM.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris

Parametro de crecimiento de

cultivo ARFP BBM
Concentracién de biomasa (g/L) 0,6650 0,4585
Productividad volumétrica (g/L-d) 0,0605 0,0382
Productividad especifica (d) 0,0909 0,0833
Tasa de crecimiento especifica (u) 0,0765 0,1360
Tiempo de duplicacidn (tp)(d) 9,0596 5,0951

Especie de microalga: Scenedesmus sp.

Parametro de crecimiento de

cultivo ARFP BBM
Concentracién de biomasa (g/L) 0,6206 0,4864
Productividad volumétrica (g/L-d) 0,0564 0,0374
Productividad especifica (d?!) 0,0909 0,0769
Tasa de crecimiento especifica (p) 0,1523 0,5315
Tiempo de duplicacion (tp)(d) 4,5499 1,3041

Los resultados de la generacion de biomasa y la productividad de la especie Scenedesmus sp.
obtenida con el ARFP y su control en medio BBM muestran que el ARFP generd 1,28 veces mas
biomasa que el medio sintético BBM; sin embargo, al finalizar el cultivo, se observa un

crecimiento mds rapido en el medio sintético respecto del agua residual.

Al realizar la cosecha, la concentracién en peso seco para Chlorella vulgaris cultivada en el
ARFP resultd estar en el rango observado por otros investigadores que cultivaron la misma
especie de microalga en aguas residuales porcinas procedente de granjas de cria de cerdos
diluidas con medio sintético BG-11, registrando valores de peso seco de 0,78 g/L en el medio
BG-11 puro; 0,64 g/L para el tratamiento de mezcla con 20 % de agua residual y 80 % de medio
BG-11 y 0,5 g/L para el tratamiento de 40 % de agua residual y 60 % de medio BG-11; estos
resultados muestran una mejora considerable en los valores de peso seco cuando las aguas
residuales se mezclan con medios sintéticos o se diluyen con agua potable. Normalmente con el

uso de aguas residuales el pH tiende a aumentar en los dias iniciales de cultivo debido al
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consumo de carbono inorganico y la liberacién de metabolitos en el cultivo durante la actividad

fotosintética de las microalgas [130,217].

Para la especie Chlorella vulgaris cultivada en el agua residual porcina se reportan valores de
0,3945 g/L de concentracion de biomasa, 0,043 g/L-d de productividad volumétricay 0,22 d* de
tasa de crecimiento para cultivos aireados por 8 dias con concentracidn de 0,04 % de CO, v/v,
mientras que para concentraciones de 3 % de CO, v/v, los valores de concentracidén de biomasa,
productividad especifica y tasa de crecimiento fueron 0,4785 g/L; 0,0598 g/L-d y 0,25 d};
respectivamente. Esto sugiere que incrementos en la proporcién de CO; en la fuente de

burbujeo puede mejorar la produccion de biomasa [36].

La productividad de la biomasa alcanzada por Chlorella vulgaris en el agua residual de la
industria porcina presenta valores semejantes a los reportados por otros autores para la misma
microalga cultivada en aguas residuales porcinas (procedente de las pocilgas de cerdos adultos)
pretratadas bioldgicamente vy filtradas durante 20 dias de cultivo (0,0245 + 0,012 g/L-d) [43],
mientras que al ser cultivada en el agua residual porcina pretratada con una simple precipitacion
natural y con ajuste de pH a 8, la productividad de la biomasa alcanzé mayores valores después
de 10 dias de cultivo (0,0395 + 0,003 g/L-d) [218]. En las aguas residuales porcinas, la
productividad de la biomasa de microalgas suele ser mayor debido a las altas concentraciones
de Ny P procedentes de la orina y estiércol de los cerdos, teniendo en cuenta que el crecimiento

de las microalgas estd relacionado con la disponibilidad de nutrientes del medio [219].

La concentracién de biomasa para Scenedesmus sp. cultivada en el agua residual de la
industria porcina resulté ser inferior a los valores reportados para la misma especie cultivada en
una mezcla de agua residual urbana con agua residual porcina procedente de la cria de cerdos
en concentraciones de 2 % v/v y 4 % v/v Gnicamente filtrada (sin esterilizacion); en condiciones
autoétrofas, la concentracion de biomasa fue de 1,22 g/L al cabo de 13 dias de cultivo con
exposicién a la luz, mientras que en condiciones de oscuridad, la concentracion de biomasa
alcanzada fue de 1,1 g/L al cabo de 14 dias de cultivo [162]. De igual manera, otros autores
emplearon agua residual de orina de cerdo fermentada como medio de cultivo para la misma
especie durante 60 dias, tiempo en el que lograron un crecimiento celular 10 veces mayor al
encontrado en el presente trabajo; esto puede ser atribuido al tiempo y diferencias en las
condiciones de cultivo que implicaron la adicion de nutrientes al medio en el 12'° dia de cultivo,
lo cual pudo ser fundamental para extender la duracidon del cultivo y asi incrementar la

produccién de biomasa [220].
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La productividad de la biomasa de Scenedesmus sp. en el presente estudio es superior a los
valores reportados para la especie Scenedesmus obliquus cultivada en agua residual porcina
biolégicamente pretratada y filtrada durante 20 dias de cultivo (0,0265 *+ 0,046 g/L-d) [43] y para
la especie Scenedesmus sp. cultivada en agua porcina filtrada durante 10 dias (0,0415 + 0,001
g/L-d) [30]. Sin embargo, la productividad de la biomasa obtenida en al agua residual de la
industria porcina es menor respecto de los valores reportados en la bibliografia usando aguas
residuales porcinas filtradas y digeridas anaerdbicamente diluidas con medio Mayeux, Sandine
y Elliker (medio MSE) a diferentes concentraciones durante 14 dias de cultivo (0,084-0,095 g/L-d)
[221]. Este incremento en la productividad es de esperar al realizar la dilucién del agua porcina,
ya que esto disminuye la turbidez, color y cantidad de materia organica facilitando la absorcién
de nutrientes [216]. Con el uso de aguas residuales municipales, se ha encontrado mejores

valores de productividad de |la biomasa para esta especie (0,0737 g/L-d) [173].

En general, los autores que han trabajado con el cultivo de microalgas en aguas residuales
porcinas confirman que las microalgas crecen bien en este tipo de aguas conforme a la cantidad
de biomasa producida, pese a la presencia de altas cantidades de nutrientes y otras sustancias
téxicas como metales pesados, hormonas y antibidticos que suelen estar presentes en este tipo
de aguas; ademas, la eliminacidon de contaminantes es efectiva y presentan un alto potencial
para la conversién de la biomasa en bioenergia [219]. Las aguas porcinas suelen poseer color,
turbidez y altas concentraciones de materia organica y nitrdgeno amoniacal que pueden inhibir
el crecimiento, por lo que es comun el uso de agua potable para su dilucidn; sin embargo, esta
practica no es recomendable cuando se desea aplicar los principios de la economia circular a los
cultivos de microalgas multipropdsitos (obtencién de biomasa, lipidos, proteinas, carbohidratos,

pigmentos, etc.).

La inclusién de operaciones unitarias y tratamientos convencionales empleados para el
tratamiento de aguas residuales municipales o industriales pueden ser empleados como
complemento al tratamiento con microalgas; por ejemplo, el método foto-Fenton, ayuda a la
eliminacién de color y turbidez; posteriormente el lodo resultante de procesos foto-Fenton
pueden usarse como fertilizantes para cultivos destinados a la alimentacidn animal y asi
incorporar tendencias sostenibles a los procesos de biorrefinerias basados en el

aprovechamiento integral de biomasa de microalgas [28].

Caracterizacion elemental de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

La biomasa seca cultivada en el medio de control BBM y en el medio de industria porcina

fue analizada a nivel elemental y su composicidn se muestra en la Tabla 4.1.11. En dicha Tabla
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se aprecia la composicién en peso de los elementos nitrégeno (N), carbono (C), hidrégeno (H),
azufre (S) y oxigeno (O). En ambas especies la composicién elemental de N es mayor en el medio
de agua residual, la composicién de C es menor en el agua residual y para Hy O hay diferencias

en cada especie.

Tabla 4.1.11 Composicion elemental de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

Cultivadas en medio de control BBM y agua residual de industria porcina.

Especie Chlorella vulgaris Scenedesmus sp.
Medio de cultivo BBM ARFP BBM ARFP
N 2,96 8,93 3,09 7,52
C 48,23 45,44 47,26 46,45
H 7,26 6,58 7,26 7,20
S 0,00 0,00 0,00 0,00
0] 26,58 27,78 25,11 22,51

La técnica empleada en el analisis elemental de las especies de estudio revelan la presencia
de C, N, Hy O; para el caso del azufre se observa que no hay S en estas especies; estos valores
son proéximos a los encontrados en la bibliografia para la especie Chlorella vulgaris cultivada en
aguas residuales porcinas procedente de una graja dedicada a la cria de cerdos, cuyo analisis
elemental arrojé la presencia de 45,9 % de C, 11,6 % de N, 6,4 % de Hy 1,4 % de S, sin reportar
valores para oxigeno [158]. Pandey et al., (2023) reportan que para la especie Scenedesmus sp.
cultivada en agua residual de la industria lactea presenté 48,27 % de C, 7,52 % de N, 5,32 % de
Hy 38,89 % de O [222]. Otras especies del género Scenedesmus cultivadas en aguas residuales
han reportado valores préoximos a los del presente estudio, tal es el caso de la especie
Scenedesmus dimorphus cultivada en agua residual sintética la cual presenté valores de 44,59 %
de C, 4,02 % de N, 8,28 % de H, 0,16 % de Sy 15,85 % de O empleando aire atmosférico como

fuente de burbujeo y luz solar [223].

La extracciéon de lipidos totales se desarrolld6 empleando la mezcla estandar
cloroformo:metanol (1:2 v/v) que constituye la mezcla de disolventes organicos mas empleada
para la extraccion de lipidos de tejidos vivos segin el método de Bligh y Dyer [147]. La
cuantificacion de los lipidos totales de la biomasa cultivada en agua residual de la industria
porcina fue de 21,49 + 1,65 % para la biomasa seca de C. vulgaris. Para la especie S. sp, el
contenido de lipidos totales fue de 16,25 + 0,25 %. Estos valores obtenidos a partir del método
estandar seran considerados como los porcentajes de lipidos totales maximos que pueden

extraerse a partir de cada especie en el agua residual de estudio.
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b) Agua residual de industria cervecera

La Figura 4.1.15 presenta el crecimiento celular para la especie Chlorella vulgaris durante 14
dias de cultivo empleando el agua residual de la industria cervecera, tiempo en el cual no se
realizd reposiciéon de nutrientes (los resultados se expresan como el promedio de triplicados y
su desviacidon estandar). En este cultivo se realizé una dilucidn 1:10 de la microalga con el agua
residual y en el dia O el cultivo tuvo una concentracién celular inicial de 2,71-10° + 3,31-10*
cel/mL. Se observa una fase de latencia o adaptacién en el primer dia de cultivo en el que la
concentracién celular desciende, seguidamente se manifiesta una fase exponencial que se
presenta entre los dias 2-5 con un incremento de concentracién hasta 1,99-10° + 3,20-10°
cel/mL, otra fase exponencial desde el dia 7 al 14 en el que se observé la mayor concentracion
celular (6,43-10°% + 7,73-10* cel/mL). En este cultivo no se aprecié una fase de muerte celular,
pero se optd por realizar la cosecha para mantener la viabilidad celular preservando las
biomoléculas de valor afiadido en el interior de las células [224], y también con fines
comparativos ya que el cultivo de control en medio BBM si mostré su fase de muerte celular

desde el dia 11 de cultivo.

El crecimiento celular de la misma especie en el medio de cultivo control (medio BBM)
registré6 una fase de crecimiento exponencial entre los dias 1-4 con un aumento en la
concentracién desde 2,11:10°+ 1,10-10% cel/mL hasta 4,59-10° + 3,31-10* cel/mL, seguidamente
se aprecia una fase estacionaria comprendida entre los dias 5-9, alcanzando en el dia 9 la mayor
concentracion celular del cultivo de 5,13-10%+ 1,44-10° cel/mL. Entre los dias 9-14 se registrd la
fase de muerte celular con una disminucién en la concentracidn celular hasta 3,19-10%+ 6,63-10*
cel/mL. Comparando ambos cultivos se aprecia que la microalga crece mas rapido en el medio
de control, pero alcanza su muerte celular tras 10 dias de cultivo; mientras que en el medio
residual el crecimiento es mas lento pero la tendencia muestra que el cultivo pudo haberse
extendido en el agua residual pues no se aprecié disminucidn en la concentracién. Este hecho
puede deberse al agotamiento de nutrientes en el medio de control y a la existencia de
nutrientes suficientes en el medio residual para mantener a la especie.

La Figura 4.1.15 también muestra el crecimiento celular para la especie Scenedesmus sp.
durante 12 dias de cultivo en el agua residual de industria cervecera y en el medio BBM sin
reposicidn de nutrientes durante este tiempo (los resultados se expresan como el promedio de
triplicados y su desviacidén estandar). El cultivo en agua residual se realizd en primera instancia
con una dilucién 1:10; sin embargo, no hubo un crecimiento celular importante, por lo que se
optd por realizar un nuevo cultivo en dilucién 1:20, el cual inicié en el dia 0 con una

concentracion celular de 1,24-10%+ 1,22-10° cel/mL, presentando una fase exponencial desde el
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dia 1 al dia 7, tiempo en el que incrementa la concentracién hasta 7,92-10° + 8,84-10* cel/mL.
No se aprecia una fase estacionaria pronunciada, pero a partir del dia 8 la concentracidn celular
alcanza su valor méximo (7,95-10° + 3,31-10* cel/mL) y disminuye hasta el dia 12 en el que se
realizd la cosecha del cultivo. La dilucién 1:20 ayudé a reducir la turbidez del agua residual
empleada, la concentracion de los nutrientes y el color, lo que ayuda a mejorar la captacion de

luz por parte de las microalgas.

Numero de celulas -10° (cel/mL)
O L N W b U1 O N 0O O

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Tiempo de cultivo (dias)

——C. v.cervecera --4---C.v.BBM S. sp. cervecera S. sp. BBM

Figura 4.1.15 Crecimiento celular de Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas

en el agua residual de la industria cervecera y su control en medio BBM.

La Figura mencionada también muestra el crecimiento celular de Scenedesmus sp. en el
medio de control BBM en dilucidn 1:20. Con dicho medio se midié una concentracion inicial de
2,95-10%+ 3,31-102 cel/mL; también se registrd una fase de adaptacion hasta el dia 2; la fase de
crecimiento exponencial del dia 2 al dia 6, una fase estacionaria comprendida entre los dias 6-
9, seguida de un ligero incremento de concentracidn entre los dias 10-11 en el que se alcanza la
concentraciéon maxima de 2,23-10%+ 1,22-10° cel/mL y posteriormente se aprecia el inicio de la
fase de muerte celular. Originalmente, el cultivo de control se mantuvo durante 14 dias, pero
en la Figura 4.1.15 se muestran 12 dias para la comparacién con la especie cultivada en el agua
residual. Desde el dia 0 se observa que la especie cultivada en el agua residual presentd un

mayor crecimiento en comparacion con el medio de control BBM.

También se analizd el peso seco de ambas especies en el AR cervecera y el medio de control.
La Figura 4.1.16 muestra que la especie Chlorella vulgaris a lo largo de un tiempo de cultivo de
14 dias, en el agua residual el peso seco inicia en el dia cero con 0,0073 + 0,0008 g/L, entre el

dia 1 al dia 3 se observa una disminucién en el valor del peso seco y desde el dia 4 en adelante
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se observa una fase exponencial alcanzando una concentracién maxima en el dia 14 con un valor
de 0,0191 + 0,0004 g/L. De forma andloga, analizando el crecimiento celular, no se observé
disminucién en este parametro, pero el cultivo se cosechd con fines comparativos ya que el
medio de control presentd disminucidn en el peso seco al cabo de 14 dias. El peso seco del
cultivo en el medio control (BBM) presentd menores valores respecto del agua residual iniciando
con valores de 0,0006 + 0,0001 g/L y finalizando con registros de peso seco de 0,0089 + 0,0011
g/L. En el cultivo en el medio control si se aprecidé un periodo constante en el peso seco entre
los dias 11 y 14 asociado a la etapa de muerte celular del cultivo, por lo que se procedié a su

cosechado.

0,025

0,02

0,015

0,01

Peso seco (g/L)

0,005

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Tiempo de cultivo (d)

——C. v. cervecera --4---C.v. BBM —@—S. sp. cervecera --®---S. sp. BBM

Figura 4.1.16 Peso seco de Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en el

agua residual de la industria cervecera y su control en medio BBM.

Para el peso seco de la especie Scenedesmus sp. durante 12 dias de cultivo se observa que
en el agua residual el pardmetro inicia en el dia cero con 0,0013 + 0,0001 g/L, y hasta el dia 5 se
aprecia una ligera disminucion en este parametro. A partir del dia 5 y hasta el dia 12, el peso
seco incrementa su valor hasta 0,007 + 0,0001 g/L. La microalga cultivada en el medio de control
BBM presentd valores mayores para el peso seco en comparacion con los valores obtenidos en
el agua residual de la industria cervecera, iniciando con valores de 0,0019 + 0,00 g/L al inicio del

cultivo y finalizando con un valor de peso seco de 0,0148 + 0,004 g/L.

Comparando ambas especies se aprecia que el peso seco fue mayor para Chlorella vulgaris

en comparacién con Scenedesmus sp. La Tabla 4.1.12 muestra los resultados de la generacidn
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de biomasa y la productividad de ambas especies al finalizar los cultivos; para la especie C.
vulgaris puede apreciarse que el AR cervecera aportd mayor cantidad de nutrientes para el
crecimiento de la microalga generando 1,33 veces mas biomasa en el agua residual en
comparacién con el medio de control BBM. Para la especie Scenedesmus sp.; el medio de control
generd 1,13 veces mas biomasa que el medio residual y el tiempo de duplicaciéon fue mayor en
el agua residual respecto del medio sintético; lo que indica que la microalga duplica su
concentraciéon mds rapidamente en el medio BBM, corroborando el comportamiento que refleja

la Figura 4.1.16.

Tabla 4.1.12 Generacién de biomasa y productividad de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. en

el cultivo en agua residual de industria cervecera y su control en BBM.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris
AR industria

Parametro de crecimiento de cultivo cervecera (BBM)
Concentracién de biomasa (g/L) 0,6095 0,4585
Productividad volumétrica (g/L-d) 0,0435 0,0328
Productividad especifica (d!) 0,0714 0,0714
Tasa de crecimiento especifica (u) 0,3920 0,2576
Tiempo de duplicacion (tp)(d) 1,7685 2,6904

Especie de microalga: Scenedesmus sp.
Parametro de crecimiento de cultivo AR industria (BBM)
cervecera
Concentracidn de biomasa (g/L) 0,4927 0,5572
Productividad volumétrica (g/L-d) 0,0411 0,0464
Productividad especifica (d?) 0,0833 0,0833
Tasa de crecimiento especifica (p) 0,1063 3,1140
Tiempo de duplicacion (tp)(d) 6,5196 0,2226

El uso de agua residual de diversas etapas del proceso de elaboraciéon de cerveza se ha
extendido en los ultimos afios entre los investigadores que buscan dar soluciones a los
problemas ambientales que éstas generan; las microalgas se han utilizado como agentes de
biorremediacion de estas aguas y varios autores sustentan la viabilidad del uso del agua de
industria cervecera con fines de biorremediacidon, biocaptura de CO,, produccién de biomasa,
biofloculantes, biocombustibles, bioalcoholes, entre otros bioproductos de interés

[56,95,180,184].

Otros autores compararon el crecimiento celular de la misma microalga en cultivos
fotoautétrofos de una etapa en agua residual de la industria cervecera esterilizada y no

esterilizada, encontrando concentraciones de biomasa de 1,49 + 0,03 g/L y 2,01 + 0,02 g/L,
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respectivamente [179]. El valor de la concentracidn de biomasa en el presente trabajo es menor
a los reportados en los trabajos citados aun cuando se trabajé con agua residual de la industria
cervecera esterilizada; sin embargo, las condiciones ambientales pueden influir mucho en los
resultados de un cultivo. También, pese a realizar control diario de pH de forma manual, previo
a dicho control se apreciaban disminuciones de pH en el rango de 4-6, lo que pudo haber
afectado la produccion de biomasa en el cultivo ya que el pH puede influir en la absorcién de

nutrientes y la solubilidad del CO; en el medio y por ende, en la produccion de metabolitos [225].

La concentracién para Chlorella vulgaris del presente trabajo es mas baja en comparacion
con los resultados de otros investigadores para la misma especie cultivada en aguas residuales
también de la industria cervecera que reportan concentraciones de biomasa seca de 0,917 g/L
en condiciones de total oscuridad y aireacidon, mientras que en condiciones de luz, la
concentracion fue de 0,82 g/L empleando efluentes de la industria cervecera como medio de
cultivo; estos resultados indican que la productividad en cultivos aireados con luz y sin luz es de
1,71 % y 3,82 %, respectivamente en comparacidn con cultivos sin aireacion, lo cual manifiesta

que el CO, del aire actia como una fuente continua de carbono para los cultivos [53].

Pocos trabajos reportan la productividad volumétrica o especifica de Chlorella vulgaris
cultivada en el agua residual de la industria cervecera; sin embargo, en la revision bibliografica
se encontrd que para Chlorella vulgaris cultivada en agua residual de la industria cervecera no
tratada en condiciones mixotréficas y fotoheterotréficas se encontraron productividades de
biomasa de 0,226 g/L-d para las dos condiciones [179]. Para la especie Chlorella protothecoides
cultivada en el agua residual de la industria cervecera anaerdbicamente tratada, se reporta una
productividad de 0,29 + 0,11 g/L-d [226]. Todos estos valores son mayores a los encontrados en
el presente trabajo, y esto puede estar relacionado con el tipo de agua de cultivo que se emplee

afectando a los pardmetros de crecimiento microalgal.

En cuanto a la tasa especifica de crecimiento se reporta que para la especie Chlorella sp. se
encontré un valor de 0,97 d, mientras que para Chlorella vulgaris (UTEX-265) la tasa especifica
de crecimiento fue de 0,23 d, ambas especies cultivadas en medio Tris-acetato-fosfato (medio
TAP) [179]. Este ultimo valor es proximo a la tasa de crecimiento especifica de C. vulgaris en el
medio control BBM del presente trabajo. Para la especie Chlorella sp. cultivada en aguas
residuales municipales, se reporta tasa de crecimiento especifica de 0,948 d* [227]. Esto indica
qgue las microalgas crecieron mejor en el medio TAP y en las aguas residuales municipales en

comparacién con el agua residual cervecera o el medio BBM.
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Ninguna de las investigaciones revisadas de otros autores sobre Chlorella vulgaris cultivada
en agua residual de industria cervecera o similares reporta valores de tiempo de duplicacion en
sus cultivos; sin embargo, en otros tipos de aguas residuales si es posible encontrar valores de
este pardmetro; por ejemplo, para Chlorella vulgaris cultivada en efluentes de plantas de
tratamiento de industria lactea se reportan tiempos de duplicacidon de 2,89 dias para cultivos
aireados y 7,73 dias en cultivos sin aireacion, mientras que la especie Chlorella sorokiana en las
mismas condiciones de cultivo obtuvo tiempos de duplicacion de 2,48 y 6,89 dias,
respectivamente [228]. Estos valores indican que C. sorokiana crece mas rapido que C. vulgaris
para las condiciones mencionadas. En el caso de C. vulgaris en la presente investigacion doctoral
se aprecia que la microalga se duplica mas rdpido en el AR cervecera, respecto del AR de la

industria lactea.

La concentracion de biomasa para Scenedesmus sp. cultivada en AR cervecera del presente
trabajo es menor en comparacion con los valores reportados para la misma especie cultivada en
medio sintético BG-11y mezclas de medio sintético BG-11 y agua residual de industria cervecera
a diferentes concentraciones del agua residual (25 % v/v, 50 % v/v y 75 % v/v), y para dos
concentraciones de CO, en el medio (10 % v/vy 20 % v/v). Los resultados muestran que con el
medio BG-11 se obtuvo la concentracion de biomasa mas alta (1,9 g/L), seguida de la
combinacion de mezclas 25 % v/v del agua residual en cultivos con suministro de 20 % de CO,
(0,69 g/L) [95]. Pese a que los valores del resto de tratamientos son menores (0,27-0,56 g/L);
estos valores reflejan las propiedades de este tipo de agua residual y el beneficio de la adicion

de CO; en cultivos aireados de microalgas.

En otro trabajo publicado en literatura, se cultivé la microalga de estudio en un agua residual
de industria cervecera artificial (DQO: 2100 mg/L, NT: 45 mg/L, NH3-N: 23 mg/L, PT: 7 mg/Ly pH:
6,8); los autores indican que la concentracion de biomasa fue de 0,897 g/L tras un cultivo de 10
dias con exposicion de luz en ciclos de 24:0 h y adicién de 15 % de CO, [87]. Otros investigadores
emplearon la misma especie de microalga cultivada en efluentes anaerdbicamente tratados de
la industria cervecera y su control en medio BBM durante 18 dias con fines de produccién de
bioetanol. Se puede observar que tras el tiempo de cultivo, la concentracion de biomasa
alcanzada por la microalga fue de 1,05 + 0,10 g/L y 1,26 + 1,05 g/L para el agua residual y el
medio de control, respectivamente [56]. Este Ultimo trabajo reporta a su vez una productividad
volumétrica de biomasa de 0,06433 g/L-d. Estos valores de biomasa son mayores a la
concentracién obtenida en el presente trabajo y se asocia a las condiciones de nutrientes,
luminosidad, aireacién y suministro de CO,de cada cultivo; con esto pueden verse opciones para

mejorar los cultivos de microalgas si el propdsito es la produccién de biomasa.
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La especie Scenedesmus obliquus se cultivd en efluentes anaerébicamente tratados de
industria cervecera en condiciones de aireacion ambiental y suministro de 10 % v/v de CO,,
probando a su vez diferentes tasas de dilucién (D) y diferentes tiempos de residencia hidraulicos
(TRH). De este estudio se dedujo que el mayor valor de peso seco libre de cenizas fue de 0,95 +
0,07 g/L para un TRH de 8,7 dias y una tasa de dilucién de 0,11 d* [106]. Para dichas condiciones
se reporta una productividad de 0,109 + 0,008 g/L-d; sin embargo, las condiciones que generaron
el mayor valor de la productividad (0,217 + 0,006 g/L-d) fueron un TRH de 3,5 dias y tasa de

dilucién de 0,29 d?, aunque el peso seco no fue tan alto (0,76 + 0,02 g/L).

Aungque los valores de productividad del presente trabajo no sean tan elevados como los de
otros investigadores, el propésito de biorremediacidon se cumplid. Segun el uso final que quiera
darse a la biomasa obtenida, pueden realizarse modificaciones en las condiciones de cultivo
(suministro de CO,, tiempos de retencioén, tasas de dilucion, etc.), ya que mejoran notoriamente
los valores de peso seco de los trabajos citados, en relacién con los resultados del presente

trabajo.

En la busqueda bibliografica no se encontraron reportes de la tasa especifica de crecimiento
y el tiempo de duplicacién para Scenedesmus sp. cultivada en agua de la industria cervecera; sin
embargo, otros autores que trabajaron con la misma especie en otro tipo de agua si presentan
resultados para estos pardmetros. Por ejemplo, al cultivar la microalga en mezclas de agua
residual industrial (después del tratamiento primario de eliminacion de sélidos) y agua destilada
en concentraciones de 25 %, 50 % y 75 % (sin adicidn de nutrientes), en cultivos con 10 y 20 %
v/v de suministro de CO,, se reportan tasas de crecimiento especificas de 0,14; 0,06 y 0,03 d*
para cada concentracidn, respectivamente bajo suministro de CO, al 10 % v/v; mientras que
cuando se suministré CO, al 20 % v/v las tasas de crecimiento especificas fueron 0,15; 016 y 0,12

d? para los tres tratamientos [95]; similares a las del presente estudio.

En el presente trabajo, la tasa de crecimiento especifica de la microalga de estudio en el agua
residual de industria cervecera resulté baja (0,1063 d) en comparacién con el medio de control
en BBM (3,1140 d!). Esta diferencia puede estar relacionada con una limitacidon en el uso del
agua residual de la industria cervecera debido a la presencia de color que dificulta la penetracion
de la luz en estos cultivos, lo que hace que se requiera de largos periodos de cultivos para
alcanzar altas concentraciones de biomasa y lipidos, afectando también a la eliminacion de
nutrientes del medio; esto implica el uso de luz artificial para mejorar esta condicion y el uso de
otros métodos de tratamiento para mejorar caracteristicas de color, olor, eliminacion de sales y

otros nutrientes del agua residual de industria cervecera [50].
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Tampoco se encontraron reportes del tiempo de duplicacidn de la especie Scenedesmus sp.
en agua residual de la industria cervecera, pero si de otras especies del género Scenedesmus en
otros tipos de aguas residuales. La especie Scenedesmus acuminatus fue cultivada en agua
residual municipal sintética que se prepard con extracto de carne (100 mg/L), MgS04.7H,0 (3
mg/L), NaCl (8 mg/L), K;HPO4 (30 mg/L), CaCl.2H,0 (5 mg/L) y peptona (150 mg/L). La microalga
se cultivd a diferentes concentraciones del agua residual encontrando los siguientes tiempos de
duplicacién: 0,136 da 0% v/v; 0,132 da 25 % v/v; 0,129 d a 50 % v/v; 0,143 d a 75 % v/vy 0;155
d a 100 % v/v [229]. Estos valores se encuentran en el rango encontrado en la presente

investigacion.

Asimismo, las concentraciones de CO; en el medio inciden sobre el tiempo de duplicacién de
las especies; por ejemplo, microalgas del género Scenedesmus suelen presentar tiempos de
duplicacién cercanas a 18 h (0,75 d) en concentraciones en el rango de 10-20 % v/v de CO,[230].
Incluso, estudios demuestran que las microalgas del género Scenedesmus pueden tolerar mejor
la presencia de altas concentraciones de CO; en el medio en comparacién con microalgas del
género Chlorella, las cuales pueden experimentar efectos negativos en el crecimiento,

incidiendo negativamente en su potencial biorremediador [231].

Considerando el principio de economia circular que ofrece el uso de biomasa como fuente
de energia, en el caso de la biomasa microalgal se requiere realizar diversos ajustes a las etapas
del proceso que ayuden a reducir costes energéticos asociados a etapas de cultivo, de
separacion de la biomasa, secado, etc. En este sentido, el uso de aguas residuales de la industria
cervecera sin suministro de nutrientes ayuda a cubrir parcialmente los costes de medios

nutritivos que se requieren para potenciar el crecimiento de la biomasa [95,226,232].

Caracterizacion elemental de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en

agua residual de la industria cervecera

Se realizd el analisis de la biomasa seca cultivada en el medio de control BBM y en el medio
residual de agua de la industria cervecera a nivel elemental y su composicidon se muestra en la
Tabla 4.1.13. Puede apreciarse que para ambas especies la composicién elemental de los
elementos analizados es muy proxima a la composicién del medio de control. Con valores
ligeramente mayores para el medio de control por lo que se puede concluir que la composicion
del medio de cultivo no afecta notablemente a la composicién elemental de las microalgas

cultivadas.
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Tabla 4.1.13 Composicion elemental de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

cultivadas en medio de control BBM y agua residual de la industria cervecera

Elemento Chlorella vulgaris Scenedesmus sp.
Medio de cultivo BBM AR cervecera BBM AR cervecera
N 2,96 2,43 3,09 2,23
C 48,23 46,12 47,26 49,59
H 7,26 7,34 7,26 7,57
S 0,00 0,39 0,00 0,00
0] 26,58 29,44 25,11 29,71

El andlisis elemental de las especies de estudio muestra la presenciade C, N, H, Sy O; para
el caso del azufre se observa que Unicamente el cultivo de Chlorella vulgaris en el agua residual
presenté azufre en su composicion. De forma general, la composicidon elemental es similar entre

el medio de control y el agua residual para ambas especies.

En la busqueda de bibliografia no se encontraron trabajos que reporten el analisis elemental
del polvo seco de las microalgas de estudio cultivadas en agua residual de industria cervecera.
Un estudio bibliografia reporta que para la especie Chlorella vulgaris cultivada en aguas
residuales porcinas el analisis elemental presentd 11,6 % de N; 45,9 % de C; 6,4 % deHy 1,4 %
de S, sin reportar valores para oxigeno [158]. Evidentemente se trata de aguas residuales de
caracteristicas fisicoquimicas muy diferentes; sin embargo, la composicion elemental hallada es
proxima para casi todos los elementos, con excepcidon del N, habiendo una diferencia importante
en el contenido de este elemento en los dos tipos de aguas residuales. La razén de esta
diferencia puede tener influencia del contenido de N presente el agua residual de la industria
cervecera del presente estudio, el cual estuvo cerca del 6-11 mg/L de nitrégeno amoniacal,
mientras que en el agua residual porcina empleada por los autores, el medio de cultivo contenia

86,6 mg/L de nitrégeno amoniacal.

Para la biomasa obtenida a partir del cultivo en agua residual de industria cervecera y con
el método de extraccion estandar de lipidos totales con la mezcla cloroformo:metanol (1:2 v/v)
se cuantificaron 17,79 + 1,57 % de lipidos para la biomasa seca de C. vulgaris; mientras que para
la especie S. sp, el contenido de lipidos totales fue de 19,26 + 5,19 %. Estos valores muestran
que, en este tipo de agua residual, la especie Scenedesmus sp. acumula mas lipidos en
comparacion con Chlorella vulgaris, y esto concuerda con los resultados del crecimiento celular

reportados anteriormente.
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c¢) Agua residual de piscicultura

La Figura 4.1.17 presenta el crecimiento celular para las dos especies de estudio de este
trabajo doctoral (los resultados se expresan como el promedio de triplicados y su desviacidn
estandar). Para Chlorella vulgaris durante 12 dias de cultivo en el agua residual de piscicultura
sin reposicidn de nutrientes, se observa que el cultivo inicia con una concentracién celular de
1,31-10° + 6,63-10* cel/mL, apreciando una fase de adaptacién del dia 0 al dia 4, una fase
exponencial desde el dia 4 al dia 9 con una concentraciéon maxima de 3,63-10° + 3,54-10° cel/mL
y una fase de muerte celular que se observé entre los dias 9 al 12, con una disminucidn de la

concentracidn celular hasta 3,17-10°+ 1,55-10° cel/mL.

La figura también muestra el crecimiento celular de la misma especie en el medio de control
BBM, el cual registré la fase de crecimiento exponencial del dia 1 al dia 4, una fase estacionaria
comprendida entre los dias 5-7, encontrando en el dia 9 la mayor concentracidn celular con un
valor de 5,13-106+ 1,44-10° cel/mL, y la fase de muerte celular a partir del dia 9. Durante los 12
dias de cultivo no se realizé reposicion de nutrientes. En cada etapa registrada, las
concentraciones celulares en el medio control fueron mayores respecto del agua residual de
piscicultura. Las variaciones en las fases de crecimiento entre los dos medios de cultivo podrian
estar asociados a la composicion de los medios de cultivos, asi como a pequenas variaciones
registradas en las condiciones climaticas en la ciudad de Quito, donde se encontraban los

fotobiorreactores expuestos a la intemperie.

La Figura 4.1.17 también muestra el crecimiento celular de la especie Scenedesmus sp. en
agua residual de piscicultura y su medio de control BBM durante su cultivo por un tiempo de 13
dias. La concentracién celular en el agua residual el dia 0 fue de 2,32-10% + 3,2:10° cel/mL,
mostrando la fase de adaptacién entre el dia 0-2, y la fase exponencial entre los dias 3-6,
alcanzando su estado estacionario con una concentracidon maxima de 2,23-10%+ 1,77-10° cel/mL
en el dia 11; seguidamente se observa que desde el dia 12 inicia el periodo de muerte celular.
Para el medio de control BBM se aprecia una fase de adaptacion al medio similar a la del cultivo
en el agua residual de piscicultura, desde el dia de la siembra hasta el dia 3, y una fase
exponencial amplia desde el dia 3-7, alcanzando la concentracion mdxima en el dia 11 con un
valor de 3,01-10° + 1,22-10° cel/mL, e iniciando el periodo de muerte celular al dia 12, para
finalizar con una concentracion de 2,82-106+ 3,31-10% cel/mL. Tal y como se muestra en la figura,
el medio BBM mantuvo mejores valores de concentraciones celulares en comparacion con el

medio de cultivo de agua residual de piscicultura.
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Figura 4.1.17 Crecimiento celular de Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas

en el agua residual de piscicultura y su control en medio BBM.

La Figura 4.1.18 muestra ambas especies cultivadas en el AR de piscicultura y en el medio de
control BBM (los resultados se expresan como el promedio de triplicados y su desviacion
estandar). El peso seco de la especie C. vulgaris a lo largo de 12 dias de cultivo, inicia con 0,005
+0,0008 g/L, del dia 1 al dia 4 se observa una fase de adaptacidn y a partir del dia 5, la microalga
crece de forma exponencial hasta el dia 10, alcanzando una concentracién de 0,0321 + 0,0021
g/L. A partir del dia 11, el peso se ve afectado, registrando una disminucién en su valor hasta
0,0298 + 0,0025 g/L al finalizar el cultivo. Para el medio de control BBM se observaron menores
valores para el peso seco en comparacion con los valores obtenidos en el agua residual, iniciando
con valores de 0,0006 + 0,000 g/L al inicio del cultivo y finalizando con registros de peso seco de
0,0091 +9,19-10* g/L. Sin embargo, en ambos cultivos se observa la tendencia de la especie C.

vulgaris a incrementar su cantidad de biomasa entre los dias 6 y 8.

La Figura 4.1.18 también muestra el peso seco de Scenedesmus sp. para el AR de piscicultura
y el medio de control BBM. El peso inicial en el agua residual fue de 0,003+0,0041 g/mL,
mostrando un incremento paulatino y registrando el mayor valor de peso seco el dia 13 con un
valor de 0,0071 + 0,0004 g/mL. Para el caso del medio de cultivo control con medio BBM, se
aprecia un valor de peso seco el dia 0 de 0,0019 + 0,0005 g/mL, menor al registrado por el medio
en agua residual; sin embargo, después del dia 3, el medio control presentd valores de peso seco
mayores respecto del AR de piscicultura. EIl maximo valor registrado para el medio control fue
de 0,0161 * 0,0011 g/mL en el dia 10. Al finalizar el cultivo en el dia 13, se obtuvo una
concentracion de peso seco de 0,0129 + 0,0002 g/mL, mostrando siempre mayores valores de

peso seco en comparacion con el medio de cultivo residual.
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Figura 4.1.18 Peso seco de Chlorella vulgaris (C.v.) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en el

agua residual de piscicultura y su control en medio BBM.

La Tabla 4.1.14 muestra los resultados de la generacién de biomasa y la productividad para
ambas especies al final de los cultivos. En el caso de la especie Chlorella vulgaris obtenida con
agua residual de piscicultura y su control en medio BBM puede apreciarse que el agua residual
de piscicultura fue capaz de aportar los nutrientes requeridos para el crecimiento de la microalga
generando 1,28 veces mas biomasa usando el agua residual, en comparacion con el medio de

control BBM.

Los resultados del crecimiento celular de la especie Chlorella vulgaris muestran que la
concentracién microalgal en el agua residual de piscicultura fue menor a la obtenida en el
control usando el medio BBM; sin embargo, los resultados encontrados en este trabajo son
similares a los reportados por otros autores que trabajaron con la misma microalga cultivada en
agua residual de tilapia del Nilo, obteniendo una concentracién celular de 4,0-108 cel/mL al
fortificar el agua residual con 50 % de medio BBM [233]. En otro trabajo se demostré que al
cultivar C. vulgaris al aire libre y en un medio de cultivo elaborado con agua potable y un
fertilizante organico con concentraciones de macro y micronutrientes similares a los de un agua
residual municipal no tratada, la microalga es capaz de disminuir su fase de adaptacion a un

rango entre 1 a 3 dias, obteniendo una concentracién mayor de biomasa [234].
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Tabla 4.1.14 Generacién de biomasa y productividad de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. en

el cultivo en agua residual de piscicultura y su control en BBM.

Especie de microalga: Chlorella vulgaris

Parametro de crecimiento de AR
cultivo piscicultura BEM
Concentracién de biomasa (g/L) 0,5869 0,4585
Productividad volumétrica (g/L-d) 0,0489 0,0382
Productividad especifica (d?) 0,0833 0,0833
Tasa de crecimiento especifica () 0,1369 0,3139
Tiempo de duplicacion (tp)(d) 5,0627 2,2084
Especie de microalga: Scenedesmus sp.
Parametro de crecimiento de Ar x
cultivo piscicultura” BEM
Concentracién de biomasa (g/L) 0,3891 0,5572
Productividad volumétrica (g/L-d) 0,0299 0,0429
Productividad especifica (d) 0,0769 0,0769
Tasa de crecimiento especifica (u) 0,6042 0,5825
Tiempo de duplicacion (tp)(d) 1,1472 1,1899

*Volumen de 50 L para el cultivo en agua residual de piscicultura y de 40 L para
el control en medio BBM.

Para el cultivo de Chlorella vulgaris en agua residual de piscicultura, el mayor nimero de
células se alcanzo en el dia 9. La literatura muestra que esta especie puede crecer hasta el dia 8
alcanzando una concentracién mayor a 2,0-107 cel/mL estando expuesta a la intemperie en agua
residual de cultivo del pez limén, con una duracién total de 10 dias de cultivo [235]. Por su parte,
otros autores resaltan que al cultivar Chlorella sorokiniana en un volumen de 5 L empleando
aguas residuales municipales puede alcanzarse una concentracién mayor a 8,0-107 cel/mL en la
fase exponencial [236]; sin embargo, esto puede estar relacionado al volumen total de cultivo,
ya que bajos volimenes pueden facilitar el aprovechamiento de nutrientes y la absorcion de luz
por parte de la microalga [191]. Las mezclas de aguas residuales y medios de cultivos sintéticos
también aportan un crecimiento celular préximo al obtenido en el presente trabajo, pudiendo
obtener una concentracién de 4,32-10°8 cel/mL de C. vulgaris empleando una mezcla de agua
residual (50 % m/m)y medio Conway (50 % m/m) como medio de cultivo [237]. La muerte celular
de la microalga en el medio de cultivo de piscicultura fue a los 10 dias, aunque autores sugieren

que en cultivos batch, el medio es capaz de proveer nutrientes hasta los 15 dias [238].

Algunos autores sugieren que el peso seco no es un parametro eficiente para determinar la
composicion de la biomasa, pero que puede ser efectivo para registrar la conversién de

macronutrientes como C, Ny P en biomasa [239]. Con respecto al peso seco de Chlorella vulgaris
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en este trabajo, se obtuvieron valores superiores para el agua residual de piscicultura frente al
medio de control BBM. Esta diferencia podria estar relacionada con ciertos factores como la
turbidez del agua residual o la presencia de sélidos suspendidos, células muertas, sedimentos o
material organico procedente del alimento o heces de los peces [240], a diferencia del medio

BBM que no presenta problemas de turbidez o sélidos suspendidos [144].

Considerando que cada investigador realiza variaciones en sus cultivos que lo hacen diferente
respecto de otros estudios (medio de cultivo usado, nutrientes disponibles, tiempo de cultivo,
fotoperiodos, etc.), no es posible realizar comparaciones directas entre las biomasas vy
productividades alcanzadas; sin embargo, es posible comparar la productividad especifica. En
este sentido, la productividad especifica del cultivo de Chlorella vulgaris en agua residual de
piscicultura se encuentra por encima del rango reportado en la literatura para la misma especie
cultivada de forma fototrofa empleando CO, como fuente de carbono, el cual varia entre de
0,03-0,04 g/L'd [241]. Sin embargo, el valor de productividad especifica de este trabajo es
proéximo a la reportada en la India con un valor de 0,0744 d* usando distintas cepas de Chlorella
para la produccién de biodiésel [242]. La tasa especifica de crecimiento encontrada para la
microalga en este trabajo es baja en comparacién con lo reportado para la misma especie
cultivada en aguas crudas y esterilizadas procedentes de sistemas acuicolas con recirculacidn,
cuyo rango de tasa especifica de crecimiento varia entre 0,174- 0,242 d%, siendo mayor para las

aguas crudas en comparacion con las pretratadas [72].

En cuanto a la tasa especifica de crecimiento para la microalga cultivada en el medio de
control (BBM), el valor encontrado en este trabajo es mucho mas bajo que el reportado por
otros autores; los resultados de unos investigadores muestran que se puede mejorar la tasa
especifica de crecimiento de C. vulgaris en medios sintéticos como el BG-11, empleando luz LED
blanca e iluminacidn durante 24 horas (fotoperiodo 24:0) [243]. El tiempo de duplicacion (tp)
para C. vulgaris en este trabajo es alto en comparacién al reportado en la literatura para la
misma especie cultivada en Medio Conway modificado, cuyos rangos varian entre 1,87-5,77;
encontrando que el tiempo de duplicacidn es mas alto cuando se obtienen tasas especificas de
crecimiento bajas [244]. Ademas, la intensidad de luz y los fotoperiodos empleados en los
cultivos son parametros importantes a tener en cuenta si se dese aumentar la productividad de

biomasa microalgal [243].

La Tabla 4.1.14 muestra los datos de productividad volumétrica y especifica, tasa de
crecimiento y tiempo de duplicacion de Scenedesmus sp. cultivada en agua residual de

piscicultura para un volumen de cultivo de 50 L en el fotobiorreactor y su control en medio BBM
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en un volumen de 40 L. Dada la diferencia entre los volimenes de cultivo, no pueden hacerse
comparaciones directas; sin embargo, los resultados de produccidn de biomasa y productividad
volumétrica demuestran que el medio BBM tiene un mejor rendimiento frente al medio
residual. Asimismo, en ambos medios de cultivos la tasa de crecimiento especifica y el tiempo
de duplicacion son préximos entre si, corroborando que el agua residual fue éptima para el

crecimiento microalgal.

Los resultados de conteo celular y peso seco muestran que Scenedesmus sp. tuvo un mayor
crecimiento en el medio sintético BBM en comparacion con el agua residual de piscicultura y asi
lo confirman otros autores resaltando que el medio BBM presenta una composicién idénea para
el crecimiento de microalgas, razén por la cual es uno de los medios de cultivos mas empleado;
pudiendo alcanzar crecimientos celulares superiores a 5,0-10° cel/mL en solo 7 dias de cultivo
para la especie Scenedesmus sp.[193]. Aunque el agua residual de piscicultura presenté menor
crecimiento celular, también es eficaz para el crecimiento de microalgas de la especie de estudio
y otras especies ya que el agua residual de la industria acuicola y piscicola se caracteriza por
presentar concentraciones altas de demanda quimica de oxigeno (DQO), demanda bioldgica de
oxigeno (DBO), nitrégeno, fosforo y carbono, nutrientes principales para el desarrollo microalgal

[64,193].

Aguas residuales similares al agua de piscicultura se han usado para la produccién de biomasa
de Scenedesmus sp.; por ejemplo, se ha utilizado aguas residuales de pescaderia para cultivos a
cielo abierto en el que se alcanzé una concentracién celular méxima de 8,05 + 0,55-10° cel/mL,
concordando con los trabajos de otros autores y el presente trabajo, enfocados a produccion de
biomasa microalgal en aguas residuales para evitar el uso de grandes volimenes de agua fresca

gue encarece los costes de produccion [198].

Los resultados del peso seco del presente trabajo indican que el medio de cultivo en medio
BBM presenta mejores valores de dicho parametro en comparacién al medio de cultivo en agua
residual de piscicultura, teniendo en cuenta que este pardmetro calcula la cantidad de biomasa
seca producida por unidad de volumen. Autores que han trabajado con la misma especie de
microalga han alcanzado una mayor produccidn de biomasa seca a partir de la modificacion de
medios comerciales ideales para cultivos de microalgas; por ejemplo, se obtuvieron valores de
peso seco de 0,08 g/L en cultivos de 32 dias en medio algal modificado incrementando la
concentracién de C, N y P, para garantizar la presencia de nutrientes durante extensos tiempos

de cultivos [245]. Sin embargo, los valores de peso seco encontrados en el presente trabajo son
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bajos respecto al peso seco reportado por otros autores que han trabajado con aguas residuales

de piscicultura o acuacultura.

En general, la concentracion de biomasa reportada para diferentes cepas de microalgas
cultivadas en agua de piscicultura varia en un rango amplio de 0,1-1 g/L [89], pero la
concentracién de biomasa puede verse afectada por el comportamiento biolégico de la especie
y por las caracteristicas del agua residual que se emplee para su cultivo. En muchos procesos de
piscicultura o acuacultura continental, se realizan con frecuencia intercambios de agua para
reducir concentraciones de nutrientes, mantener niveles de oxigeno en agua y de esta forma
mejorar el crecimiento de peces, crustdceos y moluscos. Este intercambio de agua frecuente
hace que el nivel de P y N sea bajo y deba ser suplementado para el uso de este tipo de agua
residual para cultivos de microalgas [89]. Por ello, algunos autores mencionan que el agua
residual de piscicultura como tal podria no ser viable para la produccion de biomasa microalgal
a menos que el agua proceda de sistemas acuicolas de recirculacién [246], o sea suplementado

con agua residual [247] o con medios de cultivos [248].

En cuanto a la generacion de biomasa, los valores encontrados para el cultivo de
Scenedesmus sp. en agua residual de piscicultura resultaron ser muy préoximos a los reportados
en la bibliografia para la produccién de biomasa de la misma especie en aguas residuales de
pescaderia suplementadas con sales de sodio como fuente de carbono, en el que se encontrd
una biomasa total de 0,41 g/L al emplear concentraciones de 1,6 g/L de bicarbonato de sodio
como suplemento al cultivo [89]. También, resultaron muy préximos a los valores reportados en
el uso de esta especie de microalga para la biorremediacidon de aguas residuales salobres de
pescaderia en el que se reportan valores de 0,344 + 0,024 g/L [71]. La productividad volumétrica
obtenida en el presente estudio también es similar a otros estudios con efluentes de tilapia con
valores de productividad volumétrica de 0,026 g/L'd y 0,054 g/L'd para Scenedesmus sp.
cultivada en 9 L de efluente de tilapia y en medio BBM, sefalando que la mayor productividad
en el medio BBM se debe al alto contenido de N y P en este medio [213], concordando con los
resultados de este trabajo con mejores valores para el medio BBM frente al agua residual de

piscicultura.

La productividad especifica para la especie cultivada en agua residual de piscicultura es
similar al valor reportado en la bibliografia para cultivos de Scenedesmus sp. en medio BBM, en
el que encontraron una productividad especifica de 0,073 d [242]. El pardmetro de la tasa de
crecimiento especifica depende de la fase exponencial de cada cultivo; por lo tanto, es variable

entre un cultivo y otro segiin el comportamiento de la microalga en el medio de cultivo. Por ello,
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la tasa de crecimiento especifica en cultivos de Scenedesmus sp. en aguas de efluentes de
tilapias del Nilo, al cabo de 9 dias fue de 0,010 d* y de 0,008 d* el medio de control BBM [213],

valores menores a los encontrados en el presente estudio.

La tasa de crecimiento especifica para la especie Scenedesmus sp. del presente estudio es
baja en comparacion con reportes de otros autores para otras especies del género Scenedesmus,
tal es el caso de S. quadricauda y S. obliquus, las cuales presentaron tasas de crecimiento
especificas de 2,84 y 2,51, respectivamente; en cultivos con fotoperiodos de 24:0 en luz LED
blanca usando medio BG-11 por 16 dias; éstos valores superiores pueden estar asociados al uso
de volumenes bajos (1-2 L) y al uso de aire enriquecido con 15 % v/v de CO, [243,249]. Algunos
autores sefialan que el uso de periodos cortos de oscuridad y colores de luz especificos pudieran
ser una estrategia para el incremento de biomasa en cultivos de microalgas; sin embargo, en
procesos a gran escala, habrd que considerar los gastos asociados a consumos energéticos por

exposiciones a la luz en periodos extensos [249].

El tiempo de duplicacién de la especie de estudio es bajo también al compararse con otros
estudios que reportan valores entre 3,5-6,9 en cultivos de la misma especie en medio F/2 a
escala de laboratorio en voliumenes de 1 L [250]; sin embargo, valores altos de tiempos de
duplicacidn estan asociados a tasas de crecimiento bajas [244]. Diversos estudios demuestran
que la tasa especifica de crecimiento y el tiempo de duplicaciéon disminuyen con concentraciones
de NaCl superiores a 40 mM; por ello es importante tener en cuenta también el factor de

salinidad en cultivos de microalgas ya que este puede afectar a la produccién de biomasa [251].

Caracterizacion elemental de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en

agua residual de piscicultura y medio control BBM

La biomasa seca cultivada tanto en el medio de control BBM como en el medio de
estudio fue analizada a nivel elemental y su composicién se muestra en la Tabla 4.1.15. Se
aprecia la composicion en peso de N, C, H, S y O; observando que para ambas especies la
composicion elemental de N es mayor en el medio de agua residual, mientras que la
composicion de Cy O son menores en el agua residual; y para H hay diferencias en cada especie.
Los resultados de la tabla correspondiente al analisis elemental de las especies de estudio
revelan la presencia de C, N, H y O. Los analisis proporcionados mediante dicha técnica indican
que no hay S en estas especies y bajo contenido de H y N. Esto concuerda con los resultados de

otros autores cuyos analisis elementales solo revelan la presencia de C, N e H [252,253].
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Tabla 4.1.15 Composicion elemental de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

cultivadas en medio de control BBM y agua residual de piscicultura

Especie Chlorella vulgaris Scenedesmus sp.
AR AR

Elemento BBM piscicultura BBM piscicultura

N 2,96 7,76 3,09 6,72

C 48,23 39,51 47,26 44,46

H 7,26 5,94 1,26 6,60

S 0,00 0,00 0,00 0,00

0] 26,58 23,90 27,69 25,12

Para la especie Chlorella vulgaris puede observarse que el mayor porcentaje corresponde al
C, tal y como lo sugieren otros autores, aunque hay variabilidad en los elementos N e H, y la
presencia de bajos contenidos de S, que puede estar directamente relacionado al contenido de
proteinas de las especies de estudio, lipidos encontrados en la pared celular y al medio de cultivo
en el que se desarrollaron las microalgas [96,254]. Para la especie Scenedesmus sp. los valores
encontrados en el presente trabajo son semejantes a los reportados en la literatura, y al
comparar los resultados del medio de control con el medio de cultivo en agua residual de
piscicultura puede apreciarse el efecto de este tipo de agua en el incremento del contenido de

algunos elementos con N e H [255].

La cantidad de lipidos totales extraidas de la biomasa cultivada en el agua residual de
piscicultura con la mezcla estandar cloroformo:metanol (1:2 v/v) fue de 23,02 + 0,56 % y 18,56
+ 2,22 % para la biomasa seca de C. vulgaris y S. sp. cultivadas en este tipo de agua residual.
Estos valores pueden considerarse la cantidad maxima de lipidos que aporta cada una de las
especies de microalgas cultivadas en este tipo de agua y que definira si puede darse un uso a la

biomasa obtenido después de los cultivos con miras de una valorizacidn energética de la misma.

4.2 Aprovechamiento energético de la biomasa obtenida

Tras el tratamiento de las distintas aguas residuales con las dos especies de microalgas
estudiadas, se obtiene la biomasa microalgal como producto. Si el propdsito es aplicar principios
de economia circular y/o valorizacion energética a todas las corrientes de materiales generadas,
una opcion es la produccion de combustibles sélidos como pellets de biomasa para la
generacion de calor; combustibles gaseosos como el biogas o liquidos como el biodiésel; este
ultimo se produce a partir de los acidos grasos libres mediante la reaccién de esterificacién. Por
otro lado, en el caso de lipidos saponificables que incluyen triglicéridos, fosfolipidos, glucolipidos

y esfingolipidos, la reaccidn que tiene lugar es la de transesterificacion. Asi, para cualquiera de
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las dos reacciones posibles, resulta un éster que puede ser considerado biodiésel como producto

de la reaccion [96].

A continuacidn, se presentan las opciones planteadas para la valorizacién energética en base
a la transformacién del contenido lipidico de las biomasas cultivadas. Se plantean dos rutas de
aprovechamiento: en primer lugar un método indirecto en el que es necesario una primera
etapa de extraccion de lipidos totales o acidos grados libres de las biomasas generadas durante
el cultivo, seguido de una segunda etapa de produccion de FAME, y en segundo lugar un método
directo en el que en una sola etapa se producen las etapas de extraccion de lipidos y la
produccién de FAME aprovechando que el metanol actla tanto de disolvente para la extraccién

de lipidos como de reactivo en la reaccién de produccién de FAME.

4.2.1 Extraccion de lipidos totales de las biomasas obtenida

Considerando que no solo hay lipidos en el interior de las microalgas; en este apartado se
presentan los resultados del porcentaje de lipidos extraidos de la biomasa cultivada, el cual
indicard la cantidad lipidos que podra extraerse respecto de la cantidad total de biomasa. Como
se indicd en la seccion de Metodologia, la extracciéon de lipidos totales se ensayd con seis
disolventes: metanol, etanol, acetato de etilo, metilciclohexano, hexano y la mezcla
cloroformo:metanol (1:2) (procedimiento estandar segun [147]), con el objetivo de evaluar la
capacidad de extraccion de cada uno de ellos. Todos los procedimientos de extraccién se
realizaron empleando biomasa seca y biomasa humeda de las dos especies de microalgas
cultivadas en los tipos de aguas residuales de este estudio para comparar si el contenido de
lipidos extraibles varia de una ruta a otra, lo que permitira evaluar la viabilidad del uso de la
biomasa humeda con fines de ahorro energético al evitar la etapa de secado previa de la

biomasa.

Considerando que los valores de porcentajes de lipidos totales del procedimiento
estandarizado con la mezcla CM (1:2) arrojaran la mayor cantidad de lipidos posible de la
biomasa de microalgas generada; a continuacién, se comparan con los resultados del porcentaje

de lipidos totales extraidos con el resto de los disolventes indicados en la Metodologia.
a) Agua residual de industria porcina

La Figura 4.2.1 muestra el porcentaje de lipidos totales extraidos de la biomasa humeda y
biomasa seca de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. Para C. vulgaris, el
metilciclohexano mostré la mayor extraccion de lipidos con la biomasa humeda (13,40 £ 0,94 %

de lipidos y 3,13-10* + 1,77-10°° g/L-d para la productividad). Este valor es superior a la cantidad
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maxima de lipidos que puede extraerse con el método estandar; esto sugiere que el MCH puede
estar extrayendo otro tipo de sustancias del interior de las células. Sin embargo, de forma
general, la cantidad de lipidos extraidos por la via humeda es menor, y esta condicién esta
asociada a la interferencia que genera el agua afectando la transferencia de materia entre las

fases [96].

30

T

10

il il iﬂml i

HEXANO METANOL ETANOL CM AE MCH
Disolvente extractor

Porcentaje de extraccion de lipidos
(%)

M C. vulgaris Himedo @ C. vulgaris Seco @S. sp. Himedo OS. sp. Seco

Figura 4.2.1 Porcentaje de extraccion de lipidos en biomasa seca y humeda de Chlorella

vulgaris (C. vulgaris) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de industria porcina

Para el caso de la biomasa seca de C. vulgaris, el mejor disolvente fue la mezcla
cloroformo:metanol (1:2) con 21,49 + 1,65 % de lipidos totales y 2,45-10™* + 1,83-107° g/L-d de
productividad; el porcentaje de lipidos totales se corresponde con la cantidad mdaxima de lipidos
extraibles seglin el método estandar considerando también la alta polaridad de esta mezcla. El
hecho de que la mezcla CM (1:2) haya resultado como mejor disolvente coincide con el su alta
polaridad (0,32), lo cual permite la extraccion de compuestos polares presentes en la microalga;
sin embargo, la figura muestra que el segundo mejor disolvente extractor fue MCH con 18,50 +
1,83 % de lipidos extraidos; este disolvente menos polar que la mezcla CM(1:2), extrajo mas del
80 % de los lipidos contenidos en la biomasa obtenida. En tercer lugar, se encontrd el acetato
de etilo con 14,31 + 1,76 % de lipidos totales extraidos, que representan el 66 % del total de los

lipidos que posee la microalga cultivada en el agua residual.

El resto de los disolventes, tanto los mas polares (metanol y etanol), como los menos polares
(hexano y acetato de etilo), extrajeron menos cantidad de lipidos totales de la microalga, lo que
los hace ineficientes para la extraccién de lipidos de esta especie bajo las condiciones de cultivo

del presente estudio. Esta ineficiencia de los disolventes de alta polaridad se asocia al hecho de
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que durante el procedimiento de extraccién de lipidos se realizan lavados con agua, y por la
afinidad entre el agua y los alcoholes, se pierde una parte de los lipidos saponificables; por ello

se refleja un menor porcentaje de extraccidn con los alcoholes [256].

Para la especie Scenedesmus sp., la biomasa seca presentdé mejores resultados en
comparacién con la biomasa humeda, y los mejores disolventes fueron: metilciclohexano (18,91
%y 2,152°10* g/L-d), la mezcla cloroformo:metanol (1:2) (16,25 % y 1,855'10* g/L-d) y acetato
de etilo (14,25 % y 1,624-10* g/L-d). Considerando la mezcla disolvente estandar[CM (1:2)], el
porcentaje de lipidos extraibles maximo seria de 16,25 %; sin embargo, el metilciclohexano estd
extrayendo algo mds, que pudiera tratarse de lipidos insaponificables o compuestos no lipidicos
(polisacaridos, proteinas, etc.) que aportan peso a la muestra afectando los valores de lipidos
totales extraidos [256]. Para la biomasa humeda, los porcentajes de lipidos extraibles resultaron
muy bajos respecto de la biomasa seca, estando asociada a la interferencia que causa la
presencia de agua durante la extraccion, lo cual resulta ineficiente si el propdsito se enfoca en
la extraccién de lipidos con miras a las produccién de biocombustibles a escala piloto o industrial

[257].

Para la especie Chlorella vulgaris, la productividad total de lipidos a partir de biomasa seca
fue de 0,014 g/L-d y la productividad especifica fue de 0,091 d, mientras que para la biomasa
himeda la productividad total de lipidos fue de 0,028 g/L-d y la productividad especifica fue de
0,091 d. Para la especie Scenedesmus sp., la productividad total de lipidos y productividad
especifica para la extraccién a partir de biomasa seca fue de 0,01367 g/L-d y 0,091 d?,
respectivamente; mientras que empleando biomasa humeda la productividad total de lipidos y
productividad especifica fue de 0,0279 g/L-d y 0,091 dX. En funcidn de las productividades, se
confirma que es mas eficiente la obtencién de lipidos a partir de la especie C. vulgaris en el

cultivo en ARFP.

La Tabla 4.2.1 muestra los valores de productividad volumétrica de lipidos para cada uno de
los disolventes extractores en ambas microalgas. Para C. vulgaris, los valores mas altos de
productividad empleando biomasa seca se obtuvieron para la mezcla cloroformo: metanol (1:2)
(2,45°10* g/L-d); seguido metilciclohexano (2,11°10* g/L-d), y en tercer lugar el valor de
productividad del acetato de etilo (1,63'10* g/L-d). Seguidamente se encontraron hexano,

metanol y etanol con valores muy bajos de lipidos y productividad lipidica.

Tabla 4.2.1 Productividad volumétrica de lipidos para biomasa seca y humeda de Chlorella

vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de industria porcina.
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Chlorella vulgaris
Productividad volumétrica de lipidos (g/L-d)

Biomasa Biomasa

Disolvente seca himeda
Cloroformo: metanol (1:2) 2,45-10* 2,45-10*
Hexano 7,25-10” 1,19-10*

Acetato de etilo 1,63-10* 1,78-10*
Metilciclohexano 2,10-10* 3,13-10*
Metanol 4,85-10° 7,57-10°

Etanol 4,11-10° 7,69-10°

Scenedesmus sp.
Productividad volumétrica de lipidos (g/L-d)

Biomasa Biomasa

Disolvente seca himeda
Cloroformo: metanol (1:2) 1,85-10* 1,73-10*
Hexano 6,99-10° 1,01-10*

Acetato de etilo 1,62:10* 1,47-10*
Metilciclohexano 2,15-10* 1,95-10*
Metanol 1,80-10° 2,88-10*

Etanol 2,24-10°5 2,53-10*

La productividad volumétrica para la biomasa humeda de C. vulgaris fue menor, siendo el
metilciclohexano el mejor disolvente extractor (3,13°10* g/L-d); en segundo lugar, se encuentra
la mezcla cloroformo: metanol (1:2) (2,45°10* g/L-d), y el tercer lugar lo ocupa el acetato de etilo
(1,78'10* g/L-d). Finalmente, los porcentajes mas bajos de extracciéon y productividades
corresponden a hexano, etanol y metanol. Los valores de mayores productividades de lipidos
coinciden con los valores de los mejores disolventes extractores, demostrando una vez mas el

efecto de la polaridad de la sustancias quimicas.

Existe poca bibliografia sobre el cultivo de microalgas en agua de industria porcina; por ello,
solo es posible comparar los resultados de la presente tesis doctoral con los de otros autores
que emplearon aguas residuales procedentes de alguna actividad porcina. Con relacién a la
biomasa seca, la mezcla cloroformo:metanol (1:2) se comporta como el mejor agente extractor
de lipidos, similar a los resultados de otros investigadores que obtuvieron 15,2 % de lipidos
extraidos con la mezcla cloroformo:metanol (1:2) a partir de biomasa seca de la misma especie
cultivada en agua residual procedente de una granja de cria de cerdos. El pretratamiento del
agua residual fue similar al empleado en el presente estudio con filtracion y esterilizacién por
autoclave [158]. El porcentaje de lipidos extraidos en base seca se encuentra dentro del rango
de valores aceptables para la obtencion de biocombustibles a escala piloto e industrial (20-40

%) [219,258].
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En el estudio de Abou-Shanab et al., (2013), la microalga Chlorella vulgaris se cultivé durante
20 dias en efluentes de aguas residuales de pocilgas biolégicamente tratada reportando un
contenido de lipidos de 29 + 1,7 % y productividad de 0,21 + 0,02 g/L al emplear
cloroformo:metanol (1:2) como disolvente extractor [43], un valor mayor al del presente estudio
que puede estar asociado a las caracteristicas fisicoquimicas del cultivo a escala de laboratorio.
Sin embargo, en la actualidad el uso de cloroformo como disolvente se hace con fines de control
pero no es recomendado como disolvente en el procesamiento de biomasa de microalgas en
una biorrefineria dada su alta toxicidad e impactos ambientales asociados a la presencia de cloro

[259].

El valor obtenido de productividad total de lipidos a partir de biomasa seca y humeda de
Chlorella vulgaris con los mejores disolventes organicos (metilciclohexano, cloroformo: metanol
(1:2) y acetato de etilo), es mas bajo en comparacion con las investigaciones de Qin et al., (2014)
guienes emplearon aguas residuales de la industria lactea tratadas con cloro y luz UV como
medio de cultivo, cuya productividad estuvo en el rango desde 0,027 g/L-d hasta 0,051 g/L-d,

empleando la mezcla hexano: dietil éter (1:1) como disolvente extractor [260].

Paralelamente al crecimiento microalgal, se lleva a cabo la formacién de biomoléculas como
lipidos, proteinasy carbohidratos; y para el caso de los lipidos extraidos a partir de biomasa seca
de Scenedesmus sp. cultivada en ARFP, se aprecia que los valores encontrados son menores a
los reportados por otros autores que emplearon la misma especie de microalga cultivada en
aguas residuales de naturaleza porcina u otro tipo de agua residual. Jia et al., (2016) cultivaron
la especie Scenedesmus sp. en aguas residuales porcinas procedentes de la digestion anaerobia,
y el contenido de lipidos extraidos varié entre 24,83-31,66 % usando como disolvente una
mezcla de metanol-dimetilsulfoxido, éter dietilico y hexano (1:1:1, v/ v/v) [221]. Esta diferencia
de valores puede deberse al uso de una mezcla de disolventes con diferentes polaridades que

mejoran la extraccién de grasas.

Otras especies del género Scenedesmus han sido cultivadas en aguas porcinas, tal es el caso
de la especie Scenedesmus obliquus que fue cultivada durante 20 dias en efluentes de agua
residual porcina biolégicamente tratadas, reportando valores de contenido lipidico y
productividad de lipidos de 31 + 0,8 % y 0,24 + 0,03 g/L-d respectivamente, con la mezcla
cloroformo:metanol (1:2) [43]. Como se puede apreciar, estos valores son superiores a los
reportados en el presente estudio. Sacristan De Alva et al., (2013) realizaron la extraccién de
lipidos con la misma microalga cultivada en agua residual municipal, reportando un contenido

de lipidos entre 12,7-28,3 % usando la mezcla cloroformo: metanol (2:1) [261]; dichos valores
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son préximos a los obtenidos con la mezcla cloroformo: metanol (1:2) en el actual estudio para

la biomasa seca (16,25 %).

Otros estudios respaldan que las microalgas cultivadas en aguas residuales porcinas
presentan propiedades favorables para la produccién de biocombustibles, no solo por su alta
tasa de crecimiento, sino también su alto contenido de lipidos y carbohidratos. Tomando en
cuenta los principios de economia circular, es posible emplear los residuos de biomasa de
microalgas generados del proceso de extraccion de lipidos, que serdn ricos en carbohidratos y
proteinas principalmente, como materia prima para la produccion de biofertilizantes [37], o para
alimentar procesos de fermentacion anaerobia. Por otra parte, el CO, generado puede
emplearse para estimular tanto el crecimiento de las microalgas, como la acumulacién de lipidos

[218,219].

El contenido de lipidos extraibles de las microalgas varia de una especie a otra y depende de
las caracteristicas del medio de cultivo y de factores externos que pueden afectar la produccion
de lipidos [221]. La falta de nutrientes, en especial de nitrégeno en su fase estacionaria, generan
estrés en las microalgas y esto puede ayudar en la acumulacidn de un 15 % mds de lipidos [261].
El fosforo es otro nutriente importante en el metabolismo energético de las microalgas y su
concentracién en el medio de cultivo también puede afectar el contenido de lipidos ya que es
convertido en ortofosfatos inorgdnicos como acidos nucleicos, fosfolipidos, ATP, lipidos, etc.
[262].Como se aprecid en la seccidén de cultivo, aun habia contenido de NT y PT en el medio
previo a la cosecha por lo que no se presentd una verdadera situacion de estrés que indujera a
una mayor cantidad de lipidos, y consecuentemente un mayor porcentaje de lipidos extraibles

en la biomasa de microalgas cultivadas.

El contenido de lipidos de las microalgas en base seca generalmente varia entre el 20-40 %
[257]. La polaridad del disolvente es un parametro importante a considerar en los procesos de
obtencidn de lipidos de microalgas; generalmente, cuanto mayor es la polaridad del disolvente,
mayor es el rendimiento en la extraccion de lipidos, pero en el caso de los lipidos no polares
como 4cidos grasos libres y lipidos neutros, pueden ser disueltos en disolventes con menor

polaridad como el metilciclohexano [121,263].

La bibliografia muestra el uso de diversos disolventes y mezclas de ellos con diferentes
polaridades para mejorar el rendimiento en la extraccién de lipidos; en este sentido, los
disolventes orgdnicos no polares o de menor polaridad), pueden atravesar a través de la
membrana celular de las microalgas y alcanzar el citoplasma, lugar en donde se encuentran los

lipidos de microalgas [150] [264]. También en la bibliografia algunos autores reportan que los

127



mejores disolventes para la extraccidon de lipidos totales son aquellos constituidos por mezclas
de disolventes polares y no polares, ya que los lipidos son extraidos por complejos de proteina-
lipido en el disolvente polar, y posteriormente los lipidos son disueltos en el disolvente no polar

[265].
b) Agua residual de industria cervecera

En la Figura 4.2.2 se muestra el porcentaje de lipidos totales extraidos de la biomasa hiumeda
y biomasa seca de la especie Chlorella vulgaris cultivada en agua residual de la industria
cervecera. Como se puede observar, para la biomasa hiumeda el rango de lipidos extraidos
estuvo entre 1-6 %, siendo la mezcla cloroformo:metanol (1:2) el disolvente que conduce a una
mayor extraccion de lipidos (5,56 + 1,22 %), como era de esperarse conforme al procedimiento

de extraccion estdndar de lipidos.
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Figura 4.2.2 Porcentaje de extraccion de lipidos en biomasa seca y humeda de Chlorella vulgaris

(C. vulgaris) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de la industria cervecera

Para la biomasa seca el rango de extraccidn fue mayor y estuvo entre 2-18 %, donde el mejor
disolvente fue la mezcla cloroformo:metanol (1:2) con 17,79 + 1,57 % de lipidos. La
productividad total de lipidos a partir de biomasa seca fue de 0,011 g/L-d y la productividad
especifica fue de 0,071 d, mientras que para la biomasa himeda los valores de productividad

total de lipidos fue 0,024 g/L-d y la productividad especifica fue de 0,074 d*.

Considerando que con el disolvente extractor estandar [CM (1:2)] la cantidad maxima de
lipidos extraibles es de 17,79 % a partir de la biomasa seca, puede apreciarse que el metanol y
etanol; alcoholes empleados como disolventes, fueron capaces de extraer la mayor parte de los

lipidos totales de la microalga (17,40 %y 15,77 %, respectivamente), esto estd asociado a la alta
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polaridad de estos alcoholes; sin embargo, por su afinidad con el agua, durante los lavados del
proceso de extraccién, puede perderse una fraccion de lipidos. Los alcoholes también pueden
extraer compuestos no lipidicos que afecten el porcentaje de lipidos extraibles. El resto de los
disolventes recuperd menos de la mitad de la cantidad de lipidos totales disponibles, y esto
puede estar relacionado a que sus bajas polaridades los hace ineficientes para la extraccién de
lipidos polares; aunque pueden extraer lipidos neutros. Este mismo comportamiento se aparecia
para la biomasa himeda, en la que solo seria posible extraer un maximo de 5,56 % segun el
método estdndar, y ambos alcoholes se acercan muy bien al valor mdximo de porcentaje de

lipidos extraibles.

Tabla 4.2.2 Productividad volumétrica de lipidos para biomasa seca y humeda de Chlorella

vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de la industria cervecera

Chlorella vulgaris
Productividad volumétrica de lipidos (g/L-d)

Biomasa Biomasa
Disolvente seca himeda
Cloroformo: metanol (1:2) 7,98-10° 5,23-10°
Hexano 4,82-10° 4,65-10°
Acetato de etilo 1,22:10° 1,40-10°
Metilciclohexano 5,40-10° 4,35-10°
Metanol 7,83-10° 4,43-10°
Etanol 7,05-10° 4,05-10°

Scenedesmus sp.
Productividad volumétrica de lipidos (g/L-d)

Biomasa Biomasa
Disolvente seca himeda
Cloroformo: metanol (1:2) 1,01-10* 5,86:10°
Hexano 4,62-10° 5,40-10°
Acetato de etilo 1,67-10° 8,39-10°
Metilciclohexano 5,28-10° 4,27-10°
Metanol 5,78:10° 5,13-10°
Etanol 5,96-10° 5,22-10°

La Tabla 4.2.2 muestra los valores de la productividad volumétrica para los lipidos extraidos
en biomasa seca y humeda de cada uno de los disolventes extractores. Para C. vulgaris con
biomasa seca los mayores valores de productividad de lipidos se obtuvieron para la mezcla
cloroformo: metanol (1:2); en segundo lugar, el metanol, y en tercer lugar para el etanol; este
comportamiento se complementa con los porcentajes de extraccidon de lipidos mencionados
anteriormente gracias a las polaridades de los disolventes. Los mayores valores de

productividades volumétricas de la biomasa humeda se alcanzaron con la mezcla
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cloroformo:metanol (1:2) (5,23:10° g/L-d); en segundo lugar, se encuentra el hexano (4,65-10
%), seguido de metanol (4,43'10° g/L-d), conforme a la extraccion de lipidos de la biomasa
himeda. De forma general se observa que la cantidad de lipidos extraidos en la biomasa seca es
mayor en comparacion con los valores de la biomasa himeda; lo cual es de esperarse ya que es

el inconveniente que causa la presencia de agua en el medio.

A partir de la biomasa de Scenedesmus sp. también se realizd la extraccion de lipidos totales
(Figura 4.2.2); con productividad volumétrica especifica de 0,0127 g/L-d y 0,0833 d7%,
respectivamente para la biomasa seca. Con la biomasa himeda la productividad total de lipidos
y productividad especifica fue de 0,0276 g/L-d y 0,083 d?!. También se determiné la
productividad volumétrica de cada uno de los disolventes empleados en este estudio (Tabla 4.2.
B). La biomasa seca presentd mejores resultados en el porcentaje de lipidos totales extraibles
en comparacién con la biomasa humeda, y los mejores disolventes fueron: la mezcla
cloroformo:metanol (1:2) (19,26 %y 1,01'10* g/L-d), etanol (11,33 %y 5,96°10° g/L-d) y metanol
(10,86 % y 5,78-10° g/L-d); los disolventes de mayor polaridad. Nuevamente los alcoholes son
capaces de extraer la mayor parte del porcentaje de lipidos totales presentes en la biomasa.
Para la biomasa humeda, los tres mejores disolventes fueron la mezcla cloroformo:metanol

(1:2), etanol y metanol pero el porcentaje de lipidos resulté menor al 6 % [257].

En la busqueda bibliografica se encontré el trabajo de Farooq et al., (2013) en el que se
empled la microalga Chlorella vulgaris UTEX-265 para su cultivo por 9 dias en efluentes de aguas
residuales de industria cervecera con un DQO entre 2000-3000 mg/L; el agua fue filtrada y
autoclavada previo al cultivo. La obtencidn de lipidos se realizé a partir de biomasa liofilizada
usando la mezcla cloroformo:metanol (2:1) segin el método de Folch y encontrando un
contenido de lipidos de 18 % y productividad de lipidos de 0,02682 g/L-d. En este mismo estudio
y con las mimas caracteristica se cultivo la especie Chlorella sp., encontrando contenido de
lipidos de 10 % y productividad de lipidos de 0,0088 g/L-d [179]. Estos resultados son préximos
al del presente estudio, y las pequefas variaciones porcentuales pueden estar asociadas a las
caracteristicas del cultivo a escala de laboratorio y la diferente relacién de la mezcla de

disolvente usada.

Otras especies del género Chlorella también se han estudiado en aguas residuales de la
industria cervecera con fines diversos que incluyen el estudio de sus lipidos. La especie Chlorella
sorokiniana UTEX1602 se cultivé durante 10 dias en un agua residual artificial que simulaba las
caracteristicas fisicoquimicas de un efluente cervecero (DQO: 2100 mg/L, NT: 45 mg/L, NH3-N:

23 mg/Ly PT: 7 mg/L.d). Su contenido de lipidos se obtuvo a partir de biomasa liofilizada y la
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mezcla cloroformo:metanol (2:1, v/v) encontrando porcentaje y productividad de lipidos de
21,12 %y 0,0206 g/L-d, respectivamente [87]. De manera analoga, en otro estudio se cultivaron
las especies Chlorella sp. L166 y Chlorella sp. UTEX1602 durante 10 dias en un agua residual
artificial que simulaba los parametros fisicoquimicos de un agua residual de cerveceria ( DQO:
2100 mg/L, NT: 45 mg/L, NHs-N: 23 mg/L, PT: 7 mg/L.d y pH: 6,8). Los pellets de biomasa se
liofilizaron y la extraccidn de lipidos se realizd6 empelando la mezcla cloroformo:metanol (2:1)
v/v ; para este estudio se reportan porcentaje y productividad de lipidos de 26 % y 0,040 g/L-d
para Chlorella sp. L166 y 32,5 % y 0,048 g/L-d, para Chlorella sp. UTEX1602, respectivamente
[184]. Todos estos valores son cercanos a los encontrados en el presente trabajo doctoral para
C. vulgaris; nuevamente estas diferencias en porcentajes y productividades en comparacién con
los valores obtenidos en el presente trabajo pueden estar asociados a la mezcla empleada para

la obtencién de lipidos y condiciones intrinsecas del cultivo.

Otros investigadores han empleado la microalga Scenedesmus sp. para su estudio en cultivos
con aguas de la industria cervecera, y aunque principalmente estos estudios se hacen con fines
de biorremediacién, algunos realizaron la extraccion de lipidos y determinacién de su
productividad; por ejemplo, en un estudio publicado en el que se cultivd esta microalga en un
agua residual procedente de una industria cervecera (DQO: 2730 mg/L, NT: 28,03 mg/L, NH3-N:
0,439 mg/L, PO,*: 33,92 mg/L.d y pH: 7,35) durante 20 dias, se realizé la extraccién de lipidos a
partir de pellets de biomasa liofilizados empleando la mezcla cloroformo:metanol:agua (2:2:1,
v/v/v) encontrando porcentaje de lipidos del 28 % [58]. En otro estudio publicado para esta
especie cultivada en agua residual artificial de industria cervecera (DQO: 2100 mg/L, NT: 45
mg/L, NH3-N: 23 mg/L y PT: 7 mg/L.d) , se extrajo su contenido de lipidos a partir de biomasa
liofilizada y la mezcla cloroformo:metanol (2:1) v/v encontrando porcentaje y productividad de
lipidos de 21,53 % y 0,01941 g/L-d, respectivamente [87]. Estos valores son cercanos a los

encontrados para el AR de industria cervecera en la presente investigacion.

Nutrientes como N (en deficiencia) y P son importantes para mejorar la acumulacién de
lipidos [261] [262]. Los resultados de otros autores sugieren que incrementos en las
concentraciones de CO; en el medio estimula la actividad fotosintética de las microalgas y esto
a su vez mejora el porcentaje de lipidos y carbohidratos en la biomasa microalgal. Exposiciones
de aireacién hasta 6 h/d en los cultivos incrementd el porcentaje y productividad de lipidos,
mientras que aireaciones mas prologadas (> a 9 h/d) disminuyeron el valor de estos pardametros

por acidificacion del medio [87].
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Otros estudios respaldan que las microalgas cultivadas en efluentes cerveceros presentan
propiedades favorables no solo para la biorremediacién y biofijacién de CO,, sino para la
produccién de bioenergia, comida animal y fertilizantes, por su alta tasa de crecimiento, su alto

contenido de lipidos y carbohidratos [106].

Después de eliminar mas del 50 % de NT y PT del medio, las microalgas ademas generaron
cerca de un 20 % de lipidos extraibles. Evidentemente, se requieren mejoras en los cultivos para
aumentar el porcentaje de lipidos aprovechables con fines de valorizacidn energética, pero
puede evidenciarse que el tratamientos de aguas residuales basados en microalgas y el uso
posterior de la biomasa para la obtencidn de energia u otro bioproductos se consideran como

una plataforma viable para la economia circular en las biorrefinerias de microalgas [60].

c) Agua residual de piscicultura

La Figura 4.2.3 muestra los porcentajes de lipidos totales extraibles para biomasa seca y
hiumeda de ambas especies de microalgas cultivadas en agua residual de piscicultura con seis
disolventes extractores. La productividad total de lipidos extraidos a partir de biomasa seca fue

de 0,0126 g/L-d, mientras que la productividad especifica fue de 0,0214 d™.
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Figura 4.2.3 Porcentaje de extraccion de lipidos en biomasa seca y himeda de Chlorella vulgaris

( C. vulgaris) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de piscicultura.

La Figura 4.2.3 y la Tabla 4.2.3 de forma general muestran que la cantidad de lipidos extraidos
en biomasa seca es mayor en comparacién con los valores de la biomasa humeda, al igual que
la productividad. Considerando el disolvente del método estandar [CM (1:2)], se aprecia que el

porcentaje de lipidos extraibles de la biomasa seca de la microalga C. vulgaris es préximo al 23
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%; sin embargo, hexano (12,39 + 2,96 %) y acetato de etilo (11,89 + 1,11 %), son otras opciones
de disolventes capaces de extraer aproximadamente la mitad del porcentaje de lipidos totales

disponibles.

Tabla 4.2.3 Productividad volumétrica de lipidos para biomasa seca y himeda de Chlorella

vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de piscicultura

Chlorella vulgaris
Productividad volumétrica de lipidos (g/L-d)

Disolvente Biomasa seca Biomasa hiimeda
Cloroformo: metanol (1:2) 2,40-10% 1,02-10%
Hexano 1,31-10% 1,08-10%
Acetato de etilo 1,24-10% 1,12-10%
Metilciclohexano 1,12-10% 9,87-10%
Metanol 7,86:10% 7,44-10%
Etanol 9,50-10% 8,02:10%

Scenedesmus sp.
Productividad volumétrica de lipidos (g/L/d)

Disolvente Biomasa seca Biomasa humeda
Cloroformo: metanol (1:2) 2,86 10°% 5,29 10%
Hexano 2,08 10 7,35 10%
Acetato de etilo 1,75 10% 9,54 10°°
Metilciclohexano 1,37 10% 1,5510%
Metanol 4,66 10 8,36 10
Etanol 3,22 10% 1,42 10

Para la misma especie C. vulgaris, el porcentaje de lipidos extraido para la biomasa hiumeda
fue menor al 3 %, siendo el acetato de etilo el mejor disolvente extractor (2,13 %), en segundo
lugar, se encuentra el hexano (2,01 %) y el tercer lugar lo ocupa la mezcla cloroformo: metanol
(1:2) (1,87 %); demostrando cémo disminuye la capacidad de extraccién de un disolvente por la

presencia de agua en la muestra.

En cuanto a los valores de la productividad volumétrica para los lipidos extraidos en biomasa
seca y humeda, se aprecian mejores resultados para la biomasa seca en comparacién con la
biomasa humeda, y en orden decreciente, los dos mejores valores de productividad para la
biomasa seca corresponden a los disolventes CM (1:2) y hexano; mientras que para la biomasa
himeda los valores mas altos de productividad se obtuvieron con acetato de etilo y hexano,

concordando con los resultados de los porcentajes de lipidos extraidos.

En particular en este tipo de agua residual se obtuvieron mejores porcentajes de lipidos y
productividades con los disolventes con menores valores de polaridad; que tienen especial

afinidad para la extraccidn de lipidos neutros y compuestos moderadamente hidréfobos como
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los 4cidos grasos [256]. Sin embargo, desde el punto de vista ambiental, el disolvente acetato
de etilo es mas respetuoso con el medioambiente en comparacion con los disolventes clorados
y el propio hexano que cada vez son menos recomendados si se desea trabajar con conceptos

de industrias “verdes”.

De manera analoga a la especie anterior, se realizd la obtencién de lipidos totales para la
especie Scenedesmus sp. Para esta microalga, la productividad total de lipidos y la productividad
especifica fue de 0,0093 g/L-d y 0,076 d?, respectivamente. La Figura 4.2.3 muestra que el
porcentaje de lipidos maximo extraido de la biomasa seca de la especie Scenedesmus sp., a partir
del disolvente CM(1:2) es préxima al 19 %; sin embargo, los alcoholes empleados como
disolventes, metanol y etanol extrajeron 30,26 % y 20,82 % de los lipidos totales disponibles,
respectivamente; superando la capacidad de extraccion de lipidos disponibles en la biomasa del
disolvente extractor del método estandar. Como se explicd anteriormente, éstos alcoholes son
sustancias polares y tienen la capacidad de extraer lipidos polares de naturaleza neutra, aciday
basica; sin embargo, también pueden extraer impurezas no lipidicas que afecten el peso del
porcentaje de lipidos [256]; esto explica sus valores superiores respecto del disolvente estandar

[CM (1:2)].

La obtencion de lipidos empleando biomasa humeda registré porcentajes menores al 5 %,
demostrando nuevamente que en la via de extraccion humeda, el agua forma una barrera
protectora para los lipidos intracelulares, la misma que dificulta la ruptura de la pared celular de

la microalga [266], y consecuentemente la extraccion de los lipidos.

La Tabla 4.2.3 muestra los valores de la productividad volumétrica para los lipidos extraidos
en biomasa seca y humeda de Scenedesmus sp. Como se puede observar, se aprecian mejores
resultados para la biomasa seca en comparacidon con la biomasa himeda, y en orden
decreciente, los dos mejores valores de productividad para ambas vias de extraccién (seca y
himeda), corresponden a los disolventes mas polares, metanol y etanol; siendo los resultados

de productividad concordantes con los porcentajes de lipidos extraidos.

Los resultados relacionados con la especie C. vulgaris permiten seleccionar la mezcla CM (1:2)
como el mejor agente extractor de lipidos con biomasa seca; este resultado es cercano al
reportado por otros investigadores con la mezcla CM (2:1), obteniendo 22,6 % de lipidos totales
extraidos usando ultrasonido y diversas temperaturas y tiempos de reaccidon [146] [242].
También, el resultado es proximo al rango de porcentajes de lipidos extraidos de biomasa seca

de microalgas cultivadas en medio sintético BBM, el cual varia entre 20-30 % [267,268]. Sin
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embargo, como se mencioné anteriormente, el uso de disolventes clorados no es recomendados

desde el punto de vista medioambiental en biorrefinerias con enfoques sostenibles [269].

En cuanto a la productividad total de lipidos, los valores obtenidos para la biomasa seca de
C. vulgaris cultivada en agua residual de piscicultura es menor respecto de los valores reportados
en la bibliografia para la microalga en cuestion cultivada en agua residual municipal (0,0143 +
0,0038 g/L-d) y en medio sintético BBM (0,0124 g/L-d)[195]. Los autores sugieren que la
productividad esta asociada a la capacidad que tiene la microalga de aprovechar altas
concentraciones de nutrientes como N y P de aguas residuales, lo que a su vez se relaciona con

el incremento de la biomasa microalgal y la subsecuente produccidn lipidica [195].

En esta investigacidon para la especie Scenedesmus sp., los disolventes cloroformo:metanol
(1:2), metanol y etanol fueron los que obtuvieron porcentajes mayores al 20 % lipidos totales
extraibles. El resultado de la productividad total de lipidos de la presente investigacion resulta
menor a los valores reportados en la literatura para Scenedesmus sp. cultivada en medio BBM
(0,025 g/L-d) con modificaciones al método de extraccion de lipidos de Bligh y Dyer (1959) y el

uso de la mezcla cloroformo:metanol (2:1) [242].

Por ejemplo, Ryckebosch et al; (2012) empelaron varios disolventes para la extraccion de
lipidos de C. vulgaris, y se comprobd que la mezcla cloroformo:metanol (1:1) tuvo un porcentaje
de extraccidn del 24 % de lipidos en esta especie [270]; esta misma mezcla de disolventes fue
empleada por Lee et al; (2010) para la extraccién lipidica de Scenedesmus sp. obteniendo una
productividad total de lipidos de 0,0095 g/L-d [271], muy préxima a la obtenida en el cultivo de

Scenedesmus sp. en agua residual de piscicultura del presente estudio.

De los alcoholes empleados como disolventes para la extracciéon de lipidos totales del
presente trabajo doctoral (metanol y etanol), se caracterizas por tener alta polaridad y se
emplean tradicionalmente para la produccion de biodiésel debido a sus propiedades
fisicoquimicos, bajo coste, condiciones de reaccidn suaves y facil separacion de fases [270,272].
Estos alcoholes resultaron ser buenos disolventes para la extraccidn de lipidos para la especie
Scenedesmus sp. cultivada en agua residual de la industria cervecera y de piscicultura realizados

en la presente investigacion.

Du et al; (2015) indica que al usar mezclas de disolventes polares y no polares, los alcoholes
polares interrumpen los enlaces de hidrégeno haciendo a la membrana mds porosa,
posteriormente un disolvente no polar como el cloroformo podrd difundir a través de la
membrana de la célula e interactuar con los lipidos hidréfobos [273]. Sin embargo, aunque son

muchos los estudios que realizan la obtencidn de lipidos empleando cloroformo o mezclas
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clasicas de cloroformo:metanol en diferentes proporciones, esta sustancia halogenada es
altamente tdxica; por lo que las extracciones de lipidos se han orientado al uso de disolventes
eficientes y mas respetuosos con el medioambiente para tener un enfoque sostenible en la

biorrefineria [269].

Algunos autores mencionan al acetato de etilo como una buena opcidn desde el punto de
vista ambiental [96]. Trabajos mas recientes resaltan los beneficios del uso de disolventes
eutécticos profundos (DEP — o deep eutectic solvents (DES) por sus siglas en inglés); se trata de
una nueva familia de liquidos idnicos y entre sus propiedades mas destacadas se encuentran su
baja toxicidad, biodegradabilidad, bajo coste, facil sintesis, recuperacion y reutilizacion, lo cual
los hacen ideales para el procesamiento de biomasa microalgal y la obtencién de lipidos, acidos
grasos, proteinas, etc. [269]. Entre algunos de los DEP reportados en la literatura se encuentran:
cloruro de colina con urea (1:2) (relina); cloruro de clina con etilenglicol (1:2) (etalina); cloruro
de colina con glicerol (1:2) (glicelina) y cloruro de colina con acido fenilacético (1:2) [259]. Incluso
en Francia se han desarrollado DEP naturales que se han usado en la obtencién de lipidos y

pigmentos de Arthrospira platensis (Spirulina) [274].

4.2.2 Obtencién de acido grasos libres (AGL)
a) Agua residual de industria porcina

Teniendo en cuenta los bajos porcentajes de lipidos totales extraibles con el uso de biomasa
himeda, los procedimientos de obtencidon de AGL se realizaron Unicamente a partir de biomasa
seca de las dos especies de microalgas analizadas. La Figura 4.2.4 muestra el porcentaje de AGL
obtenido de la biomasa total de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en el ARFP; esto
se realizd con los seis disolventes expuestos en la metodologia e hidréxido de potasio (KOH)

como catalizador.

Los mejores porcentajes de extraccién de AGL se alcanzaron con metilciclohexano (MCH) con
valores de 34,92 + 0,021 % de AGL para C. vulgaris y 28,02 + 0,022 % para S. sp. El segundo mejor
disolvente extractor fue acetato de etilo (AE) con valores 32,70 + 0,0019 % para C. vulgaris y
24,77 + 0,022 % para S. sp. Puede apreciarse en la figura anterior que C. vulgaris presentd
mayores valores de AGL que S. sp. para practicamente todos los disolventes y que hexano,
metanol y etanol fueron los disolventes con los mas bajos porcentajes de extraccidén de AGL (<

15 %).

Son pocos los estudios de obtencidon de AGL para microalgas cultivadas en aguas residuales

relacionadas a actividades porcinas; por ello, se realiza la comparacidn con otras investigaciones
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que determinaron el contenido de AGL de la especie Chlorella vulgaris cultivada en medios de

cultivo diferentes.
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Figura 4.2.4 Porcentaje de extraccién de Acidos Grasos Libres (AGL) en biomasa seca de Chlorella
vulgaris (C. vulgaris) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de la industria

porcina.

Kim et al., (2007) cultivaron la microalga Scenedesmus sp. en aguas residuales de orina de
cerdo empleando metanol como disolvente, y la extraccion de AGL fue de 0,9 % a partir de la
biomasa completa; un valor muy bajo en comparacion al resultado para el mismo disolvente en
la presente investigacion [220]. La bibliografia indica que la eleccién del disolvente extractor es
un factor importante a tener en cuenta para las extracciones de AGL puesto que las polaridades
de los disolventes afectan a la capacidad de solubilizar grasas, pigmentos y azlcares,

interfiriendo asi en la produccion de biocombustibles como el biodiésel [275].

Park et al., (2014) reporta porcentajes de AGL de 26,5 %; 34,2 % y 38,5 % para la biomasa
completa de esta microalga cultivada en un medio nutritivo y llevando a cabo la reaccién de
extraccién de AGL con agua caliente a 120 °C, y usando H,SOs como catalizador en
concentraciones de 0,5 %, 1 % y 2 % en peso y dodecilbencenosulfonato de sodio (SDS por sus
siglas en inglés) como un surfactante anidnico para mejorar la eficiencia de la extraccién de los
acidos grasos. Se empleé una mezcla de hexano:metanol como disolvente [130]; aunque el
método de extraccién de AGL de los autores es diferente al empleado en el presente trabajo
doctoral, sus valores se encuentran en el rango de los porcentajes de AGL de la presente

investigacion con los tres mejores disolventes.
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Tal y como se mencioné en el apartado anterior de extraccién de lipidos totales, disolventes
como el metilciclohexano, hexano y acetato de etilo tienen baja polaridad y pueden disolver
compuestos no hidrosolubles como los lipidos y acidos grasos; mientras que el metanoly etanol
son disolventes mas polares que, ademas de disolver lipidos polares neutros, tienen la
desventaja de disolver compuestos estructurales no lipidicos que no son necesarios en la
produccién de biodiésel [276]. Un disolvente mixto como la mezcla de cloroformo y metanol,
puede disolver compuestos polares y no polares dependiendo de su proporciéon, y algunos
autores optan por este tipo de mezclas ya que arroja buenos resultados para la extraccion de

aceites de microalgas [275], a pesar de su efecto negativo sobre el medioambiente.

Comparando los resultados obtenidos en el presente trabajo con los hallados por Dong et al.;
(2013) se puede observar que el contenido de AGL en los lipidos de microalgas de la presente
investigacion para todos los disolventes probados son algo menores que los publicados en la
literatura (superiores al 40 % en el estudio bibliografico [277])Sin embargo, cabe destacar que
este porcentaje puede mejorarse con variaciones en algunas condiciones del cultivo; por
ejemplo, condiciones de estrés por limitacion de P en el medio de cultivo o estrés por salinidad,
ya que ayudan a incrementar el contenido de acidos grasos saturados, lo que es ideal si el

propésito final es la obtencion de biocombustibles [251].

b) Agua residual de industria cervecera

De forma similar al caso del agua residual anterior, los procedimientos de obtencién de AGL
se realizaron Unicamente a partir de biomasa seca. La Figura 4.2.5 muestra los resultados de AGL
para Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de la industria cervecera
con el uso de los seis disolventes extractores expuestos en la metodologia e hidréxido de potasio
(KOH) como catalizador. En este tipo de agua residual destaca el metanol como el mejor
disolvente con 38,69 + 0,60 % de AGL para C. vulgaris y 42,83 + 5,03 % para S. sp. También se
obtuvieron buenos resultados de extraccion de AGL usando etanol con valores de 37,94 + 4,06
% para C. vulgaris y 40,80 * 8,42 % para S. sp. De forma general se aprecia que la especie
Scenedesmus sp. crecida en el AR de la industria cervecera presenta el mayor contenido de AGL

de los evaluados hasta el momento.
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Figura 4.2.5 Porcentaje de extraccién de Acidos Grasos Libres (AGL) extraidos de biomasa seca
de Chlorella vulgaris (C. vulgaris) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de la

industria cervecera.

Pocos estudios reportan resultados de extraccion de AGL para la especie Scenedesmus sp. en
aguas residuales similares; en una publicacion se empled esta microalga para el cultivo en agua
residual anaerébicamente tratada de una industria cervecera con diferentes tasas de dilucion
en el rango de 0,08-0,58 d™, para las cuales se encontraron que el menor y mayor % de AGL fue
de 59 +0,4%vy92*0,4% para las tasas de diluciéon de 0,08 y 0,11 d?, respectivamente; y
extraidos con metanol:cloruro de acetilo (95:5 v/v) [232]. Estos valores son menores en
comparaciéon al resultado para los alcoholes empleados como disolventes en la presente

investigacion, resaltando el potencial del agua residual empleada.

En funcion de los resultados del presente trabajo, el metanol y etanol fueron los dos mejores
disolventes extractores para este tipo de agua residual; se trata de disolventes de alta polaridad
que extraen lipidos polares, pero que tienen como desventaja el hecho de disolver
simultdaneamente compuestos no lipidicos que no son necesarios en la produccién de biodiésel

[276].

c¢) Agua residual de piscicultura

Con las mismas consideraciones que en los cultivos anteriores, se hizo uso de la biomasa seca
de las especies C. vulgaris y S. sp. cultivadas en AR de piscicultura para la obtencion del
porcentaje de extraccion de AGL. La Figura 4.2.6 muestra los resultados de los porcentajes de

AGL extraidos a partir de los disolventes extractores empleados. Para ambas especies los
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mejores porcentajes se obtuvieron para acetato de etilo (AE) con 46,56 + 3,31 % de AGL para C.
vulgaris y 40,39 + 0,58 % para S. sp.; el segundo mejor resultado se obtuvo usando la mezcla
cloroformo:metanol (1:2) con 43,56 + 8,99 % para C. vulgaris y 42,13 + 3,61 % para S. sp. Los
valores porcentuales de AGL mas bajos se obtuvieron para metanol y etanol con C. vulgaris (<
20 %); mientras que para la especie S. sp., la extraccién de AGL es superior al 30 % para casi

todos los disolventes, siendo el hexano la excepcion
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Figura 4.2.6 Porcentaje de extraccion de Acidos Grasos Libres (AGL) en biomasa seca de Chlorella

vulgaris (C. vulgaris) y Scenedesmus sp. (S. sp.) cultivadas en agua residual de piscicultura.

El acetato de etilo ha sido ampliamente usado por otros investigadores que reportan el uso
de este disolvente como reactivo y co-disolvente efectivo en reacciones de extraccion de acidos
grasos ,incluso con biomasa humeda. Aunque se trata de un disolvente de baja polaridad, su uso
y eficiencia en la extraccién de compuestos moderadamente hidréfobos como acidos grasos,
alcaloides y esteroides se ha reportado [256]. Su eficacia podria estar asociada a una mayor
miscibilidad con los lipidos mejorando la transferencia de masa y la obtencién de los acidos
grasos [121]. Las mezclas de disolventes con cloroformo: metanol en diversas proporciones
manifiestan altos porcentajes de extraccion de lipidos y acidos grasos; sin embargo, debido a la
toxicidad de los compuestos clorados, el acetato de etilo se presenta como una opcién mas

respetuosa con el medioambiente [121].

Otros autores reportan porcentajes bajos de AGL entre 2-12 % empleando la misma especie
de estudio y la mezcla cloroformo:metanol (1:1) con modificaciones en parametros como
tiempo de almacenamiento, limitacidon de nutrientes y métodos de cosecha para la conservacion

de biomasa humeda de C. vulgaris [120].
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En la presente investigacion para la especie S. sp. la mezcla CM (1:2) resultd ser el mejor
disolvente extractor de AGL; sin embargo, estudios con la misma especie reportan extracciones
con hexano en rangos muy amplios; por ejemplo, de 22,81 % de AGL para la especie cultivada
en medio BG-11 por 26 dias y de 67,11 % al agregar 10 % de glicerol técnico al medio BG-11 en
cultivos en condiciones mixotrépicas [278]. Para el uso de la mezcla CM (1:2) en la literatura se
reportan 59,89 % de AGL ocupando las mismas proporciones de esta mezcla de disolventes
[279]. Esta diferencia puede estar asociada al uso del medio sintético BG-11, el cual es éptimo
para el crecimiento microalgal [279]. El rendimiento de AGL con el uso de acetato de etilo como
disolvente, es ligeramente menor al reportado en la literatura con valores de 44,3 % empleando

la misma especie de microalga cultivada en medio sintético BBM modificado [242].

Los resultados de la presente investigacidn tienen cerca de 50 % de AGL al ser cultivada en
agua residual de piscicultura, y estos resultados son muy buenos y puede estar asociado
directamente a las caracteristicas del medio de cultivo, las condiciones atmosféricas durante el
tiempo de cultivo [29], y concentraciones de N y P disponible en el medio que afectan el
contenido lipidico en las microalgas [280]. Algunas estrategias para mejorar el rendimiento de
la extraccion de AGL incluyen el uso de enzimas para la disrupcidn celular seguida del uso de
disolventes no polares que son mas eficientes para disolver compuestos no solubles en agua

como los AGL [281,282].

4.2.3 Produccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME)

Considerando que no todos los lipidos son aptos para su transformacion a biodiésel, el foco
de muchos investigadores se centra la extraccidn de lipidos neutros, principalmente acidos
grasos libres, triacilglicéridos y esteroles; éstos pueden ser esterificados/transesterificados en
ésteres metilicos de acidos grasos, que constituyen el principal componente del biodiesel [129].
La literatura reporta que los componentes principales del biodiésel son ésteres metilicos de
acidos grasos de 16-18 carbonos, con unos determinados valores de densidad, viscosidad vy el

poder calorifico que conducen a unas adecuadas propiedades del biocombustible [219].

En este apartado se presentan los resultados de la produccion de ésteres metilicos de acidos
grasos (FAME) a partir de dos métodos de obtencion: 1) método indirecto a partir de lipidos y
AGL previamente extraidos y 2) método directo a partir de la biomasa completa de las dos
especies de microalgas de estudio en los tres tipos de aguas residuales analizadas en el presente
estudio doctoral. Para cada caso se emplearon dos tipos de catalizadores acidos: uno

homogéneo, acido sulfurico (H.SO4) y uno heterogéneo, una resina comercial CT-269DR. La
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comprobacidn de la conversién a FAME se analizé mediante la técnica de resonancia magnética

nuclear de protén (RMN-H).

4.2.3.1 Método indirecto
a) Agua residual de industria porcina

La Figura 4.2.7 muestra el porcentaje de produccién de FAME obtenidos a partir del método
indirecto con los lipidos extraidos de biomasa seca y humeda de microalgas de las especies
Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en el ARFP. Se ensayaron los lipidos extraidos
con los distintos disolventes para determinar si tenian la misma capacidad de trans/esterificar;

o, por el contrario, eran lipidos no convertibles a FAME.
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Figura 4.2.7 Porcentaje de produccién de FAME de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus

sp. cultivadas en agua residual de industria porcina con el método indirecto a partir de lipidos.

Para ambas especies pueden observarse mayores porcentajes con el uso de biomasa secay
con la resina como catalizador. Para la especie C. vulgaris puede apreciarse que el orden de los
porcentajes de produccién de FAME indirectos a partir de lipidos, corresponden en primer lugar
a los FAME producidos a partir de lipidos extraidos con acetato de etilo (AE), el segundo lugar
corresponde a FAME producidos a partir de lipidos extraidos con la mezcla cloroformo:metanol

(1:2) (CM); vy, en tercer lugar, los FAME producidos a partir de lipidos extraidos con

metilciclohexano (MCH).
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En cuanto a los lipidos en base seca que sirvieron de partida, resaltan en primer lugar el
resultado de FAME producidos a partir de los lipidos extraidos con AE con un valor de 62,25 +
0,04 %; en segundo lugar, con la mezcla CM (1:2) la cual produjo 50,50 + 0,02 % y; en tercer
lugar, con MCH con 49,50 + 0,04 %, usando H,SO, como catalizador. Usando la resina comercial,
resalta los lipidos extraidos con AE con el mayor porcentaje de FAME de 73,00 = 0,01 %, seguido
de la mezcla CM (1:2) y ,con MCH con valores muy préximos entre si, de 59,50 + 0,01 % y 57,50
+ 0,06 %, respectivamente. En cuanto a los porcentajes de FAME obtenidos de manera indirecta
a partir de lipidos extraidos de biomasa humeda, los resultados son ligeramente mejores para
la resina respecto del H,SO.. Puede apreciarse que con el catalizador heterogéneo con los lipidos
extraidos con AE se alcanzaron valores de FAME de 58,50 + 0,19 %, seguido de la mezcla CM
(1:2) y con MCH con porcentajes de FAME de 56,00 + 0,04 %y 52,00 + 0,07 %, respectivamente.
Por su parte, mediante catalisis homogénea se obtuvieron porcentajes de FAME de 52,50 + 0,02
%; 47,50 £ 0,01 % y 44,50 + 0,02 % a partir de los lipidos extraidos con AE, la mezcla CM (1:2) y

MCH, respectivamente.

En la misma Figura 4.2.7 se muestran los porcentajes de producciéon de FAME indirectos a
partir de los lipidos extraidos de biomasa seca y himeda de la microalga Scenedesmus sp. De
forma general, se aprecia que la resina comercial tuvo mejor produccion de FAME en
comparaciéon con el acido sulfurico, y los porcentajes en base seca son ligeramente mejores
respecto de la base himeda. La figura muestra que los mejores porcentajes de FAME usando
H,SO4 como catalizador se obtuvieron a partir de los lipidos extraidos con AE , CM (1:2) y MCH.
Con mas detalle, a partir de los lipidos en base seca los resultados de FAME fueron de 59 + 0,04
% con los lipidos extraidos con AE; en segundo lugar, 55,00 + 0,02 % de FAME producidos a partir
de lipidos extraidos con la mezcla CM (1:2) y; en tercer lugar, 47,00 + 0,04 % de FAME con los
lipidos extraidos con MCH. Usando la resina comercial se obtienen porcentajes de FAME mas
elevados, resaltando los valores obtenido a partir de los lipidos extraidos con AE con el mayor
porcentaje de FAME de 69,00 £ 0,01 %, seguido de los FAME producidos a partir de lipidos
extraidos con la mezcla CM (1:2) y MCH con valores de 61,00 + 0,01 % y 52,00 + 0,06 %,

respectivamente.

En el caso de los porcentajes de FAME obtenidos de manera indirecta a partir de lipidos
extraidos de biomasa humeda, los resultados son ligeramente mejores para la resina respecto
del H,SO,. Para el catalizador heterogéneo, con los lipidos extraidos con AE se alcanzaron valores
de FAME de 57,00 + 0,09 %, seguido de la mezcla CM (1:2) y metilciclohexano con 54,50 + 0,03

% y 51,00 + 0,05 %, respectivamente. Por su parte, la reaccién con el catalizador homogéneo
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condujo a porcentajes de producciéon de FAME de 55,00 = 0,05 %; 51,50 + 0,07 % y 44,00 = 0,03

% para los lipidos extraidos con AE, la mezcla CM (1:2) y MCH, respectivamente.

Estos resultados de produccion de FAME por el método indirecto a partir de lipidos extraidos
son consistentes con los mejores disolventes de la etapa de extraccién de lipidos; lo que es un
indicativo de que los lipidos extraidos con estos disolventes de baja polaridad presentan la
misma naturaleza, por lo que puede inferirse de que los lipidos extraidos corresponden a
compuestos moderadamente hidréfobos como los dcidos grasos que se transesterificaron a
FAME. También los resultados demuestran que el catalizador heterogéneo produjo mayor
porcentaje de FAME en comparacion con el acido sulfurico; si bien ambos son catalizadores
acidos, el catalizador heterogéneo presenta propiedades texturales que favorecen la produccidn

de FAME [256].

Asimismo, para comprobar si los AGL extraidos en el apartado anterior eran capaces de
esterificarse a FAME, se determind el porcentaje de FAME producidos a partir de AGL extraidos
de biomasa seca para ambas especies de microalgas; los valores se muestran en la Figura 4.2.8;
Para la especie C. vulgaris se observan porcentajes mas altos para la resina respecto del H,SO,.
En el caso de la resina resalta el comportamiento de los AGL extraidos con AE, la mezcla CM (1:2)
y MCH con valores de producciéon de FAME de 80,50 + 0,01 %, 73,00 + 0,04 % y 56,00 + 0,07 %,
respectivamente. Con el uso del H,SO,, resaltan los AGL extraidos con los mismos disolventes:
AE, la mezcla CM (1:2) y MCH con valores de produccion de FAME de 73,00 + 0,11 %, 70,50 +
0,28 %y 51,00 = 0,01 %.
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Figura 4.2.8 Porcentaje de produccion de FAME de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus

sp. cultivadas en agua residual de industria porcina con el método indirecto a partir de AGL
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Para la especie S. sp., los porcentajes de FAME producidos a partir de AGL por el método
indirecto con biomasa seca muestran el mismo comportamiento que la especie anterior con
mejores valores para la resina respecto del H,SO4. Para la resina, los valores de FAME producidos
a partir de AGL extraidos previamente fueron de 89,50 + 0,06 %; 71,50 + 0,09 % y 65,50 + 0,05
% de FAME con los disolventes AE, la mezcla CM (1:2) y MCH, respectivamente. Con el uso del
catalizador homogéneo, resaltan los porcentajes de FAME producidos por el método indirecto
a partir de AGL extraidos con AE, la mezcla CM (1:2) y MCH con valores de 84,00 + 0,01 %, 67,50
+0,05 %y 52,50 £0,04 %, respectivamente.

Al igual que en la especie anterior, estos resultados son consistentes con los resultados del
apartado de extraccion de lipidos, resaltando los disolventes con menores polaridades como AE,
CM(1:2) y MCH, los cuales son capaces de extraer compuestos moderadamente hidréfobos
como los acidos grasos; esto sugiere que los AGL se esterificaron a FAME mediante la reaccion.
Igualmente, los mejores porcentajes de produccidn de FAME se obtuvieron con el catalizador
heterogéneo, el cual posee alta acidez, pero ademas se ve favorecido por otras propiedades

texturales.

Otras especies del género Chlorella también reportan porcentajes de FAME obtenidos por el
método indirecto con el uso del catalizador homogéneo (H2S0.), metanol y lipidos extraidos con
la mezcla cloroformo: metanol (1:2) en biomasa seca de Chlorella pyrenoidosa con un rango de
FAME de 7,8-10,6 % [134]. Estos valores son menores a los obtenidos a partir de lipidos extraidos
con la mezcla de disolventes CM (1:2) en esta investigacién. Para la especie Chlorella zofigiensis
cultivada en agua residual porcina a varias concentraciones de DQO, se reporté un contenido de
80,31 % de FAME, compuesto principalmente por acidos grasos de cadena corta (C16:0, C16:1,
C18:0, C18:2 y C18:3) para el tratamiento para DQO de 400 mg/L (mas proximo al del presente
estudio). Este tipo de acidos de cadena corta son idoneos para la produccion de biodiésel, la cual

resulté con una productividad de 0,0119 g/L'd [47].

Estas variaciones en los porcentajes de FMAE estan asociadas tanto a las caracteristicas de
las especies, las condiciones de cultivo, nutrientes disponibles en el agua residual empleaday la
polaridad de los disolventes empleados para las extraccidn de los lipidos y acidos grasos [275];
incluso, como se ha mencionado anteriormente, algunos estudios apuntan al uso de disolventes
menos téxicos, con menor inflamabilidad y menos nocivos para el medioambiente como el

acetato de etilo [283].

Para la especie Scenedesmus obliquus cultivada en agua fresca en reactores tipo raceway, el

porcentaje de FAME por el método indirecto fue de 90 % y 80 %, usando hexano y cloroformo
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como disolventes extractores de los lipidos; sin embargo, el andlisis de la composicién de los
acidos grasos mostré mayor porcentaje de acidos grasos del rango C16-C18 para los FAME de
lipidos extraidos con cloroformo (32 % de C16:0, 14 % de C18:1, 21 % de C18:2 y 24 % de C18:3),
en comparacion con los FAME de lipidos extraidos con hexano (30 % de C16:0, 10 % de C18:1,
17 % de C18:2 y 19 % de C18:3) [284].

Otros autores sugieren algunos procedimientos para mejorar el rendimiento de la reaccidn
de transesterificacidn con el uso de nanocatalizadores; en una investigacion se reporta el uso de
oxido de calcio (CaO) extraido de cdscaras de huevo como un nanocatalizador para llevar a cabo
la reaccidn de transesterificacién directa con la microalga Scenedesmus armatus, a 75 °C, con 4
h de tiempo de reaccién, agitacion de 85 rpm y 1,61 % del nanocatalizador, encontrando un
contenido de FAME de 90,44 %. La ventaja del uso de este catalizador es que puede ser
reutilizado hasta cinco veces manteniendo su estabilidad [285]. Aunque no se consideré en este
trabajo doctoral, la resina CT-269 empleada en este estudio, también puede ser recuperada para

su reutilizacion como una forma de reduccién de costes del proceso de obtencion de FAME.

Para que los FAME producidos a partir de microalgas o cualquier otra materia prima, debe
cumplir con pardmetros estandarizados para su utilizacion como biodiesel. En el caso de la Unidn
Europea, la norma EN 14214 establece el cumplimiento de varios parametros fisicoquimicos;
entre ellos se establece que se requiere de un contenido de ésteres metilicos de 96,5 % . Este
mismo criterio se usa en Ecuador bajo la normativa NTE INEN 2482 (biodiésel, requisitos), basada
en la normativa EN 14103 (Derivados de aceites y grasas. Esteres metilicos de acidos grasos
(FAME) [286]. Evidentemente, los resultados de produccién de FAME por el método indirecto a
partir de microalgas cultivadas en el agua residual de industria porcina, no cumple el criterio
establecido (96,5 %). Estos valores podrian mejorarse con etapas de purificacién de lipidos y AGL
extraidos para eliminar compuestos lipidicos no saponificables, y/o purificacion de FAME para

eliminar productos secundarios como la glicerina luego de la transesterificacion [96].

Para verificar la conversién a FAME se realizd la caracterizacion de los FAME producidos a
partir del método indirecto (lipidos y AGL previamente extraidos); dicha caracterizacion se hizo
con la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de protén (RMN-!H) para ambas especies en
base secay asi poder determinar la conversion de lipidos saponificables a FAME relacionando el
area de las senales de los protones de los grupos metilo de los FAME formados (Awme) con las
sefiales de los protones de los metilenos (-CH»-) de los triglicéridos y acidos grasos libres que no

han reaccionado (A«cH2). La Figura 4.2.9 ejemplifica los espectros de RMN-'H para la
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determinacidon de FAME producidos por el método indirecto para Chlorella vulgaris (Figura 4.2.9

A) y Scenedesmus sp. (Figura 4.2.9 B).

El grado de conversion de aceites de las especies de microalgas Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. cultivadas en ARFP hacia FAME se confirmd con el andlisis de los espectros de
RMN-1H, considerando la ausencia de picos de protones glicéridos entre 4,2-4,3 ppm vy la
presencia de picos caracteristicos de grupos carbonil metilenos (-CH,-) a 2,2 ppm y picos de

protones metoxi (CHs-) a 3,6 ppm que presenta la Figura 4.2.9 [287,288].

Ve TOBMTAT RS ool b Baie bty

(A) | =B | |

1 ﬂ L A
¥

J‘JU\\}\

Figura 4.2.9 Ejemplo de espectro de RMN-'H para la determinacion de FAME producidos a partir

del lipidos extraidos de biomasa de Chlorella vulgaris (A) y Scenedesmus sp. (B) cultivadas en

agua residual de industria porcina.

Tabla 4.2.4 Conversién de FAME analizado mediante RMN-'H obtenidos por el método

indirecto
Especie Disolvente catalizador % Conversion % Conversion
P FAMES 1ipidos FAMES ac.
*
M (12) H,SO4 76,00

CT-269DR 86,67 72,67
Chlorella vulgaris MCH H2504 92,00 83,33
CT-269DR N.D. 78,00
AE H,S04 99,33 91,33
CT-269DR 76,00 74,00
H,SO 95,33 91,33

CM (1:2) G ’ ’
CT-269DR 69,33 78,67
Scenedesmus sp. MCH H2504 * 75,33
CT-269DR 88,67 70,67
AE H,SO,4 65,33 76,00
CT-269DR 98,67 57,33

*: muestra sin reaccionar; N.D. no determinado (sin presencia de picos)
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La Tabla 4.2.4 muestra los resultados para las dos especies de microalgas analizadas en este
estudio con los mejores disolventes extractores. Para esta misma especie, la conversién a FAME
a partir de los lipidos presentd valores entre 76-99 % con el uso del catalizador homogéneo y
con rangos de 76-87 % para el catalizador heterogéneo con los tres mejores disolventes
extractores de lipidos (la mezcla CM (1:2), AE y MCH); mientras que la conversién a FAME de los
AGL extraidos fue mejor con el uso del catalizador homogéneo con rangos entre 83-91 % en

comparacion con el catalizador heterogéneo con valores de conversién entre 72-78 %.

No hay bibliografia especifica sobre el uso de la técnica de RMN-H para los lipidos de C.
vulgaris cultivada estrictamente en agua de industria porcina; sin embargo, en un estudio se
cultivd la especie Chlorella sp. en agua residual municipal recolectada después del tratamiento
secundario; el agua se diluyé con agua potable (75 % de dilucion) y el cultivo se mantuvo en
condiciones de invernadero con exposicion a luz solar por 21 dias, con reposicién de medio a la
mitad del tiempo del cultivo. Después de la transesterificacién, los FAME obtenidos se analizaron
mediante RMN-'H y los espectros revelaron la presencia de sefiales correspondientes a
monoglicéridos, carbonos carbonilos (-CH>-) y carbonos con insaturaciones de hidréogenos con

picos a 3,6 ppm, 2,27-2,34 ppm y 5,39 ppm, respectivamente [289].

Para la especie Scenedesmus sp. la Tabla 4.2.4 muestran que para los resultados de la
conversion a FAME a partir de los lipidos, los valores se encuentran en el rango de 65-95 % para
el catalizador homogéneo, y en rangos de 69-98 % para el catalizador heterogéneo con los FAME
producidos a partir de los lipidos extraidos con los tres mejores disolventes. La conversidn a
FAME de los AGL extraidos también resulté mejor con el uso del catalizador homogéneo con
rangos entre 75-91 % en comparacidon con el catalizador heterogéneo cuyos valores de

conversion estan entre 57-78 %.

En la revision bibliografica para la misma especie de microalga, no se encontrd bibliografia
que presente el uso de la técnica de RMN para la especie cultivada en medios de cultivos
comerciales o en aguas residuales de caracteristicas similares al industria porcina; sin embargo,
esta técnica se empled para analizar el conversidon a FAME de los lipidos extraidos con metanol
obtenidos luego del cultivo de Scenedesmus rotundus en medios BBM y BG-11. El espectro de
RMN-1H muestra la ausencia de picos en la regiéon de 7-8 ppm correspondientes a anillos
aromaticos en la muestra; se confirma la presencia de picos intensos en la regién de 1,482-1,317
ppm confirmando la presencia de enlace simples de alcanos; picos a 2,0; 2,32y 2,76 ppm que

confirman la presencia de carbonos alfa préoximos a grupos funcionales carbonilos, y finalmente
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sefiales a 3,29-3,8 ppm que confirman la presencia de grupos terminales metoxi presentes en

los ésteres; de esta manera los autores confirman la conversion a FAME [290].

b) Agua residual de la industria cervecera

La Figura 4.2.10 muestra el porcentaje de produccion de FAME para las dos microalgas de
estudio cultivadas en agua residual de la industria cervecera con los mejores disolventes para

cada tipo de catalizador. En este tipo de agua residual, el comportamiento de los disolventes fue

muy variado.
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Figura 4.2.10 Porcentaje de produccion de FAME de las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de industria cervecera con el método indirecto a

partir de lipidos

En cuanto a los lipidos en base seca que sirvieron de partida, resaltan en primer lugar los
porcentajes de FAME producidos a partir de los lipidos previamente extraidos con AE con 61,50
+ 10,61 %; en segundo lugar, los FAME a partir de lipidos extraidos con MCH los cuales
presentaron 47,00 + 5,66 % de produccién de FAME y, en tercer lugar, los FAME producidos a
partir de lipidos extraidos con la mezcla CM (1:2) con 41,50 + 2,12 %, partir de una catalisis
homogénea, usando H,SO, como catalizador. El resto de los disolventes registré valores de
produccién de FAME menores al 40 %. Usando la resina comercial, resaltan los FAME producidos
a partir de los lipidos extraidos con la mezcla CM (1:2), la cual obtuvo el mayor porcentaje de

FAME con un valor de 50,00 + 1,41 %; seguido por los FAME producidos a partir de lipidos
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extraidos con etanol con 46,00 * 4,24 % de FAME; y finalmente, los FAME de lipidos extraidos
con metanol con 31,00 + 4,24 % de FAME. El resto de los disolventes empleado tuvo

rendimientos de FAME menores al 30 %.

De forma similar al apartado anterior, se emplearon los lipidos extraidos de la biomasa
himeda para la determinacién del porcentaje de produccién de FAME de manera indirecta;
puede observarse que los resultados con H,SO, son mejores en comparacién con la resina.
Puede apreciarse que con el catalizador homogéneo los lipidos extraidos a partir de la mezcla
CM (1:2) dieron lugar a una produccion de FAME de 71,00 + 1,41 %, seguido de los lipidos
extraidos con AE y hexano con 56,50 £ 9,19 % y 51,00 + 4,24 %, respectivamente. El resto de los
disolventes presentaron valores menores al 50 %. Por su parte, para la resina los mejores
porcentajes de produccidon de FAME fueron para lipidos extraidos con metanol, AE y etanol con
porcentajes de FAME de 50,00 + 2,83 %; 39,50 + 9,19 % vy 29,50 + 2,12 %, respectivamente. El

resto de los disolventes tuvieron valores menores al 25 % de FAME.

En la Figura 4.2.10 también se muestran los porcentajes de produccidon de FAME partir de los
lipidos extraidos de la especie Scenedesmus sp. después de su cultivo de 12 dias en agua residual
de industria cervecera. Respecto al método indirecto a partir de lipidos previamente extraidos
y con el uso del catalizador homogéneo (H,SO,), los valores mas altos de FAME corresponde a
los producidos a partir de los lipidos extraidos de biomasa seca con la mezcla CM (1:2) (75,50 +
2,12 %), AE (63,00 + 4,24 %) y MCH (56,50 + 0,71 %); el resto de los disolventes reportd
porcentajes de FAME menores al 40 %. En cambio, en el caso de los lipidos de biomasa hiumeda
con el catalizador homogéneo, el contenido de FAME producidos fue mads bajo y resaltan los
porcentajes de FAME producidos a partir de lipidos extraidos con metanol (48,00 + 2,83 %), la
mezcla CM (1:2) (42,50 + 0,71 %) y MCH (42,00 + 4,24 %) como mejores disolventes de

extraccion.

Al usar la resina como catalizador, los mejores resultados de FAME a partir de biomasa seca
fue con el uso de los lipidos extraidos con AE (68,50 + 0,71 %), MCH (67,00 + 1,41 %) y la mezcla
CM (1:2) (44,00 £ 4,24 %). El resto de los disolventes mantuvo obtenciones a FAME entre 20-40
%. Para la biomasa seca resaltan los disolventes de menor polaridad, lo cual es un indicativo de
que los lipidos extraidos corresponden a compuestos moderadamente hidréfobos como los
acidos grasos. En cambio, los lipidos procedentes de biomasa hiumeda que dieron lugar a los
mejores rendimientos de FAME por el método indirecto fueron: CM (1:2) (68,00 * 2,83 %), etanol
(34,00 £ 5,66 %) y metanol (30,50 + 0,71 %). Estos resultados se corresponden con los

disolventes de mayor polaridad de mejores resultados en la seccion de extraccion de lipidos, y
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como se menciono anteriormente, esto indica la extraccion de compuestos altamente hidréfilos
como compuesto polares neutros, dcidos y bdsicos. Sin embargo, también es posible que los

alcoholes hayas extraido otro tipo de compuestos no lipidicos.
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Figura 4.2.11 Porcentaje de produccion de FAME de las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de industria cervecera con el método indirecto a

partir de AGL

También se determind el porcentaje de produccidn de FAME a partir de los AGL extraidos
previamente para ambas microalgas Unicamente con metanol ya que el resto de los disolventes
presentaron valores de AGL mas bajos. En la Figura 4.2.11 se observan los porcentajes de FAME
para la especie C. vulgaris, encontrando mejores valores para el H,SO4 con una produccion de
FAME de 57,50 + 2,12 %; mientras que con la resina se produjeron 40,50 + 3,54 % de FAME. Para
la especie S. sp. con el uso del acido sulfdrico como catalizador, se produjeron 58,00 + 1,41 % de
FAME a partir de los AGL extraidos previamente; mientras que con la resina se produjeron 70,50
+ 6,36 %. Respecto de los catalizadores, no se observa una inclinacién hacia un tipo de
catalizador en especial y la bibliografia sustenta que ambos catalizadores son muy buenos; sin

embargo, el uso del catalizador homogéneo es de mayor aplicacion.

No se encontré bibliografia relacionada a la produccién de FAME de C. vulgaris o S. sp. con
una metodologia indirecta similar a la aplicada en este trabajo doctoral y que expresaran la
produccién de FAME en forma gravimétrica; en su lugar se encontraron publicaciones de estas
especies o de otras especies del mismo género expresando produccidon de FAME en términos de

un perfil lipidico de la biomasa analizada que es la técnica de analisis de FAME mas comun. Esto
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no forma parte del alcance de este trabajo de investigacion. Al respecto, este trabajo presenta
algunos aportes a la literatura de FAME de especies de microalgas cultivadas en agua residual

de industria cervecera.

Al igual que en el agua residual anterior, los resultados de producciéon de FAME por el
método indirecto a partir de microalgas cultivadas en el agua residual de industria porcina, no
cumple el criterio establecido por la norma EN 14214 para el uso de biodiesel (96,5 %). La
aplicacién de procedimientos para la purificacién de lipidos y FAME es pertinente si se desea
mejorar el rendimiento de FAME de especies cultivadas en este tipo de agua residual, aunque

esto implica el aumento de los costes en la biorrefineria [96].

Las muestras de FAME producidos de forma indirecta en base seca a partir de AGL se
analizaron con la técnica de RMN-'H para determinar la conversion de lipidos saponificables a
FAME. La Figura 4.2.12 ejemplifica los espectros de RMN-'H para la determinacién de FAME
producidos a partir de Chlorella vulgaris (Figura 4.2.12 A) y Scenedesmus sp. (Figura 4.2.12B) en
agua residual de industria cervecera. La Tabla 4.2.5 muestra los resultados para las dos especies
de microalgas analizadas en este estudio con los mejores disolventes extractores:
cloroformo:metanol(1:2), metanol y etanol. Para el resto de los disolventes no hubo muestra

suficiente para hacer la determinacion de este analisis.
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Figura 4.2.12 Ejemplo de espectro de RMN-'H para la determinacion de FAME producidos a
partir de los lipidos extraidos de la biomasa seca de Chlorella vulgaris (A) y Scenedesmus sp. (B)

cultivadas en agua residual de industria cervecera.

El grado de conversién de aceites de las especies de microalgas Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de la industria cervecera hacia FAME se confirmé
con el analisis de los espectros de RMN-!H. La Tabla 4.2.5 muestra que la conversién a FAME a
partir de los lipidos presentd valores entre 84-93 % con el uso del catalizador homogéneo y con

rangos de 83-97 % para el catalizador heterogéneo para los disolventes que mostraron mayor
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capacidad de extraccién de lipidos que fueron la mezcla CM (1:2), metanol y etanol; mientras
que la conversién a FAME de los AGL extraidos solo se realizo a partir de metanol; para este caso
resulté mejor el uso del catalizador heterogéneo con un valor de 91,33 % en comparacién con

el catalizador homogéneo con 88,67 %.

Tabla 4.2.5 Conversidon de FAME analizados por RMN-H por el método indirecto

% Conversion % Conversion

Especie Disolvente catalizador FAMES 1jpicos FAMES rc.
Cloroformo:metanol H,SO4 92,67 *
(1:2) CT-269DR 83,33 *
Chlorella
g Metanol H,S04 85,33 88,67
g CT-269DR 99,33 91,33
E3
Etanol H,S04 84,67
CT-269DR 96,67 *
Cloroformo:metanol H,SO4 52,67 *
(1:2) CT-269DR 43,33 *
Scenedesmus sp. Metanol H2504 48,67 51,33
CT-269DR 54,00 34,67
*
Etanol H,S04 54,67
CT-269DR 58,00 *

*: muestra sin reaccionar

La bibliografia disponible sobre el uso de la técnica de RMN-H para los lipidos de C. vulgaris
cultivada estrictamente en agua de industria cervecera es escasa; sin embargo, en una
investigacion se cultivd Chlorella vulgaris en reactores tipo raceway empleando medio BG-11
para el cultivo durante 12 dias con reposicidn de nutrientes a la mitad del cultivo. La extracciéon
de lipidos con cloroformo:metanol (2:1) alcanzé un 12,39 % m/m de AGL, obteniendo 84,01 %
de conversién a FAME mediante un proceso de dos pasos (una esterificacién catalizada por acido
seguida de una transesterificacion con catalizador basico). El andlisis RMN-H mostrd fuertes
sefiales a 6=3,66 ppm que confirman la presencia de protones del grupo metilo caracteristico
de biodiésel. Asimismo, se apreciaron mdultiples resonancias a 6= 0,86-0,88 ppm que
representan protones de metilos terminales (C- CHs), a 6=5,3 ppm que indican protones unidos
a carbonos olefinicos (un enlace doble), a 6=1,61 ppm que indica la presencia de protones B-
metilénicos unidos a enlaces ésteres y fuerte resonancia a 6=1,30 ppm que indica la presencia
de protones de metilenos en la cadena principal del 4cido graso. Esto junto a la ausencia de picos
de glicéridos a 6=4,2-4,3 ppm confirman la conversion a biodiésel [288]. Los picos anteriormente

indicados coinciden con el espectro que se muestra en la Figura 4.2.12 A para Chlorella vulgaris.
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Para la especie Scenedesmus sp. los resultados de la Tabla 4.2.5 muestran los resultados de
la conversién a FAME de forma indirecta a partir de los lipidos extraidos con la mezcla
cloroformo:metanol (1:2), etanol y metanol, los valores se encuentran en el rango de 48-54 %
para el catalizador homogéneo y en rangos de 43-58 % para el catalizador heterogéneo. En
cambio, la conversidn a FAME de los AGL extraidos resulté mejor con el uso del catalizador
heterogéneo con un valor de 91,33 % en comparacién con el catalizador homogéneo con 88,67
%. Los altos valores de conversién con el uso de la resina CT-269 ha sido reportado por otros
investigadores, resaltando propiedades texturales, de estabilidad térmica y recuperacién y

reutilizacion de la misma [256].

No se encontraron publicaciones que usaran la técnica de RMN-'H en agua residual de
industria cervecera; sin embargo, Das et al.; (2022) reportan el uso de otras especies de la familia
Scenedesmaceae cultivadas en otros tipo de aguas residuales. La especie Desmodesmus
maximus se cultivé en cuatro tipos de aguas residuales: porcinas, lacteas, municipales y avicola,
durante 10 dias de cultivo. El agua residual porcina arrojoé los mejores valores en cuanto a
rendimiento de biomasa y de lipidos. La reaccidn de transesterificacion fue catalizada con un
nanocatalizador de éxido de calcio (CaO) sintetizado a partir de cdscaras de huevo calcinadas.
La conversién de lipido de algas a biodiésel fue de 99 % y se comprobé mediante RMN-*H por la
presencia de un pico a 3,6 ppm y tres picos préximos a 2,3 ppm relacionados a la presencia de

protones metoxi (-OCHs) y protones metilénicos a-CH,, respectivamente [291].
c¢) Agua residual de piscicultura

La Figura 4.2.13 compara los porcentajes de FAME producidos de manera indirecta a partir
de los lipidos extraidos de biomasa seca y humeda de ambas microalgas cultivadas en agua
residual de piscicultura. Como se puede observar en dicha figura, claramente se aprecian dos
aspectos importantes: el acido sulfirico dio lugar a mayores porcentaje de FAME respecto de la
resina comercial, y los porcentajes de produccidon de FAME en base seca y hUmeda no presentan
grandes diferencias. Los mayores porcentajes de FAME corresponden a los lipidos extraidos en
base seca con la mezcla CM (1:2) con la que se alcanzaron valores de 69,70 £ 0,71 %; en segundo
lugar, los lipidos extraidos con hexano que generaron 61,90 £ 1,70 % de FAME y; en tercer lugar,
los lipidos extraidos con AE con producciones de 48,95 + 0,35 % de FAME usando H,SO, como
catalizador. El resto de los disolventes registrd valores de lipidos que produjeron menos del 40
% de FAME. Usando la resina comercial, resaltan los lipidos extraidos con la mezcla CM (1:2), la

cual dio lugar al mayor porcentaje de FAME con un valor de 9,40 £ 1,70 %y los lipidos extraidos
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con hexano los cuales produjeron de 6,1 + 2,55 % de FAME. El resto de los lipidos dieron lugar a

valores de produccién de FAME menores de 5 %.

En cuanto a los porcentajes de FAME obtenidos de manera indirecta a partir de lipidos
extraidos de biomasa humeda para C. vulgaris, los resultados son mejores para el H,SO4 respecto
de la resina. Puede apreciarse que con el catalizador homogéneo y con los lipidos extraidos con
la mezcla CM se alcanzaron valores de FAME de 65,5 + 0,99 %, seguido de los lipidos extraidos
con hexano y AE que produjeron 59,05 + 1,06 % y 53,30 + 0,99 % de FAME, respectivamente.
Con el resto de los lipidos se alcanzaron valores de producciéon de FAME menores al 40 %. Con
el uso de la resina CT-269 se alcanzaron porcentajes de FAME de 15,60 + 1,98 % y 15,30 + 13,57
% con los lipidos extraidos a partir de la mezcla CM (1:2) y AE, respectivamente. Con los lipidos
extraidos con el resto de los disolventes se obtuvieron valores de produccion de FAME menores

al 10 %.
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Figura 4.2.13 Porcentaje de produccion de FAME de las especies Chlorella vulgaris y

Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de piscicultura a partir de lipidos

A partir de la biomasa seca de la especie Scenedesmus sp. se observa en la Figura 4.2.13 que
con el uso del catalizador homogéneo (H.S04) se obtienen los valores mas altos de produccién
de FAME con los lipidos extraidos con la mezcla CM (1:2)(57,20 + 18,24 %), seguido de los valores
para la produccién de FAME a partir de lipidos extraidos con MCH (54,55 + 2,33 %) y AE (48,30

+ 2,83 %); el resto de los disolventes reporté porcentajes de FAME menores al 40 %.

En el caso de los lipidos de biomasa hiumeda de S. sp. con el catalizador homogéneo, la

produccién de FAME con valores mas altos corresponden a la de los lipidos extraidos con la
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mezcla CM (1:2) (42,10 £ 0,57 %), metanol (35,15 £ 1,06 %) y etanol (34,20 £ 1,13 %). Con el uso
de la resina como catalizador los mejores resultados para la biomasa seca fueron con los lipidos
extraidos con los disolventes CM (1:2) (15,85 £ 0,21 %), metanol (11,20 £ 0,67 %) y etanol (11,15
+ 0,21 %). El rendimiento a FAME por el método indirecto con lipidos procedentes de biomasa
himeda no presentd diferencias respectos de la biomasa seca, y los resultados para los mismos
disolventes extractores fueron: 12,25 + 0,07 % para CM (1:2); 13,25 £ 0,5 % para metanol y 14,1

+ 0,99 % para etanol.

Los resultados anteriores muestran la alta eficiencia del acido sulfurico hacia la produccion
de FAME para los lipidos extraidos de ambas especies en este tipo de agua residual; este
catalizador es ampliamente utilizado en la produccion de FAME en microalgas cultivadas en
medios de cultivos muy diversos [193,290,291]. Sin embargo, llama la atencién el bajo
rendimiento para la resina en este tipo de agua para ambas especies. Se sospecha de algun
problema en la temperatura de la reaccidn de transesterificacién o la presencia de residuos
solidos productos de una mala separacion en las etapas previas. Respecto de los porcentajes de
FAME producidos y el tipo de disolvente que extrajo los lipidos de partida, se observa una
tendencia hacia disolventes de baja polaridad que son capaces de disolver compuestos

moderadamente hidréfobos como alcaloides, esteroides y acidos grasos [256].

También se determind el porcentaje de FAME producidos a partir de AGL extraidos de la
biomasa seca para ambas especies y los resultados se muestran en la Figura 4.2.14 en la que
para la especie C. vulgaris se observan mejores valores para el H,SO4 respecto de la resina. Los
disolventes empleados durante la extraccién de AGL también tuvieron efecto en los porcentajes
de FAME, resultando mejores porcentajes con los AGL extraidos con la mezcla CM (1:2), el
hexano y el AE con valores de 89,65 + 2,66 %, 83,65 + 2,76 %y 81,95 + 0,35 %, respectivamente
con el uso del H,SO.. La resina alcanzé valores de FAME a partir de AGL menores al 15 %,
resaltando los mismos disolventes: los lipidos extraidos con el uso de CM, AE y el hexano con
valores de 13,20+ 1,27 %, 11,65 £ 0,21 %y 9,55 £ 0,92 %, respectivamente. Con estos resultados
se confirma la tendencia en la afinidad hacia los disolventes de baja polaridad como AE y MCH
y de polaridad intermedia como la mezcla CM (1:2) tanto en la extraccion de lipidos como en la

produccién de FAME.

En la Figura 4.2.14 también se muestra el porcentaje de produccién de FAME a partir de AGL
extraidos de biomasa seca de Scenedesmus sp. en la que se aprecian mejores resultados con el
uso del 4acido sulfurico como catalizador de la reaccidn, y los mayores porcentajes

correspondieron a los lipidos extraidos con MCH (53,25 + 0,21 %), CM (1:2) (47,75 £ 23,26 %) y
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AE (39,90 £ 0,28 %). El resto de los disolventes presentd rendimientos menores al 36 %. Con el
catalizador heterogéneo, los mejores rendimientos corresponden a los FAME producidos a
partir de AGL extraidos con AE (14,3 + 3,54 %), la mezcla CM (1:2) (13,35 +0,21) y MCH (10,40 +

0,92 %). El resto de los disolventes presentd rendimientos entre 8-11 %.
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Figura 4.2.14 Porcentaje de produccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) de las
especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de piscicultura con el

método indirecto a partir de AGL

Los resultados de FAME producidos por C. vulgaris en agua residual de piscicultura
demuestran el mayor rendimiento del H,SOs versus la resina comercial CT-269DR, y la
bibliografia sugiere que el H,SO4 no se ve afectado negativamente por la presencia de AGL, a
diferencia de los catalizadores heterogéneos. Catalizadores homogéneos como el H,SO4
catalizan simultdneamente las reacciones de esterificacion y transesterificacion para la
obtencidn de biodiésel, y pueden convertir facilmente materias lipidicas con concentraciones de
AGL mayores a 6 %, a pesar de que la reaccion sea mas lenta que la del catalizador heterogéneo
[292]. Otros autores han empleado al acido sulfirico como catalizador reportando rendimientos
de FAME de 53,1 % y destacan su eficacia para convertir triacilglicerol y AGL a FAME [293]; por

esta razon se justifica mayores porcentajes de FAME a partir de AGL en la extraccién indirecta.

La literatura menciona que el rendimiento de las reacciones de transesterificacion depende
de varios parametros que incluyen la temperatura, el tiempo de reaccidén, el catalizador
empleado (acido, basico o enzimatico), relaciones biomasa: catalizador, tipo de alcohol, tipo de
biomasa o aceite, entre otros [118]. En el presente estudio, todas las reacciones de

transesterificacion se ejecutaron a 90 °C y esto pudo haber influenciado en los resultados de
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FAME, ya que se mantuvieron por debajo del 90 %. Belkhanchi et al., (2021) reportan que
menores temperaturas pueden mejorar el rendimiento de FAME; por ejemplo, el uso de aceite
de freir usado presentd rendimientos de 98,1 % a 18 °Cy 91,02 % a 71 °C usando un catalizador

basico (hidroxido de sodio — NaOH) [135].

También, algunos autores mencionan que tiempos de reaccién entre 1 a 2 h presentaron
rendimientos de FAME cercanos al 60,31 %; con tiempo de reaccién de 3 h, la conversion se
mantiene constante y tiempos de reaccion mas alargado no mejoraron el rendimiento
manteniéndolo cerca del 60 % [293]. En el presente estudio, el tiempo de reaccién empleado
para las reacciones de transesterificacion fue de 4 horas, y se cree que éstas condiciones

pudieron desfavorecer el rendimiento de FAME.

La bibliografia sobre el porcentaje de produccidon de FAME a partir del método indirecto en
especies cultivadas en aguas residuales de piscicultura o acuicultura es escasa. En otras
investigaciones se han encontrado rendimiento de FAME de 85,6 % al emplear fertilizantes
orgdanicos disueltos en agua potable hasta concentraciones que simularan a un agua residual
municipal que se empled para el cultivo de la especie C. vulgaris con fines de produccién de
biodiésel [234]; dichos resultados son proximos al del presente trabajo. Ademds, en la
caracterizacion de FAME de C. vulgaris, los mayores porcentajes de ésteres metilicos
corresponden a acidos grasos saturados como acido palmitico, oleico y linoleico (C16:0, C18:1y
C18:2, respectivamente); y el 74 % corresponde a acidos grasos insaturados (C16:1, C16:2,
C18:1, C18:2, C18:3) que son importantes en la produccidn de biocombustibles ya que éste
grupo de 4cidos grasos mejoran las propiedades del biodiésel disminuyendo su punto de fluidez
cuando se usa a bajas temperaturas, y mejorando el indice de cetano al proporcionar mayor

calor de combustion [125].

Los resultados de las Figura 4.2.13 y 4.2.14 muestran que el acido sulfurico resulté catalizar
mejor la reacciéon de transesterificacion para la conversién de lipidos y AGL a FAME,
concordando con lo reportado en la bibliografia al comparar el rendimiento de FAME de este
catalizador con otros catalizadores de naturaleza acida, basica, homogéneos y heterogéneos con
la especie Chlorella sp. [136]. Otros investigadores en cambio, han reportado rendimientos
mayores a 97 % con el uso de la resina comercial CT-269DR en condiciones similares a la de este

estudio con la especie Isochrysis galbana [96].

También, los rendimientos mas altos para la biomasa seca frente a la biomasa humeda son
concordantes con los resultados de otros investigadores que han determinado el rendimiento a

FAME de forma indirecta a partir de lipidos [119]. La biomasa himeda presento valores bajos
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de FAME y esto puede estar relacionado a las complejidades que presenta la biomasa vy el
porcentaje de agua presente en ella. Sin embargo, otros autores que han trabajado con
diferentes especies de microalgas resaltan que la via himeda resulta mejor energéticamente al
evitarse la necesidad del secado de la biomasa; también resaltan que por la via humeda se
obtiene mayor concentracion de lipidos saponificables y un bajo contenido de lipidos

insaponificables [96].

En comparacién con las aguas residuales anteriores, en el agua residual de piscicultura se
encontraron los mas altos porcentajes de FAME producidos a partir del método indirecto; sin
embargo, no son lo suficientemente altos para satisfacer el criterio establecido por la norma EN
14214 para el uso de biodiesel (96,5 %). Una opciéon para mejorar estos resultados es la
purificacién de lipidos y FAME con técnicas de cromatografia, aunque esto implica el aumento
de los costes en la biorrefineria [96].

Las muestras de FAME producidos por el método indirecto en base seca se analizaron con la
técnica de RMN-H. La Figura 4.2.15 ejemplifica los espectros de RMN-H para la determinacion
de los FAME producidos por el método indirecto para Chlorella vulgaris (Figura 4.2.15 A) y
Scenedesmus sp. (Figura 4.2.15 B). La Tabla 4.2.6 muestra los resultados para las dos especies

de microalgas analizadas en este estudio con los mejores disolventes extractores.
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Figura 4.2.15 Ejemplo de espectro de RMN-'H para la determinacio’n. de FAME producidos a
partir del método indirecto de Chlorella vulgaris (A) y Scenedesmus sp. (B) cultivadas en agua

residual de piscicultura.

La conversion de aceites de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. a FAME se confirmé con el
andlisis de los espectros de RMN-'H, con la ausencia de picos de protones glicéridos entre 4,2-
4,3 ppm y la presencia de picos caracteristicos de grupos carbonil metilenos (-CH,-) a 2,2 ppm y
picos de protones metoxi (CHs-) a 3,6 ppm que presenta la Figura 4.2.15 [287,288]. Para la
especie Chlorella vulgaris, los resultados de la Tabla 4.2.6 muestran que los resultados de la

conversion a FAME a partir de los lipidos extraidos para el método indirecto con valores en el
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rango de 51-88 % con el uso del catalizador homogéneo y con rangos de 69-73 % para el
catalizador heterogéneo con los tres mejores disolventes extractores de lipidos. La conversion a
FAME de los AGL extraidos también fue mejor con el uso del catalizador homogéneo con rangos
entre 69-83 % en comparacién con el catalizador heterogéneo con valores de conversion entre

70-77 %.

Tabla 4.2.6 Conversidén de FAME analizados por RMN-H obtenidos por el método indirecto

% Conversion % Conversion

Especie Disolvente catalizador FAMES 1jpicos FAMES sc,
CM (1:2) H,S04 88,67 71,33
CT-269DR 73,33 73,33
Chlorella
S Hexano H,S04 58,67 83,33
g CT-269DR * 70,67
AE H,S04 51,33 69,33
CT-269DR 69,33 77,33
H,SO 69,33 82,00
CM (1:2) 2 ’ ’
CT-269DR 22,00 *
Scenedesmus sp. MCH H2S04 70,00 88,00
CT-269DR N.D. N.D.
AE H2S04 67,33 79,33
CT-269DR 39,33 N.D.

*: muestra sin reaccionar; N.D. no determinado (sin presencia de picos)

Para la especie Scenedesmus sp., los resultados de la conversion a FAME a partir de los
lipidos, los valores se encuentran en el rango de 67-70 % para el catalizador homogéneo y en
rangos de 22-39 % para el catalizador heterogéneo con los tres mejores disolventes extractores
de lipidos. La conversion a FAME de los AGL extraidos también fue mejor con el uso del
catalizador homogéneo con rangos entre 79-88 %. Para el caso del catalizador heterogéneo, sus
valores no pudieron determinarse porque no se dio la reaccién o no se presentaron picos. El
H2S04 es el catalizador ampliamente usado en los procesos de produccidon de FAME por lo que

no extrafia sus altos porcentajes en la conversiéon a FAME de las muestras analizadas.

La bibliografia reporta un trabajo con la especie Chlorella vulgaris cultivada en reactores
abiertos tipo raceways que usé lipidos extraidos de la microalga que presentaron una conversion
a FAME de 84,01 % bajo radiacidon microonda y 1,5 % en peso de catalizador basico con KOH
usando condiciones optimizadas de 15 minutos de reaccion, a 60 °C y relacién metanol:aceite
de 10:1; igualmente se caracterizd el aceite con la técnica de RMN-'H encontrando la ausencia

de picos de protones glicéridos y la presencia de picos de carbonos metilos a 3,66 ppm que
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confirman la conversion de lipidos a biodiésel [288]. Estos valores se encuentran en el rango de
los resultados encontrados para la misma especie en el presente trabajo, aunque con

condiciones diferentes para la reaccion de transesterificacion.

Mukherjee et al.; (2022) indica que la conversion de FAME de lipidos a partir de lipidos
extraidos con hexano y cloroformo fue de 90 % y 80 %, respectivamente para el proceso de
verificacion de las propiedades antioxidantes y antibacteriales de la especie Scenedesmus
obliquus, y su caracterizacion cualitativa a partir de la técnica de RMN-'H mostrd los picos

distintivos de ésteres metilicos a 3,6 ppm, de carbonos a- metilénicos a 2,3 ppm para las

muestras de ambos disolventes [284].

4.2.3.2 Método directo
a) Agua residual de industria porcina

A partir de la biomasa directa de las dos especies de microalgas se produjeron FAME para

ambas especies cultivadas en ARFP; dichos resultados se muestran en la Figura 4.2.16.
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Figura 4.2.16 Porcentaje de producciéon de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) de las

especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de industria porcina

con el método directo

Para la especie C. vulgaris puede apreciarse que la obtencidon directa de FAME fue
ligeramente mejor con el catalizador heterogéneo (resina CT-269DR) con un valor de 9,80 + 0,71
%, respecto del catalizador homogéneo (H,S0.), el cual alcanzé produccidon de FAME de 8,75 +
0,21 %. La Figura también muestra que para la especie S. sp. la produccién directa de FAME fue
mejor con el catalizador heterogéneo (resina CT-269DR ) con un valor de 15,50 + 4,79 %,
respecto del catalizador homogéneo (H,SO.), el cual alcanzé una producciéon de 10,53 + 3,05 %.
Para ambas especie de evidencia un rendimiento muy bajo para la produccién de FAME con el

método directo; esto puede deberse a las barreras fisicas y quimicas presentes en la biomasa de
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microalgas que no se tienen cuando se hacen procedimientos de extraccidn previo como en el

método indirecto.

No se encontrd bibliografia sobre el andlisis de FAME producidos directamente a partir de
microalgas cultivadas en aguas de industria porcina, aunque si en otros tipos de medios de
cultivos y aguas residuales. Otros autores optaron por realizar la produccién de FAME por el
método directo a partir de biomasa liofilizada de Chlorella vulgaris cultivada en el medio
comercial BG-11. Los resultados de FAME total para los tratamientos se mantuvieron en el rango
de 17-26 %. El estudio demostrd el papel importante del P en la productividad de lipidos para la

especie estudiada [294].

Otras especies del género Scenedesmus han sido analizadas en términos de su porcentaje de
obtencidon de FAME, tal es el caso de la especie Scenedesmus acuminatus cultivada en agua
residual procedente de la cria de cerdos cuyos resultados de FAME directos fueron de 54,65 %
empleando acido sulfdrico como catalizador y metanol como disolvente extractor [295]. Los
resultados de este estudio con el uso de aguas residuales de industria porcina durante 11 dias,
sin dilucién y sin reposicién de nutrientes durante el tiempo de cultivo a escala de laboratorio
evidencian que las especies de estudio no producen posteriormente valores de porcentajes en
peso de FAME mediante el método directo con potencial para la obtencion de biocombustibles;
sin embargo, no se descarta el uso de este medio de cultivo con fines industriales, puesto que
algunas variaciones en la etapa de cultivo, tales como dilucidn del agua residual original para
reducir la carga orgdnica y turbidez, suministro de aireacion diferentes concentraciones de CO,,
reposicién de nutrientes y/o periodos de estrés por déficit nutricional, etc. podrian ayudar a

mejorar los resultados [216,220,296].

Para verificar la conversidn a FAME se realizo la caracterizacion de los FAME obtenidos de la
biomasa directa con la técnica de Resonancia Magnética Nuclear de protén RMN-'H para ambas
especies en base seca y asi poder determinar la conversién de lipidos saponificables a FAME. La
Figura 4.2.17 ejemplifica los espectros de RMN-!H para la determinacién de FAME producidos

para Chlorella vulgaris (Figura 4.2.17A) y Scenedesmus sp. (Figura 4.2.17 B).

El grado de conversién de aceites de las especies de microalgas Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. cultivadas en ARFP hacia FAME se confirmé con el andlisis de los espectros de
RMN- 'H, considerando la ausencia de picos de protones glicéridos entre 4,2-4,3 ppm vy la
presencia de picos caracteristicos de grupos carbonil metilenos (-CH,-) a 2,2 ppm vy picos de

protones metoxi (CHs-) a 3,6 ppm que presenta la Figura 4.2.17 [287,288].
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Figura 4.2.17 Ejemplo de espectro de RMN-H para la determinaciéon de FAME producidos a
partir de la biomasa directa de Chlorella vulgaris (A) y Scenedesmus sp. (B) cultivadas en agua

residual de industria porcina.

Tabla 4.2.7 Conversion de FAME por RMN-'H analizados con el método directo.

. . % Conversion
Especie catalizador

FAMES biomasa directa
Chlorella vulgaris H2504 53,33
CT-269DR 80,67
Scenedesmus sp. H2504 54,00
CT-269DR 80,53

La Tabla 4.2.7 muestra los resultados para las dos especies de microalgas analizadas en este
estudio con la biomasa directa; se aprecia en ambos casos que el catalizador heterogéneo
(resina) tuvo resultados ligeramente mayores en comparacion con el uso del catalizador
homogéneo (H.S04). No es comun encontrar bibliografia especifica sobre el uso de la técnica de
RMN-H para los lipidos de C. vulgaris cultivada estrictamente en agua de industria porcina; sin
embargo, otros autores han usado otros tipos de aguas residuales para el cultivo de especies del
género Chlorella en aguas residuales. La especie Chlorella sorokiniana fue cultivada en agua
residual no tratada diluida y no diluida de la industria lactea como una fuente de bajo coste para
la produccion de biodiésel. El perfil lipidico mostré una conversion a FAME de 73,68 + 2,64 % a
través de la transesterificacién de los lipidos y los espectros de RMN-!H confirmaron la existencia
de FAME caracteristicos del biodiésel con sefales en 3,42-3,60 ppm a que corresponden al grupo
terminal -OCH,- de la parte glicérido del material lipidico, asi como picos en las sefales 5,23-

5,29 ppmy 3,42-3,60 ppm correspondientes a carbonos insaturados y monoglicéridos [297].
b) Agua residual de la industria cervecera
La produccion de FAME también se realizé de manera directa empleando biomasa microalgal

seca de las dos especies cultivadas en agua residual de industria cervecera mediante la reaccién
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de transesterificacion con dos tipos de catalizadores acidos: uno homogéneo como el acido

sulfarico (H,S04) y uno heterogéneo (resina comercial CT-269DR). Los resultados de FAME por

el método directo se muestran en la Figura 4.2.18. Para la especie Chlorella vulgaris cultivada en
agua residual de industria cervecera se aprecia que en la produccién directa de FAME fue mejor
con el catalizador homogéneo empleando acido sulfurico (H,SO4) con 42,92 + 6,32 %, mientras

que el catalizador heterogéneo (resina CT-269DR) alcanzé un valor de produccion de 23,24 +

2,53 %. En cuanto a la reaccidn con biomasa directa para Scenedesmus sp., los porcentajes de

FAME fueron de 46,50 + 4,01 % para el catalizador homogéneo, y de 17,66 * 2,14 % con el uso

de la resina comercial CT-269DR.
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Figura 4.2.18 Porcentaje de produccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) de las
especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de industria cervecera

con el método directo

Las muestras de FAME producidos de forma directa en base seca se analizaron con la técnica
de RMN-!H. La Figura 4.2.19 muestra los espectros de RMN-'H para la determinacién de FAME
producidos para Chlorella vulgaris (Figura 4.2.19 A) y Scenedesmus sp. (Figura 4.2.19 B). La Tabla
4.2.8 muestra los resultados para las dos especies de microalgas analizadas con el método
directo mostrando que para la biomasa directa de la especie Chlorella vulgaris el catalizador
homogéneo (H,SO,) tuvo resultados mayores en comparaciéon con el uso del catalizador
heterogéneo (resina). En cambio, para el caso de la especie Scenedesmus sp., los resultados de
la Tabla 4.2.6 muestran que para la biomasa directa el catalizador heterogéneo obtuvo un

resultado mayor en comparacion con el uso del acido homogéneo.
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Figura 4.2.19. Ejemplo de espectro de RMN-'H para la determinacién de FAME producidos a
partir de la biomasa directa de Chlorella vulgaris (A) y Scenedesmus sp. (B) cultivadas en agua

residual de industria cervecera.

Tabla 4.2.8 Conversion de FAME por RMN-'H analizados con el método directo.

% Conversion FAMEs

Especie catalizador
biomasa directa
Chlorella H,S04 95,33
vulgaris CT-269DR 92,67
H2S04 42,00

Scenedesmus sp.
CT-269DR 67,33

En otra investigacion se analizd el rendimiento a biodiésel de los lipidos generados por
Scenedesmus sp. cultivada en medio BG-11. La reaccidn de transesterificacion fue catalizada por
un catalizador heterogéneo de 6xido de calcio sintetizado a partir de cdscaras de huevo; la
conversidon a FAME se caracterizd mediante RMN-H, observando la presencia de un pico a 3,9
ppm correspondiente a protones metoxi de ésteres metilicos (-OCHs) y picos a 2,3 ppm que

confirman la presencia de protones a metilénicos (-a CH,-) [285].

c) Agua residual de piscicultura

Para el caso de las microalgas crecidas en agua residual de piscicultura, también se
determinaron los porcentajes de produccién de FAME para ambas microalgas a partir de la
transesterificacion de la biomasa directa. Los resultados se muestran en la Figura 4.2.20 en la
que se aprecia que para la especie Chlorella vulgaris cultivada en agua residual de piscicultura
el porcentaje de produccién de FAME fue superior con el catalizador homogéneo con un valor
de 65,78 + 29,33 %, respecto del catalizador heterogéneo el cual alcanzé una produccién de

21,20+ 0,66 %. En cuanto al método directo con la especie Scenedesmus sp., los porcentajes de
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FAME fueron de 67,47 + 3,01 % para el catalizador homogéneo, y de 7,22 + 2,76 % con el uso de

la resina comercial CT-269DR, de forma andloga a la anterior especie.
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Figura 4.2.20 Porcentaje de produccion de FAME de las especies Chlorella vulgaris y

Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de piscicultura a partir del método directo

Las muestras de FAME producidos de forma directa en base seca se analizaron con la técnica
de RMN-H con el propdsito de determinar la conversidon de lipidos saponificables a FAME. La
Figura 4.2.21 muestra los espectros de RMN-'H para la determinacién de los FAME producidos
para Chlorella vulgaris (Figura 4.2.21 A) y Scenedesmus sp. (Figura 4.2.21B). La Tabla 4.2.9
muestra los resultados para las dos especies de microalgas analizadas en este estudio con los

catalizadores empleados.
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Figura 4.2.21. Ejemplo de espectro de RMN-'H para la determinacién de FAME producidos a
partir de la biomasa directa de Chlorella vulgaris (A) y Scenedesmus sp. (B) cultivadas en agua

residual de piscicultura.
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Tabla 4.2.9 Conversién de FAME por RMN-'H analizados con el método directo.

% Conversion

Especie catalizador FAMES biormacs directs
Chlorella H,S04 90,00
vulgaris CT-269DR 85,33
Scenedesmus sp. H>504 77,33
CT-269DR 80,00

La conversidn de aceites de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. a FAME se confirmé con el
analisis de los espectros de RMN-'H, con la ausencia de picos de protones glicéridos entre 4,2-
4,3 ppm vy la presencia de picos caracteristicos de grupos carbonil metilenos (-CH,-) a 2,2 ppm y
picos de protones metoxi (CHs-) a 3,6 ppm que presenta la Figura 4.2.21 [287,288]. Los
resultados de la Tabla 4.2.9 muestran que para la biomasa directa de la especie Chlorella vulgaris
el uso del catalizador homogéneo obtuvo un resultado ligeramente superior en comparacion
con el uso de la resina. Para el caso de la especie Scenedesmus sp., la biomasa directa con el
catalizador heterogéneo obtuvo un resultado mayor en comparacion con el uso del catalizador

homogéneo.

La bibliografia reporta conversién a FAME de 96,61 % con la técnica de RMN-'H para la
especie Chlorella homosphaera cultivada bajo condiciones de agotamiento de nitrégeno y con
el uso de un catalizador heterogéneo sintetizado a partir de hojas de rdbano calcinadas con una
relacién del 3 % en peso de catalizador y relacién Metanol:aceite de 10:1 a 60 °C y 120 min de
reaccién [287]. En la transesterificacién de Chlorella vulgaris con irradiacién por microondas con
metanol (MeOH) e hidréxido de potasio (KOH) como catalizador, la mayor conversién a FAME
fue de 77,64 % empleando una relacién biomasa:disolvente de 1:12, 2 % en peso del catalizador

y 40 min de reaccion [156].

Otros autores han empleado la técnica de RMN-!H para la caracterizacion cualitativa de otras
especies del género Scenedesmus con diferentes catalizadores y caracteristicas del cultivo. Para
la especie Scenedesmus rotundus se demostrd la conversion de triglicéridos a ésteres metilicos
de 4acidos grasos con la existencia de picos caracteristicos del grupo hidroxilo (-OH), enlaces de
alcanos (C-H a 1,482 - 1,317 ppm), carbonos alfa (-CH, a 2,0; 2,32 y 2,76 ppm) préximos a
carbonilos de FAME y grupos metoxi terminales (-OCHs a 3,29 - 3,6 ppm) y junto con el perfil
lipidico de la especie, se determind que la microalga tiene una cantidad elevada de ésteres

metilicos entre C16 y C18 que ayudan a la produccion de biodiésel de alta calidad [290].
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Para Scenedesmus sp. también hay reportes de la técnica de RMN-'H para la comprobacién
de la conversién a FAME . En la transesterificacion acida con H,SO, como catalizador se alcanzé
un rendimiento global de biodiésel de 59,11 % y un rendimiento de FAME de 96,5 %; asimismo,
el espectro de RMN-H mostrd los picos caracteristicos de ésteres metilicos y protones -CH; a
3,66-3,7 ppmy 2,26-2,3 ppm, proximos a los picos de biodiésel comercial (3,66 y 2,31-2,28 ppm)
y biodiésel de algas (3,66 y 2,32-2,28 ppm) [255]. Otros autores que han utilizado la misma
especie de estudio con fines mixtos de biorremediacién de aguas residuales domésticas y
produccién de biocombustibles bajo el enfoque de biorrefineria reportan un rendimiento de
biodiésel de 97,5 %, y su caracterizacién a partir de la técnica de RMN-'H denoté la presencia de
picos de acidos grasos de cadena larga en el rango de 0,5-3,0 ppm, de grupos metil éster (1,12-
3,65 ppm) y de componentes de acidos grasos insaturados del biodiésel 5,148 ppm [298]. Los
picos son concordantes con los mostrados por la especie Scenedesmus sp. en el presente

estudio.

4.3 Cultivo de consorcio de microalgas en agua residual de industria porcina

Después de haber realizado los cultivos monoalgales en los tres tipos de aguas residuales
considerados en la presente investigacion, en la Tabla 4.3.1 se resumen los valores de los
pardmetros de crecimiento, de biorremediacién y de contenido de lipidos mas importantes
hallados en la presente investigacidn. Los resultados indican que el cultivo en agua residual de
piscicultura presenta buenos pardmetros de concentracion y productividad de biomasa y de

lipidos; asi como valores superiores para fines de biorremediacién.

Como puede observarse en dicha tabla, el agua de industria porcina presentd los mayores
valores de eliminacidn de metales pesados, principalmente hierro y cromo que se redujeron
satisfactoriamente después del tratamiento con microalgas; y ademas, en este cultivo se obtuvo
la mayor cantidad de biomasa, por ello en el siguiente apartado se selecciond el agua de
industria porcina para el estudio de cultivos en consorcio de microalgas, el cual algunos autores
sugieren que aporta mejores condiciones al combinar especies de microorganismos que pueden
potenciar la eliminaciéon de nutrientes de aguas residuales y que ademas, ayudan a reducir

costes asociados al mantenimiento de cultivo monoalgales [21,299].

El agua residual de agua de la industria porcina también se selecciond como una opcién para
solventar un problema real de la gestion de este tipo de agua residual en negocios familiares
dedicados a la industria porcina en el Ecuador. El grave problema ambiental de estas aguas
residuales debe solventarse con urgencia, ya que dichos espacios no cuentan con plantas de

tratamiento de sus aguas, sino que son descargadas a cuerpos de agua o al suelo. Incluso,
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algunos lugares conocidos como “camales” operan en la clandestinidad, por lo que poder
establecer el potencial de este tipo de agua residual como medio de cultivo para microalgas
representa una opcion para la disminucién del impacto ambiental causado por esta actividad
comercial. Lamentablemente no hay investigaciones publicadas en revistas indexadas sobre el
impacto ambiental que genera este tipo de agua, Unicamente se cuentan con algunas
publicaciones generadas por reportajes en prensa impresa y de televisién. Por todo lo explicado
anteriormente, se selecciond el agua residual de la industria porcina para las pruebas que se

realizaron con un consorcio de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

Tabla 4.3.1 Resumen de caracteristicas principales de cultivos individuales de microalgas en las

aguas residuales consideradas en el presente estudio

Tipo de Especie de Concentracion Ellml‘::cmn Eliminacion  Contenido
agua m:)croal a de biomasa nutrientes de metales  de lipidos AGL (%)
residual & (g/L) ) (%) (%)
NT: 68,79 Ca: 58,89 18,91 28,02+1,70
. Scenedesmus PT: 60,34 Cr: 80
Indus'trla sp. 0,6206 COT: 60.92 Mo: 50 extraidos  extraidos con
porcina 76 : con MCH MCH
Agua DQO: 76,4 Fe: 94,94
residual NT:87,29  Ca: 61,91 21,49 34,92 £ 0,02
filtraday — cpjorellq 0665 PT:53,88  Cri80  ayrraidos
autoclavada g7 ' COT:7399  Mo:50 ooy ©Xtraidos con
DQO: 77,80  Fe: 96,28 . MCH
(1:2)
NT: 71,43 19,26 42,84 £ 5,03
Scenedesmus PT: 66,80 ,
Industria sp. 0,4927 COT: 39,33 i i);t;agj&s extraidos con
cervecera DQO: 80,64 . metanol
Agua (2:2)
fflets'd d“a' NT: 20,61 17,79+1,57 38,69 +0,60
auloziajaﬁa Chlorella 0,6095 PT: 22,82 -
vulgaris ! COT: 7,98 i’:;aéd&s extraidos con
DQO: 78,82 : |
(1:2) metano
NT: 98,81 30,26 42,13+13,62
Scenedesmus 03891 PT: 97,88 Ca: 18,75
Piscicultura sp. ’ COT:94,91  Fe:57,53 extraidos  extraidos con
Agua DQO: 1 con metanol C:M (1:2)
residual
filtrada y NT: 93,77 23,02 46,56 +3,33
autoclavada Chlorella PT: 91,96 Ca: 12,5
vulgaris 0,5869 COT:93,43 Fe:76,71  ©xtraidos  extraidos con
DQO: 59,12 con C:M acetato de
(2:2) etilo
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4.3.1 Tratamiento de las aguas residuales de la industria porcina con consorcio de microalgas

4.3.1.1 Caracterizacion del agua residual antes y después del cultivo de microalgas

Como se explicé anteriormente, el agua residual de la industria porcina puede ser una
alternativa prometedora para el cultivo de microalgas al eliminar el uso de fuentes naturales de
aguas y presentar buenos resultados en cuanto a la eliminacién de parametros como DQO, DBO
y otras cargas contaminantes de este tipo de aguas residuales como excesos en NT, PT, COT y

metales pesados [152].

En este sentido y de forma andloga a los cultivos monoalgales, el agua residual de la industria
porcina se analizé en términos de la concentracién de macronutrientes (NT, PT, COT, DQO, N-
NHa, pH, etc.), asi como en cuanto a concentracidn de metales presentes. El medio de control
empleado para la comparacién de valores de macronutrientes fue el medio Bold’s Basal Medium
(BBM); ampliamente empleado en el cultivo de microalgas. Nuevamente se realizd la
verificacidn de la viabilidad del agua residual de la industria porcina como medio de cultivo para
el consorcio de las microalgas de estudio mediante una comparacién directa de los parametros

analizados del agua residual y del medio de control.

En la Tabla 4.3.2 se muestran los resultados de la caracterizacion inicial del agua residual de
la industria porcina y del medio de control BBM previo al cultivo en consorcio de microalgas de
las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. En la Tabla 4.3.2, los resultados se expresan
como el promedio de triplicados y su desviacidn estandar. A partir de la comparacién realizada
puede observarse que, con excepcion del PT, el contenidos de NT y COT es mas alto en el agua

residual de la industria porcina respecto del medio BBM.

Los cultivos en los fotobiorreactores se realizaron entre los meses de octubre de 2022 y enero
de 2023, expuestos a las condiciones ambientales de la ciudad de Quito en Ecuador. El volumen
del cultivo era de 60 L, empleando el 60-80 % del volumen del fotobiorreactor para dejar el
espacio necesario para intercambio gaseoso y/o la posible formacion de espumas por el
suministro de aireacion. En los fotobiorreactores se colocé indculo de consorcio de microalgas
(cultivadas originalmente en un recipiente de 1 L agregando partes iguales de cada especie
durante 7 dias) y agua residual de faenamiento previamente esterilizada en una proporcion
1:10. Se mantuvo una aireacion constante proporcionada por un compresor y diariamente se
realizd control de pH y toma de muestras para analisis de cinética de crecimiento y peso seco.
Con el fin de reducir costes en la etapa de cultivo, no se realizé reposiciéon de medio durante los
dias de cultivo. La Figura 4.3.1 muestra el fotobiorreactor para el cultivo en consorcio expuestos

a la intemperie en la ciudad de Quito — Ecuador.
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Tabla 4.3.2 Concentracion inicial de macronutrientes principales, metales y otros parametros

fisicoquimicos presentes en el agua residual de la industria porcina y el medio BBM previo al

cultivo de las especies de microalgas de estudio en consorcio.

Parametros Fisicoquimicos ARFP BBM
Nitrégeno Total (mg/L N) 49+1,41 34,5+2,83
Fosforo Total (mg/L PO,3) 18,45 + 0,07 127,8+0,42

Carbono Organico Total (mg/L C) 80,2 £4,94 4+0,01
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O3) 464 + 16 255,05 +9,5
Calcio (mg/L) 23,89+0,72 9,43 £+ 0,57
Cobre (mg/L) 0,059 + 0,004 0,014 £ 0,001
Cromo (mg/L) <0,05LC <0,02 LD
Hierro (mg/L) 1,88 £0,11 0,19+0,01
Molibdeno (mg/L) <0,1LC <0,1LD
Nitrogeno amoniacal (mg/L) 71,97 1,23
Niquel (mg/L) <0,05LC <0,05LC
Plomo (mg/L) <0,05LC < 0,004 LD
Potasio (mg/L) 25,1+1,7 95,70 + 6,98
Sodio (mg/L) 50,3+3,2 105,95+ 7,72
Turbidez (NTU) 473 0,15
pH 7,02+0,6 7,01+£0,2

LD: Limite de Deteccion. LC: limite de cuantificacion

Figura 4.3.1 Imagen del fotobiorreactor con el cultivo en consorcio de Chlorella vulgaris y

Scenedesmus sp. en agua residual de industria porcina.

Al finalizar los cultivos, se realizd la cosecha de estos y se elimind el exceso de agua con

centrifugaciones sucesivas para obtener la biomasa de microalgas. El liquido sobrenadante se

almacend para ser analizado y evaluar la capacidad de biorremediacion de las microalgas con la

eliminacion de nutrientes y metales del medio. La biomasa microalgal recolectada fue analizada
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en términos de su composicién elemental en base seca y en contenido de lipidos totales, acidos

grasos libres (AGL).

Tabla 4.3.3 Eliminacidn de nutrientes en el agua residual de la industria porcina por el consorcio

de las especies de microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

. .. .. Concentracion Concentracion Eliminacion
Parametros Fisicoquimicos

Inicial Final Total (%)
Nitrégeno Total (mg/L N) 48,33 +1,53 4,00+ 2,00 91,72
Fésforo Total (mg/L PO4?3) 18,57 £ 0,321 7,07 £0,51 61,93
Carbono Orgénico Total (mg/L C) 85,67 £ 3,51 15,67 + 2,52 81,71
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O3) 464 * 16 3174 31,68
Calcio (mg/L) 23,89 0,72 17,64 + 0,07 26,16
Cobre (mg/L) 0,059 £ 0,004 0,03 £ 0,002 49,15
Cromo (mg/L) <0,05LC <0,01LD 80
Hierro (mg/L) 1,88+0,11 0,33+0,02 82,45
Molibdeno (mg/L) <0,1LC 0,04 + 0,003 60
Nitrégeno amoniacal (mg/L) 73,77 8,19+0,49 88,89
Niquel (mg/L) <0,05LC < 0,05 *
Plomo (mg/L) <0,05LC <0,05LD *
Potasio (mg/L) 25,1+1,7 43,15+ 2,93 -
Sodio (mg/L) 50,3 +3,2 44,00 * 3,56 12,52

LC: Limite de cuantificacién. LD: Limite de Deteccion. *Valores fuera de rango. -Sin eliminacion

La Tabla 4.3.3 muestra los porcentajes de eliminaciéon de los pardmetros fisicoquimicos
analizados del agua residual de la industria porcina tomando en cuenta los valores al inicio del
cultivo y en el sobrenadante final al cabo de 13 dias para el consorcio de microalgas de estudio
Se aprecia una eliminacién mayor al 60 % para los macronutrientes principales. La eliminacidn
de metales como hierro y cromo también es alta (> 80 %), lo cual es una buena condicién con

fines de biorremediacién del agua.

La Figura 4.3.2 muestra los porcentajes de eliminacion de macronutrientes (NT, PTy COT) del
cultivo en consorcio en agua residual de industria porcina y en el medio de control. El analisis
del contenido de nutrientes muestra porcentajes altos de eliminacidon de nutrientes a lo largo
de los 13 dias de cultivo en el agua de la industria porcina y su control en medio BBM para las
especies C. vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en consorcio. En la Figura 4.3.2, se observa una
eliminacion de NT de 91,72 % en el dia 13, correspondiente a una concentracion final de NT de
4,00 + 2,00 mg/L N. Por su parte el medio BBM alcanzé una eliminacion de dicho nutriente del
56,41 % después de 12 dias de cultivo, correspondiente a una concentracion inicial y final de

39,00 + 2,00 mg/L Ny 17,00 + 2,00 mg/L N, respectivamente. La Figura 4.3.2 también muestra
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el porcentaje de eliminacién de PT y COT al cabo de 13 dias de cultivo en los que se consiguio
eliminar el 61,93 % del PT presente, dejando una concentracién de 7,07 + 0,51 mg/L PO, de PT
en el dia 13. El medio BBM tuvo una eliminacion de 50,94 %, correspondiente a una
concentracién inicial y final de 31,36 + 0.56 mg/L PO,® y 15,38 *+ 0,55 mg/L PO43,
respectivamente. La eliminacidn de COT fue de 81,71 %, con una concentracién de COT final de
15,67 + 2,52 mg/L C. En el medio BBM la reduccion fue del 81,54 % del COT en el medio,
correspondiente a concentraciones iniciales y finales de 130,00 * 8,00 mg/L C y 24,00 + 2,00

mg/L C, respectivamente.

En el caso de micronutrientes y metales pesados, los resultados de la Tabla 4.3.3 indican
eliminaciones mayores al 80 % de nitrégeno amoniacal, Fe y Cr del medio de cultivo; eliminacién
del 60 % del Mo presente en el medio, y reducciones menores del 50 % para Cu, Cay Na. Para K
se observd un incremento de concentracion; mientras que para Niy Pb no fue posible calcular
el porcentaje de eliminacién ya que las concentraciones estuvieron fuera del rango de

sensibilidad de la técnica de analisis empleada.

Diversos estudios demuestran que el N es un factor limitante para el crecimiento de
microalgas por lo que concentraciones dptimas de N en el medio de cultivo permite la sintesis
de metabolitos de la microalga y su crecimiento; sin embargo, concentraciones de N mayores
de 150 mg/L, son tdxicas para las microalgas [191]. Por su parte, el P también es importante
para el crecimiento de microalgas y su eliminaciéon en el medio de cultivo estd asociada al
almacenamiento de fosfatos en el citoplasma (en forma de polisacaridos, lipidos y polimeros,
principalmente), crecimiento celular y biosorcién a través de la pared celular [102]. La
eliminacion de estos nutrientes en aguas residuales es importante puesto que su inadecuada

eliminacion podria conducir a la eutrofizacién de las aguas o dafios ambientales [300].

En la presente investigacidn, se cultivé un consorcio de microalgas de las especies C. vulgaris
y Scenedesmus sp. en agua residual de industria porcina con concentraciones de NT similar al
del medio control (Medio BBM), pero con deficiencias de PT respecto del control. Los resultados
de la eliminacién de NT (91,72 %) y PT (61,93 %) en el cultivo en consorcio son mayores frente a
los valores para estos mismos pardmetros para los cultivos monoalgales en el mismo tipo de
agua residual (Chlorella vulgaris: NT: 87,29 %; PT: 53,88 % y Scenedesmus sp.: NT: 68,79 %; PT:

60,34 %) obtenidos en este trabajo doctoral (seccion 4.1).
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Figura 4.3.2 Porcentaje de eliminacidn de nutrientes en términos de NT (mg/L N vs. Tiempo), de
PT (mg/L POs* vs. Tiempo) y COT (mg/L C vs. Tiempo) del consorcio de Chlorella vulgaris y

Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de industria porcina durante 13 dias.

Algunos autores reportan que los cultivos en consorcio pueden llegar a alcanzar mas del 15
% en eficiencias de eliminacidn, e incluso menores tiempos de cultivo y tiempos de retencidn
hidraulica [21,30,299,301,302]. Un grupo de investigadores etiopes realizaron un estudio similar
al presente cultivando especies de Chlorella y Scenedesmus de manera individual y en consorcio,
en agua residual de matadero anaerdbicamente tratada (no se indican las especies ni la
procedencia del agua del matadero), encontrando rangos de eliminacion de NT: 96,74-97,47 %;
N-NOs: 91,49-92,91 % y N-NHs*: 97,94-99,46 % [303]. Estos valores son comparables a los
encontrados en la presente investigacidon, pudiendo estar relacionados estos resultados al

tratamiento anaerobio del agua residual de faenamiento de la investigacidn citada.

Hernandez et al., (2016) emplearon agua residual de la industria porcina para el cultivo de
un consorcio de microalga-bacterias en dos estanques de algas de alta tasa (high rate algal ponds
por su nombre en inglés), de 75 L con condiciones controladas de temperatura dentro del
laboratorio y en invernaderos con fines de aplicaciones en el drea de biocombustibles. El agua
residual de la industria porcina (ST: 753 = 18 mg/L, DQOT: 1621 + 81 mg/L, N-NH;*: 9,2 £ 0,5
mg/L, PT: 1,4 £ 0,1 mg/L) se diluyd tres veces con agua corriente antes de realizar el cultivo. El
consorcio estuvo conformado por microalgas de las especies Chlamydomonas subcaudata,
Anabaena sp., Phormidium tergestirum y Nitzschia sp., junto con bacterias procedentes de lodo

aerébico tomado del reactor de lodos activados de una planta de tratamiento de aguas

174



residuales. Los estanques o reactores tuvieron una eliminacién de DQO y PT de 92 % y 71 %,
respectivamente para los reactores ubicados en laboratorio y de 86 % y 91 % para los reactores

ubicados en invernaderos [41].

En otro estudio en Brasil, Pompei et al., (2023) cultivaron consorcios de microalgas y
cianobacterias nativas en un efluente de agua residual anaerébicamente tratada de una planta
depuradora de aguas. Tetradesmus sp. y Mychonastes homosphaera fueron las especies
dominantes durante el estudio realizado en fotobiorreactores interiores y expuestos a la
intemperie. Tras de 7 dias de cultivo la eliminacion de NT y PT fue de 85 % y 88 %,
respectivamente. Los autores asocian esta alta eliminacién con las condiciones de alta
irradiancia (1600 pmol/m?-s) y temperatura (30,4 + 3,8 °C), caracteristica de zonas tropicales

[81].

Entre los consorcios mas estudiados se encuentra el consorcio microalga-bacteria, el cual
incluye un conjunto de interacciones que favorecen el rendimiento en el tratamiento de aguas
residuales, con incrementos en la eliminacidon de nutrientes. Estas interacciones, en algunos
casos simbidtica y en otros casos antagdnica, incluyen transferencia de masa, energia y genes
[21,304]. Sin embargo, otros tipos de consorcios también han demostrado ser eficientes para la
eliminacion de nutrientes; tal es el caso de consorcios microalgas-levaduras, microalgas-hongos,
microalgas-cianobacterias, comunidades microbianas, etc. [21,30,79,301,305,306]. Ademas, el
uso de consorcios contribuye a la reduccion de costes correspondientes a la etapa de

esterilizacidn de las aguas residuales como medios de cultivo.

En la presente investigacion, el consorcio se mantuvo en un cultivo mixotréfico empleando
luz como fuente de energia y fuentes de carbono organico e inorgdnico de manera simultanea.
El suministro de CO; se realizé con aireacién mediante burbujeo de aire filtrado del ambiente
como principal fuente de carbono inorgdnico, y el agua residual de faenamiento aporto el
carbono orgdnico. Al cabo de 13 dias, el consorcio de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.
alcanzé una eliminacidn de 81,71 % de COT, con una baja eliminacién de DQO (31,68 %). Sin
embargo, el estudio de investigadores etiopes de especies de Chlorella y Scenedesmus de forma
individual y en consorcio en agua residual de faenamiento anaerébicamente tratada reporta una
mayor eliminacién de DQO (86,74-93,11 %) para el cultivo en consorcio [303], frente al presente

estudio.
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Eliminacion de otros parametros fisicoquimicos y metales pesados en agua residual de

industria porcina

La Tabla 4.3.3 presenta también la eliminacidn total de ciertos micronutrientes y metales
pesados analizados en el agua residual de industria porcina donde se comparan las
concentraciones iniciales y finales del cultivo en consorcio de Chlorella vulgaris y Scenedesmus
sp. Entre los metales pesados se incluyen mercurio, cobre, hierro, plomo, zinc, plata, cadmio,
arsénico, niquel, cobalto, estaifo, cromo y elementos del grupo del platino: rutenio, paladio,
iridio, rodio, osmio y platino; caracterizados por tener densidad mayor a cinco veces la densidad
del agua [168,307,308]. Estos metales no son biodegradables y se bioacumulan en la cadena
tréfica causando serias afecciones a la salud. En la actualidad se emplean métodos quimicos
para su eliminacidon tales como oxidacién, adsorcién y tratamientos con membranas que
resultan costosos y poco eficientes para la eliminacion de estos metales a bajas concentraciones

[187,308-310].

En el apartado 4.1 se discutid sobre la capacidad de eliminaciéon de nutrientes y metales
pesados de las especies individuales; cada uno de los nutrientes y metales analizados juegan un
papel importante para el éptimo crecimiento de las microalgas; por ejemplo, en el caso del Ca
es indispensable para las funciones de la pared celular de las microalgas [164], y es importante
para la floculacién de las mismas en las etapas de cultivo, especialmente en las condiciones de

pH alto, las sales de calcio precipitan en el medio [165].

En la literatura de estudios de consorcios con fines de biorremediacion de aguas residuales
es escasa la informacidén publicada sobre Mg, Na y K; los autores indican que su presencia en el
medio de cultivo es esencial y que, en el caso de remediacidon de aguas, iones competitivos como
calcio (Ca?*) y magnesio (Mg?*) compiten con los iones de metales pesados por los sitios activos
en la superficie celular de microalgas y bacterias, pudiendo reducir la capacidad de eliminacién

de metales pesados y la eficiencia del consorcio para tal fin [311].

Si bien concentraciones de Cu mayores a 2 mg/L impiden el proceso de la fotosintesis
afectando el crecimiento de la microalga [186], su presencia en el medio de cultivo es
fundamental para el sistema de transporte de electrones; y como cofactor de ciertas enzimas
[164]. Estudios demuestran que las microalgas en monocultivos son capaces de eliminar del 32-
45 % del Cu presente en aguas residuales [189], y que dicha eliminacién estd asociada a los
valores del pH del medio; pues cerca del pH neutro, se mejora la adsorcién de Cu [201]. En el
caso del Fe, este es un cofactor necesario para varios sistemas enzimaticos relacionados al

crecimiento de la microalga; incluso algunos autores afirman que existe una relacién entre un
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alto contenido de Fe y la limitacidn de N para la alta productividad lipidica de especies del género
Chlorella [202]. En comparaciéon con los cultivos individuales en este mismo tipo de agua
residual, el cultivo en consorcio fue menos eficiente para la reducciéon de Fe; sin embargo,

elimind Cu, a diferencia de los cultivos monoalgales cuya concentracién de Cu se incrementd.

La eliminacién de Cr del consorcio del presente estudio (80 %) es similar a la eliminacion
alcanzada por las especies individuales cultivadas en agua de industria porcina (apartado 4.1) y
mayor a la eficiencia de C. vulgaris como especie individual hacia la eliminacidn de Cr reportada
por otros autores proxima al 58 % [189]. En una investigacién se evalud un lodo granular
aerébico conformado por un consorcio alga-bacteria para la eliminacién de Cr en forma de Cr
(V1), Cr (lll) y Cr total. El proceso de biosorcién de parte del sistema de lodo granular aerdbico
con este consorcio, permitié la eliminacion de 99,3 % de Cr(VI) en condiciones de pH de 2 y en
tan solo 6 horas de biosorcidn; a pH de 6, la eliminacidn total de Cr fue de 89,1 %. Para Cr (lll) se
alcanzd una eliminacién de 66,8 %, resaltando que esta eliminacion es debida a acumulacién

intracelular en los microorganismos [312].

Muchos autores indican que las microalgas requieren del consumo de trazas de Mo para
procesos enzimaticos y de metabolismo celular [313]; sin embargo, es escasa la literatura de
eliminacion de este metal; en el presente estudio, la eliminacién de Mo fue de
aproximadamente 50 % y 60 % para los monocultivos y el cultivo en consorcio, respectivamente.
En el area de Ingenieria de Nanomateriales se ha estudiado el disulfuro de molibdeno (MoS,)
por sus excelentes propiedades mecanicas, termodinamicas, por lo que su uso en el area
electrénica se ha expandido trayendo consigo dafios a ecosistemas por sus efectos adversos a

organismos acuaticos.

Para el caso del Ni y Pb no fue posible determinar un porcentaje de eliminacién en este
estudio pues se mantuvo fuera del rango de medicién de la técnica, pero se sabe que
concentraciones elevadas de Ni afectan el crecimiento de las microalgas, aunque es necesario
para las especies que metabolizan urea en el medio y el Pb en concentraciones mayores a 5
umol/L destruyen la clorofila debido al incremento del estrés inhibidor en el proceso de la

fotosintesis, lo cual afecta al crecimiento celular [190].

La Tabla 4.3.4 muestra los limites maximos permisibles para la descarga al sistema de
alcantarillado municipal que establece la normativa ambiental vigente en el Acuerdo Ministerial
N° 097 Ay su comparacion con la reduccidn de nutrientes alcanzada en el ARFP con cultivo en
consorcio de las microalgas de estudio [73]. Puede observarse que el tratamiento con el

consorcio da cumplimiento a todos los parametros considerados para la descarga permitido al
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sistema de alcantarillado publico; a diferencia de las especies individuales en el mismo tipo de
agua residual que no dio cumplimiento al valor minimo de descarga de fésforo (P); esto destaca

el potencial de biorremediacion de las microalgas en el consorcio.

Tabla 4.3.4 Comparacién de limites de descarga de la normativa ambiental ecuatoriana vigente
con la concentracién final de parametro fisicoquimicos posterior al tratamiento de agua residual
de industria porcina con un consorcio conformado por las especies Chlorella vulgaris y

Scenedesmus sp.

.. .. Cumplimiento
Limite de Concentracion P

Parametros Fisicoquimicos descarga Final de nPrma
ambiental
Nitrégeno Total (mg/L N) 60,0 4,00 +2,00 Si
Fésforo Total (mg/L PO43) 15,00 7,07 £0,51 Si
Carbono Organico Total (mg/L C) N.R. 15,67 £2,52 -
Demanda Quimica de Oxigeno (mg/L O,) 500 317 +4 Si
Calcio (mg/L) N.R. 17,64 £ 0,07 -
Cobre (mg/L) 1,00 0,03 £ 0,002 Si
Cromo (mg/L) 0,5 <0,01LD Si
Hierro (mg/L) 25,00 0,33 +0,02 Si
Molibdeno (mg/L) N.R. 0,04 + 0,003 -
Nitrégeno amoniacal (mg/L) N.R. 8,19+0,49 -
Niquel (mg/L) 2,00 < 0,05 Si
Plomo (mg/L) 0,5 <0,05LD Si
Potasio (mg/L) N.R. 43,15+ 2,93 -
Sodio (mg/L) N.R. 44,00 + 3,56 -

N.R.: no reportado

4.3.1.2 Crecimiento de la biomasa en el agua residual seleccionada

La Figura 4.3.3 presenta el crecimiento celular para las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp. cultivadas en consorcio durante 13 dias en el agua residual de la industria
porcina sin reposicidn de nutrientes durante el tiempo de cultivo (resultados por triplicado). El
cultivo en consorcio inicid con una concentracidn celular de 1,08:10° + 4,69-10% cel/mL,
apreciando una fase exponencial desde el dia 1 al dia 6 con un incremento de concentracion
hasta 4,13-10°+ 6,05-10* cel/mL; y desde el dia 6 a 13 se aprecia notoriamente la fase de muerte

celular con una reduccidn en la concentracién de 1,89-10°+ 1,97-10* cel/mL.
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Figura 4.3.3 Crecimiento celular del consorcio de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas

en agua residual de industria porcina y su control en medio BBM.

En la misma figura se muestra el crecimiento celular de las especies en consorcio en el medio
BBM empleado como medio de control durante 14 dias; en este medio se registré una fase de
crecimiento exponencial del dia 1 al 9 con un aumento en la concentracién desde 1,82-10° +
2,26-10% cel/mL hasta 1,37-10%+ 3,88-10% cel/mL, seguidamente se aprecia una fase estacionaria
comprendida entre los dias 9-12, y la fase de muerte celular con una disminucién en la
concentracion celular de 1,21-10%+ 2,43-103 cel/mL. Comparando ambos cultivos, se aprecia un
crecimiento similar desde la siembra hasta el dia 4 en el que hubo un despunte en el crecimiento

celular del consorcio en el medio sintético BBM, respecto del cultivo en el ARFP.

La Figura 4.3.4 muestra el peso seco del consorcio conformado por las especies Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp. durante 13 dias de cultivo en el agua residual de industria porcinay
su comparacion con el consorcio de las mismas especies cultivado en el medio de control BBM
(resultados por triplicado). Para el agua residual, el peso seco inicia en el dia cero con 0,0032 +
0,0018 g/L, del dia 1 al dia 6 se observa una fase exponencial alcanzando una concentracién de
0,0065 + 0,0033 g/L; y desde el dia 6 al 13 el peso seco registrdé una disminucidn en su valor
hasta 0,0044 + 0,0016 g/L al finalizar el cultivo. Para el medio de control BBM se observaron
valores mayores para el peso seco en comparacidn con los valores obtenidos en el agua residual
de industria porcina, iniciando con valores de 0,0032 + 0,0032 g/L al inicio del cultivo, valores
maximos de peso seco al dia 8 con 0,0081 + 0,0003 g/L y finalizando con registros de peso seco

de 0,0017 + 0,0007 g/L.

179



0,0100

0,0090
0,0080
0,0070
0,0060
