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Resumen

Las microalgas son organismos microscopicos fotosintéticos que pueden ser utilizadas en
tratamiento de aguas residuales, con fines fundamentales como lo son la remocién de nutrientes y
la produccion de biomasa. Dentro de los factores de crecimiento mas importantes se encuentran la
fuente de carbono, la luz, el pH, la temperatura y el flujo de aireacion. Esta investigacion presenta
la evaluacion de dos fuentes de carbono inorganicas (carbonato de sodio y bicarbonato de sodio)
en diferentes concentraciones para la produccion de biomasa usando efluentes piscicolas de la
especie Oreochromis sp (tilapia roja) como medio de cultivo, asi mismo, mediante un disefio de
experimentos por STATISTICA 7.0 se evaltan las condiciones de N/P favorables para ajustar y
enriquecer el medio con el fin de obtener valores maximos de produccion. Seguidamente, se
observo la influencia del ciclo Luz: oscuridad en medios con condiciones de fuente C/N/P, para lo
cual, se suplementaron con 1.2 g/L de bicarbonato de sodio, 1.471 mM de Nitrato de sodio, 0.215
mM de fosfato dipotasico y 0.643 mM de fosfato monopotéasico en fotoperiodos de 12:12, 16:8 y
24:0 realizando un cultivo comparable no suplementado. Se concluye que Chlorella sp presenta
resultados viables como estrategia de tratamiento previo de este tipo de agua residual ajustando el
cultivo con las condiciones adecuadas, logrando eficiencia en la produccion de biomasa,
eliminacion de nutrientes y produccion de proteinas, lo cual representa un adelanto para el
desarrollo tecnoldgico de cultivos de microalgas en agua residual de piscicultura en Norte de

Santander.


https://statistica.software.informer.com/7.0/

Abstract

Microalgae are microscopic photosynthetic organisms that can be used in wastewater treatment,
with fundamental purposes such as the removal of nutrients and the production of biomass. Among
the most important growth factors are the carbon source, light, pH, temperature and aeration flow.
This research presents the evaluation of two inorganic carbon sources (sodium carbonate and
sodium bicarbonate) in different concentrations for biomass production using fish effluents of the
species Oreochromis sp (red tilapia) as a culture medium, likewise, by means of a Design of
experiments by STATISTICA 7.0, favorable N/P conditions are evaluated to adjust and enrich the
medium in order to obtain maximum production values. Next, the influence of the Light: dark
cycle was observed in media with source conditions C/N/P, for which, they were supplemented
with 1.2 g/L of sodium bicarbonate, 1,471 mM of sodium nitrate, 0.215 mM of phosphate
dipotassium and 0.643 mM monopotassium phosphate at 12:12, 16: 8 and 24: 0 photoperiods
performing a comparable unsupplemented culture. It is concluded that Chlorella sp presents viable
results as a pre-treatment strategy for this type of wastewater, adjusting the crop with the
appropriate conditions, achieving efficiency in biomass production, nutrient elimination and
protein production, which represents an advance for the technological development of microalgae

cultures in fish farming wastewater in Norte de Santander.
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Introduccion

Las microalgas son organismos fotosintéticos unicelulares que utilizan la luz y dioxido de
carbono como energia, con una produccion de biomasa fotosintéticamente mas eficiente que las
plantas (Miao y Wu, 2006). Las microalgas son empleadas en la produccion de alimentos y
farmacéutica, ademas poseen gran potencial para la produccién de biocombustibles renovables
como biodiesel y biogas, ya que algunos de estos microorganismos pueden acumular 70% o mas
de su biomasa seca como hidrocarburos (Chisti, 2006).

Dentro de los factores de crecimiento de las microalgas, la fuente de carbono suele ser uno
de los mas criticos. Segn Xu, Miao y Wu (2006), las microalgas pueden cultivarse en condiciones
fotoautotrofas, heterdtrofas y mixotroficas dependiendo de la fuente de carbono utilizada, tales
como dioxido de carbono, acetato, glucosa u otros compuestos organicos.

Se ha demostrado que existe la posibilidad de cultivar las microalgas en aguas residuales
(Li, et al., 2019) siendo eficientes en la remocién de nutrientes; lo que requiere una eleccion
especifica de la especie de microalga y de las condiciones de crecimiento (Rizwan, Mujtaba,
Ahmed, Lee y Rashid, 2018). Con esto se ha logrado aumentar el rendimiento de biomasa y el
beneficio del valor agregado (Lowrey, Armenta y Brooks, 2016). A nivel de laboratorio existe
una amplia gama de medios de cultivos disefiados especificamente para cada cepa en particular,
asi como diferentes métodos desde cultivos abiertos hasta sistemas de cultivos cerrados (Sabri,
Sultan y Al-Dahhan, 2018).

Estos microorganismos se encuentran en varios ambientes debido a que tienen la capacidad
para crecer en aguas dulces, aguas residuales y aguas marinas. Los sistemas acuaticos funcionan

gracias al papel fundamental que cumplen las microalgas, razon por la cual han sido incorporadas
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a distintos procesos industriales, manteniendo asi los principios basicos del equilibrio poblacional
y a su vez evaluando su comportamiento con el fin de aprovechar su maximo potencial.

Las microalgas posibilitan la obtencion de biomoléculas como lipidos, proteinas e hidratos
de carbono, asi mismo, son productoras de carotenoides (astaxantinas, B-carotenos y xantofilas),
omega 3y polisacaridos, de los cuales se puede obtener productos de interés aplicados a distintos
sectores como aditivos alimentarios, colorantes, productos farmacéuticos y bioplasticos (Moreno-
Garcia, Adjallé, Barnabé, y Raghavan, 2017).

Se conocen diversos estudios donde son utilizadas para el tratamiento de aguas residuales
de acuicultura, estas aguas son apropiadas para sustituir el agua dulce en cultivos de microalgas,
segun (Kuo, et al., 2016) la biomasa generada por las microalgas cultivadas en aguas residuales de
acuicultura puede ser usada para producir alimento para animales sin significar ningln riesgo.

En relacion con el costo de produccion de las microalgas se deben tener en cuenta aspectos
como los balances de masa, energia y los equipos que se utilizaran en el proceso para gque en cierto
modo el costo no se eleve en gran medida y que su produccion sea rentable (Pandey, Lee, Chang,
Chisti y Soccol, 2018).

El presente estudio se basa en la utilizacion de agua residual proveniente de la piscicola El
Manantial en el municipio del Zulia (Norte de Santander), un estanque donde se realizan cultivos
de Oreochromis sp (Tilapia roja) con un tiempo de sistema productivo de 6 meses, en densidades
mayores de 12 tilapias por m3 es necesario contar con sistemas de aireacion o con alto porcentaje
de recambio de agua (40-50%). Con esto, se busca determinar la fuente carbono apropiada para
suplementar un medio de cultivo a partir de agua residual de piscicultura, para asi lograr un alto
rendimiento de la biomasa, la reduccion de elementos del medio y la posible cuantificacion de

proteinas utilizando microalgas y cianobacterias.


https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/engineering/polysaccharides
https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/engineering/bioplastics
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1. Problema

1.1. Titulo
Evaluacion del efecto de la fuente de carbono para la produccion de biomasa microalgal

utilizando efluentes piscicolas como medio de cultivo.

1.2. Planteamiento del problema
Las fuentes hidricas estan siendo afectadas por la contaminacion causada por la escorrentia de las
aguas residuales de piscicultura, causando uno de los principales problemas ambientales como lo
es la eutrofizacion, ocasionada por la contaminacion por nutrientes como N/P que degradan la
calidad del agua y amenazan los sistemas acuaticos. Como medida de mitigacién es importante
realizar la remocion de nutrientes presentes en este tipo de agua residual previamente a la descarga
en los medios acuaticos, la cual puede ser realizada incorporando organismos que aprovechen
estos nutrientes para su crecimiento como las microalgas. Para que esto sea posible, se requiere
cumplir con condiciones como: sistemas y estrategias de cultivo viables donde se aproveche al
méaximo el efluente, métodos de separacion de biomasa a bajo costo y control de factores como
luz y temperatura, concentracién inicial de inoculo y contaminacién por otros microorganismos,
ademas de regular el pH, la concentracién de fuente de carbono y otros nutrientes (Beltran-Rocha,
Guajardo-Barbosa, Barcel6-Quintal & Lopez-Chuken, 2017).

El crecimiento de cultivo en condiciones fotoautdtrofas de las microalgas implica el uso de
carbono inorganico ya sea en forma de COz u otras fuentes de carbono para producir energia a
través de la fotosintesis (Ren et al., 2010). Por otro lado, el carbono organico puede ser utilizado

por algunas especies de microalgas directamente en presencia o ausencia de un suministro de luz,
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esto se conoce como cultivo heterotrofico (Chojnacka y Noworyta, 2004). Los efluentes son
producidos por diferentes industrias, como pueden ser, las plantas de celulosa, lacteos, alimentos
y bebidas, asi como también de tipo municipal, ganadero, agricola y minero entre otras actividades.
Las aguas residuales son ricas en carbono organico, nitrégeno (N), fosforo (P), vitaminas y metales
traza, que proporciona un excelente sustrato para el crecimiento de microalgas heterotroficas /
mixotroficas (Pires, Alvim-Ferraz, Martins y Simdes, 2013). Dentro de las principales desventajas
del cultivo heterotréfico de microalgas se pueden identificar: los costos, la produccion de didxido
de carbono, la mayor posibilidad de contaminacién y menor pigmentacién. Sin embargo, estos
factores pueden no significar desventaja al utilizar aguas residuales como sustrato para el cultivo
heterotréfico, se ha identificado que el tratamiento de aguas residuales con microalgas consume N
y P, por lo tanto, al descargar aguas residuales tratadas con microalgas en los rios, arroyos y lagos
locales, las posibilidades de eutrofizacion disminuyen (Shandilya y Pattarkine, 2019), el desarrollo
varia extraordinariamente segun la literatura, eventualmente debe ser por los diferentes efluentes,
condiciones de cultivo y cepa seleccionada (Carvalho, Bittencourt, Ferrari, & Soccol, 2019). En
general, el uso de aguas residuales para la produccion de microalgas conlleva una doble ventaja,
por un lado, proporciona materia prima rentable para el cultivo de microalgas y al mismo tiempo
se tratan este tipo de efluentes, contribuyendo asi, al medio ambiente (Wang, Fu y Pei, 2012).
Uno de los factores mas importantes para lograr una produccion de microalgas a escala
comercial es que sea econdmica y ambientalmente factible, es decir, con el desarrollo de sistemas
de cultivos sostenibles y rentables. La industria biotecnoldgica enfocada en la produccién de
microalgas requiere gran inversién econdmica en la adquisicion de nutrientes especiales para el

cultivo de las mismas. Una gran parte del costo se debe al consumo de carbono organico durante
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el cultivo de microalgas, que puede compensarse si las aguas residuales se utilizan para el cultivo
(Stillwell y Webber, 2014).

Los estudios deben encaminarse a sistemas integrados donde se haga utilizacion de gases
de combustion como el CO., Nitrogeno y fosforo presente, donde se trataria uno de los principales
problemas que ha causado impacto ambiental y costos elevados en la produccién microalgal

(Chen, Ho, Ren, Chang y Nagarajan, 2018).

1.3. Formulacion del problema
¢Es posible evaluar el efecto de la fuente de carbono para la produccion de biomasa
microalgal aprovechando efluentes piscicolas como medio de cultivo y determinar su capacidad

de biorremediar el agua post-cultivo?

1.4. Justificacion
El cultivo de microalgas se ha destacado en el tratamiento de diferentes tipos de efluentes, siendo
ecologicamente mas seguro y con menor costo. Incorporar las aguas residuales de piscicultura
como medio de cultivo representa tres ventajas fundamentales como lo son: 1) La utilizacién del
agua residual disminuye la cantidad de nutrientes que requiere un cultivo haciéndolo viable
econdémica y ambientalmente. 2) Se da un proceso de tratamiento al agua residual para que
disminuya la carga contaminante antes de regresar a las fuentes hidricas, con beneficios de
recuperacion y reciclaje de recursos. 3) Se evaltan las condiciones para mejorar la produccion
microalgal.

Las microalgas se han estudiado en los Gltimos afios siendo una gran fuente de metabolitos

con valor agregado, brindando aplicaciones para la salud humana y de animales. Ademas, se
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conocen aplicaciones en alimentos funcionales, cosméticos de uso terapéutico, biocombustibles,
entre otros. Estos organismos no compiten por el uso de tierras agricolas, tienen la facilidad de
desarrollarse en diferentes tipos de agua, a su vez captan los niveles de CO2 que se presentan por
las acciones del hombre dado a su organismo autotréfico (Ibafiez, 2017). Dentro de las fuentes de
carbono estudiadas para el crecimiento de microalgas se encuentra el bicarbonato de sodio,
evidenciando aumento en el crecimiento, mejora en la division celular y en los procesos
metabolicos de las microalgas (Pancha et al., 2015); ademas, al ser suministrado es utilizado por
estos microorganismos fotosintéticos como fuente de carbono inorganico derivando asi didxido de
carbono. Se ha confirmado que el suministro de fuentes de carbono inorganicas tiene una gran
influencia en la acumulacion de lipidos en microalgas marinas y de agua dulce.

Segun Silva, Gris, Sforza, La Rocca y Bertucco, (2016) mediante la utilizacion del CO2 que
se encuentra en el aire se puede mitigar el impacto ambiental, pero a su vez requiere alternativas
viables debido a que se utiliza un gas de combustion por lo que es necesario un disefio donde se
logre el maximo aprovechamiento en todo el proceso sin que se pierda el COz, lo que genera altos
costos para la produccion de microalgas. Por esta razén estos autores utilizaron bicarbonato de
sodio para su posible aplicacion en el cultivo de cianobacterias como fuente de carbono evaluando
a Synechocococcus PCC 7002 para la produccién de carbohidratos.

Por otra parte, Mokashi, Shetty, George y Sibi, (2016) en su estudio con Chlorella vulgaris,
emplearon medio que contenia bicarbonato de sodio como fuente de carbono inorgéanico,
comprobando que al afiadir esta fuente de carbono se incrementa significativamente la cantidad de
biomasa, lipidos y pigmentos. Por lo tanto, se requiere evaluar el cultivo de microalgas
heterotréficas y mixotréficas en medios de aguas residuales, asi como el efecto de la fuente de

carbono, ya que puede ofrecer una mejora con respecto a los costos de produccion y la obtencion
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de bioproductos en concentraciones mas altas. Estas vias metabdlicas deben explorarse utilizando
especies de microalgas autoctonas que se desempefian bien en corrientes de aguas residuales o en
sistemas de cultivo de multiples etapas para garantizar la viabilidad financiera y la sostenibilidad
general (Shandilya y Pattarkine, 2019).

La adicién de una fuente de carbono en medios elaborados a partir de agua de explotacion
piscicola, en este caso, bicarbonato de sodio y carbonato de sodio favorece la produccion de
biomasa de microalgas. Estas son seleccionadas porque representan menor costo de adquisicion y
por las ventajas que brinda en cuanto a la facilidad de manejo, transporte y presentan facilidad de
disolucidn en el medio para que las microalgas asimilen el carbono organico en la forma de CO>

en el proceso fotosintético (Wang et al. 2008).

1.5. Objetivos

Para el desarrollo de este proyecto se plantearon los siguientes objetivos:

1.5.1 Objetivo General. Evaluar el efecto de la fuente de carbono para la produccion de
biomasa microalgal utilizando efluentes piscicolas como medio de cultivo.

1.5.2 Objetivos Especificos. Determinar el efecto de la concentracion de dos fuentes
inorganicas de carbono (carbonato y bicarbonato de sodio) en la produccion de biomasa.

Evaluar las condiciones minimas de la concentracion de fuente de N y P para el
aprovechamiento de las aguas residuales de piscicultura en la produccion de biomasa.

Identificar la influencia del ciclo Luz: Oscuridad en el proceso de cultivo de los mejores

resultados obtenidos de la evaluacién de la fuente de C, Ny P.
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1.6. Delimitacion

1.6.1. Delimitacion Espacial. Este proyecto se llevo a cabo en los laboratorios de calidad
ambiental del Complejo Experimental Campos Eliseos de la Universidad Francisco De Paula
Santander, Km 1 Via Los Patios.

1.6.2. Delimitacion Temporal. El presente trabajo de investigacion tuvo una duracién

aproximada de 12 meses a partir de su aprobacion por parte del comité curricular.



24

2. Marco referencial

2.1. Antecedentes

Pancha et al., (2015) en su estudio “Bicarbonate supplementation enhanced biofuel
production potential as well as nutritional stress mitigation in the microalgae Scenedesmus sp.
CCNM 1077, determinaron la concentracion optima de bicarbonato de sodio para obtener una
cantidad mayor de biomasa, contenido de lipidos y carbohidratos en microalgas, también
evaluaron el papel de la suplementacion con bicarbonato en diferentes condiciones. Los resultados
que se obtuvieron reflejaron que la concentracién éptima es 0.6 g/L de bicarbonato de sodio, con
esto se logré aumentar la produccion en comparacion con las condiciones de crecimiento
normales. La adicion de éste al medio permite que aumente la actividad de las enzimas.

Del mismo modo, Mokashi et al., (2016) en el estudio “Sodium Bicarbonate as Inorganic
Carbon Source for Higher Biomass and Lipid Production Integrated Carbon Capture in Chlorella
vulgaris” utilizaron bicarbonato de sodio como fuente de carbono para suplementar agua residual
como medio de cultivo microalgal. Se aumento el contenido total de clorofila y la productividad
de biomasa de las microalgas de manera dependiente de la dosis con la adicion de bicarbonato.
Los resultados mostraron que a 1 g/L de concentracion de bicarbonato de sodio, se encontr6é una
fijacion maxima de CO.. Con este estudio se determind que la adicion de bicarbonato de sodio
aumenta la abundancia celular, el contenido de clorofila y, en cierta medida, el contenido de
lipidos.

Afos después Srinivasan et., al (2018), realizaron un trabajo de investigacién denominado
“Bicarbonate supplementation enhances growth and biochemical composition of Dunaliella

salina V-101 by reducing oxidative stress induced during macronutrient deficit conditions” para
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evaluar el efecto de diferentes cantidades de bicarbonato para la produccién de biomasa, actividad
fotosintética, constituyentes bioguimicos, la absorcion de nutrientes y la respuesta antioxidante de
una microalga variando las condiciones de déficit de macronutrientes. Con esto, lograron aumentar
significativamente la biomasa, los carotenoides, incluidos el B-caroteno y la luteina, los lipidos y
el contenido de acidos grasos, incrementando la actividad de las enzimas asimilatorias y anhidrasa
carbénica mediante la adicion de bicarbonato de sodio. Por ultimo, se logré reducir el estrés
oxidativo, lo cual disminuye el dafio de la peroxidacion lipidica y mejoro las actividades de las
enzimas antioxidantes en cultivos bajo estrés nutricional, mediante la adicion de esta fuente de

carbono.

2.2. Marco tedrico

Las microalgas son cultivadas con diversas fuentes de nutrientes indispensables para su
crecimiento. La fuente de carbono influye significativamente en el medio de cultivo, por esto se
han hecho investigaciones variando su concentracion con el fin de obtener resultados mas
eficientes. Gracias a la posibilidad que ofrecen las microalgas como productoras valiosas, en la
Tabla 1 se recopila informacidn a partir de estudios basados en la utilizacion de diferentes fuentes
de carbono para suplementar el medio de cultivo indicando los resultados obtenidos. En la biomasa
microalgal se encuentra principalmente la celulosa en la pared celular y el almidon en los plastidos
los cuales se pueden utilizar para la obtencion de etanol mediante un proceso de fermentacion de
azucares (Chen et al., 2013).

Segun Becker, (2007) a partir de especies como Arthrospira maxima, Spirulina platensis,
Chlorella vulgaris, Scenedesmus obliquus es posible obtener hasta el 70% de contenido de proteina

en sus células, entre sus aplicaciones se encuentran las proteinas antibacterianas y quelantes,
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antioxidantes, anticuerpos, hormonas, enlaces minerales y alimentos para animales. La
transformacion de biomasa por procesos termoquimicos es realizada con el fin de aprovechar la
energia presente en las células de estos microorganismos convirtiendo asi, los lipidos obtenidos
en biodiesel, biocombustible y combustible sintético (biocrude), este ultimo es muy estudiado por
su capacidad para sustituir el petroleo. Se han reportado resultados con una produccion de lipidos
favorable entre el 45% y el 64% del peso seco en especies como Botryococcus braunii,
Desmodesmus, sp., Nannochloropsis sp., Scenedesmus SDEC-8, Nannochloropsis sp.y
Sorokiniana FCG IITG (Cheng et al., 2013; Ho, Chang, Lai y Chen, 2014a; Ho et al., 2014b;
Kumar, Muthuraj, Palabhanvi, Ghoshal, y Das, 2014; Ma, Wang, Yu, Yiny Zhou, 2014; Moreno-
Garcia et al., 2017; Nobre et al., 2013; Song et al., 2014; Talukdar, Kalita y Goswami, 2013).

Tabla 1. Fuentes de carbono para el cultivo de diferentes microalgas.

Fuente de

Autor Alga /Uso Resultado
carbono
(Barajas-Solano,
Guzman- Botryococcus braunii/ NaxCO Produccion de biomasade 1 a2 g/L
Monsalve y Produccién HC >~ Produccion de lipidos baja
Kafarov, 2016).
(Bhattacharya, 10 olla variabilis/ Productividad de 296.33 mg L1 d-1
Soundarya Y poqiccion biodiesel  VAHCOT | inidos: 28,270
Mishra, 2016) pidos: 2o.21%%
Biomasa: 0.05 g L—1 dia—1
Lipidos :15 mg L-1 dia-1
(Chandra, et al., ii%%iiiﬁ?:;?ggﬁ:;{ Co 2 Proteinas: 34.83%
2016) Carbohidratos: 20.09% p/p
Carotenoide: 7.36 pg mL —1
Clorofila: 30.56 pg mL—-1
. Productividad de biomasa:
Chlorella vulgaris
. . 0996 gd-1L-1
(Mokashi et al., Produccién de ., - )
) . NaHCO3  Concentracion de lipidos celulares:
2016) biocombustibles
16 mg mL-1
Clorofila: 0.769g L— 1
Productividad de biomasa: 1.12 g L-
(Silva et al.,, Synechococcus PCC 1dia-1
2016) 7002 NaHCO3 Produccion de biomasa:

6 g L-1 de peso celular seco


http://www.aprendeconenergia.cl/index.php/2015-11-24-17-58-07/glosario/88-biomasa
https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/engineering/dry-weight
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/chlorella-vulgaris

(Gonzalez-
Delgado,
Barajas-Solano,
y Ardila-
Alvarez, 2017).
(Kim, Heo, Kim
y Han, 2017)

Cardias, de
Morais y Costa
2018).
(Srinivasan et
al., 2018)

Deamici, Santos,
y Costa, 2019).

(Elankovan vy
Premalatha,
2019).

Chlorella vulgaris

Dunaliella salina

Spirulina sp

Dunaliella salina

Chlorella fusca

Coelastrella sp

C2H3Na02

(NH.).CO:s

NaHCO3

K2CO:s

NaHCO3

COo2

CO2
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Carbohidratos: 25%

Produccion de biomasa: 3.72 g/L
Produccidn de proteinas: 60%

Produccién de biomasa: 2.17 g/L
Produccion de proteinas: 34%

Tasa de crecimiento especifica SGR
1.05 dia—1

Carotenoides

20.43 ug mL-1

Productividad méaxima 174.2 mg
L-1 dia-1

Proteinas 58.8 % ww -1
Carbohidratos 23.7% ww-1
Contenido total de lipidos: 53.9 %
Carbohidratos: 27.1%

B-caroteno: 192.8 ug/100 mg
Luteina: 26.1 g /100 mg

Proteinas: 56.21% ww —1
Carbohidratos: 25.09% ww —1
Lipidos: 16% ww —1

Produccion de biomasa: 0.116 g DW
L-1dia-1

Los sistemas de cultivos son disefiados con respecto a las condiciones que requiere el tipo

de especie para su crecimiento. También requieren de condiciones luminicas, nutricionales y

resistencia al estrés, teniendo en cuenta que un sistema abierto como las aguas residuales debe ser

de bajo costo de construccion y de operacién para soluciones comerciales. Otro factor para tener

en cuenta en la eleccion del medio del cultivo es la disponibilidad de recursos hidricos y de suelo

(Hernandez y Labbe, 2014). Recientemente ha crecido el uso de las aguas residuales como medio

de cultivo de microalgas, buscando reducir los costos e integrando sistemas como, por ejemplo, la

fase acuosa de algas derivadas de aguas residuales, la cual, tiene un potencial como suplemento

para la produccién de poli-3-hidroxibutirato (PHB), un poliéster con propiedades termoplasticas a


https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/protein-content
https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/engineering/biomass-production
https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/engineering/biomass-production
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través del crecimiento de Escherichia coli recombinante (Sathish, Glaittli, Sims y Miller, 2014) y
asi diversas aplicaciones mas.

En la Tabla 2 se muestran algunas especies de microalgas cultivadas en medios a base de
diferentes tipos de agua residual. La productividad de la biomasa y el gran contenido de lipidos de
diferentes microalgas se han reflejado en un valor elevado de efectividad en el proceso, trabajando
con las aguas como medio reciclable, de un modo sencillo y econdémico, ademas, estos organismos,
tienden a desarrollarse en aguas residuales bastante concentradas.

Las condiciones ambientales para las diferentes microalgas que se deben tener en cuenta
para que la biomasa microalgal recolectada sea usada como materia prima en la elaboracion de
productos que sean de origen bioldgico, debe ser coordinada con una buena eleccion del medio de
cultivo ya sea natural como lagunas, estanques, aguas residuales, artificiales y entre otros. (Cheng
etal., 2019).

Tabla 2. Agua residual para el cultivo de microalgas.

A
Autor Alga . gua Resultado
residual

(Kothari, Prasad, Chlamvdomonas Industria Rendimiento de biomasa: 7.7 g /L
Kumar y Singh, ol ?/enoideum lactea Reduccion de N 90% y de P 96%
2013) POIYRY Nitrato: 90%

Nitrito: 74%

Eficiencia de remocion TN total
(Wang, Yu, Lv,

- 58.85% y TP 97.08%

y Yang, 2013) Chlorella sp. Municipales NHz -N: 83%

PO4 -P: 90%
(Ebrahimian, Municipales B!o_masa: 138.76 mg/L/d

o . L Lipidos: 45.49 mg/L/d
Kariminia y Chlorella vulgaris primarias y S
Vosoughi, 2014) secundarias Eliminacion de:
gnt. 100% de amonio

82% de nitrato
(Li, Tsai, Hsu, Biomasa: 115 mg/L. d
Xie, & Chen, Chodatella sp Porcinas Lipidos: 51.4 mg/L. d (41.2%)

2014) Eficiencias de eliminacion:
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TKN:  48.6%
NH3-N: 99.7%
TP: 75.9%
Tasa de crecimiento especifica:
0.17d?
(Gao, et al, Chiorella vulgaris Acuicultura  Biomasa: 426 mgLtd
2016) Reduccion de nutrientes:
TN: 86.1%
TP: 82.7%
Biomasa: 57.46 mg Lt dia !

Luo et al., 2016) Lipidos: 13.42 mg L ! dia™®
( p g

lastrella sp. Porci C
Coelastrella sp oreinas Eliminacion de NH3-N (100%), TP
(100%).
Biomasa: 77.7mgLtd !
l. P [ Lipidos: 20.4 mg Lt d™?
(Gao et al, Chiorella sp. rocesamiento Lipidos: 20.4 mg d

de mariscos  Tasas de eliminacion de nutrientes
(SPW) N:4.98mgL*td?
P: 1.91mgL?d?
Modo continuo
Biomasa: 1 g/L

2018)

Kumar l. .
(Kumar et -al, Chlorella vulgaris

2018) Alcantarillado Eficiencia de eliminacion:
Nitratos (N) 91%
Fosfatos (P) 55%
Biomasa: 4.49g/L

(Huo et al, Tribonema sp Petroquimicas Carbohidratos: 55.4%

2019) ' Lipidos: 36.1%

Tasas de remocidn
TN 96.8% y TP casi el 100%
Biomasa: 1.81g/L

Scenedesmus sp. Municipales  Reduccion de TDS: 64.58%
Rendimiento de lipidos (% en peso
del peso seco total): 452 mg /L

(Tripathi, Gupta
y Thakur, 2019)

2.3. Marco legal
De acuerdo con el Convenio sobre la Diversidad Biol6gica (CDB), acordado en Rio de
Janeiro el 5 de julio de 1992, reafirma la soberania de los Estados sobre sus recursos biolégicos y

genéticos. Al mismo tiempo, el CDB establecié el compromiso de facilitar regimenes de acceso


https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/chemical-engineering/petrochemicals
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/biomass
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bajo términos mutuamente acordados. Los Estados son también los responsables de la
conservacion de la diversidad biologica y de su utilizacién sostenible. Posteriormente, en el afio
2000 en Colombia se expidio el Decreto 309 sobre investigacion en recursos bioldgicos, el cual
reglamenta los permisos de estudio con fines de investigacion cientifica sobre diversidad bioldgica
(PEFIC). Esta norma se apoya en el principio constitucional que garantiza y promueve la libertad
de ensefianza, aprendizaje e investigacion, asi como en el deber del Estado de proteger la
diversidad e integridad del ambiente. De acuerdo con la Ley 99 de 1993 corresponde al Ministerio
de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial (MAVDT) coordinar y promover la investigacion
sobre el medio ambiente y los recursos naturales, establecer el Sistema Nacional de Informacion
Ambiental, organizar el inventario de biodiversidad y de los recursos genéticos nacionales, asi
como de regular la importacidn y exportacion de especies de flora y fauna silvestres. Se definieron
estas normas porque el proyecto consistio en una formacion cientifica- sostenible la cual incluye
uno de los recursos mas importantes para la vida y conservacion de los ecosistemas; el agua,
buscando alternativas que permitan disminuir los elementos que representan mayor impacto e
incorporar nuevamente para su maximo aprovechamiento, logrando a su vez, mantener el

equilibrio y producir biomasa microalgal que represente valor agregado.
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3. Metodologia

3.1. Tipo de investigacion

El trabajo sera en modalidad de investigacion de tipo experimental y explicativo. El autor
Arias (2012) menciona que con la investigacion explicativa se logra describir el porqué de los
acontecimientos; evaluando asi, la relacion entre la causa y el efecto. Cada estudio que se
desarrolla en el area explicativa posee la determinacion de la causa; es decir, del porque se elabora
este proyecto y los efectos de la investigacion experimental, en esta se somete un objeto de estudio
a ciertas condiciones experimentales u operaciones con el fin de conocer los cambios que se
producen en el mismo. El proyecto se basa en estos dos tipos de investigacion, ya que se espera
determinar y describir experimentalmente las condiciones necesarias para el mejoramiento de
cultivo de microalgas, a partir de la evaluacién de la fuente de carbono, en aguas residuales

piscicolas para la obtencién de productos con valor agregado.

3.2. Poblacion y muestra
Las microalgas y cianobacterias que se emplearon durante la investigacion fueron aislados
de una fuente termal en San José de Cucuta, Colombia, y almacenado en la coleccion de cepas de
la Universidad Francisco de Paula Santander (UFPS). Las muestras recolectadas fueron cepas de
Chlorella sp, Scenedesmus sp, Ciano 13 sp y Hapalosiphon sp.
El agua de piscicultura sera tomada de la piscicola EI Manantial en el municipio del Zulia

(Norte de Santander), de cultivos de Oreochromis sp (Tilapia).
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3.3. Hipdtesis
Las fuentes de carbono adicionadas en las aguas residuales piscicolas afectan la
productividad de biomasa microalgal y de los metabolitos de interés; por lo tanto, a partir del

estudio de los parametros fisicoquimicos del agua post-cultivo es posible su evaluacion.

3.4. Variables

Concentracion de fuente de carbono (g/L)
Concentracion de biomasa (g/L)

Concentracion de Proteinas (%)

Concentracion de fuente de nitrdgeno (mL/L o mg/L)
Concentracion de fuente de Fosfato (mL/L o mg/L)
Consumo de fuente de nitroégeno (%)

Consumo de fuente de Fosfato (%)

3.5. Fases de la investigacion

De acuerdo con Kin-Chung, Chi-Chung, On-Kit y Ho-Man, (2013) la produccion de
biomasa empleando CO», como fuente de carbono posee costos técnicos que puede en algunos
casos hacer poco rentable la biomasa algal. Con la intencion de determinar si es posible reemplazar
el CO; por una fuente de menor costo e impacto técnico se evaluard la capacidad de las cepas para
crecer en medios enriquecidos con carbonato de sodio y bicarbonato de sodio. Evaluando asi, las
condiciones de Nitratos y fosfatos ideales para lograr un maximo aprovechamiento del agua
residual como medio de cultivo. Las concentraciones de fuente de C, N y P se seleccionaron

teniendo en cuenta el medio de cultivo tradicional para estos microorganismos.
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3.5.1. Microorganismos. Chlorella sp, Scenedesmus sp, Ciano 13 sp y Hapalosiphon sp,
fueron aisladas de una fuente termal en San José de Cucuta, Colombia, y almacenadas en la
coleccion de cepas de la Universidad Francisco de Paula Santander (UFPS). Chlorella sp y
Scenedesmus sp se mantuvieron en medio Bold basal modificado (BBM), por otra parte, Ciano 13
sp y Hapalosiphon sp en medio BG-11 (Andersen, 2005). Luego se realizo la caracterizacion
microscopica en el laboratorio de INNOValgae para poder observar sus estructuras en el
microscopio.

3.5.2. Cultivo y mantenimiento. Una vez adquirida la caja Petri con la cepa y las
condiciones establecidas, se tomd una porcién de inéculo mediante un asa microbiologica y se
Ilevd por separado a tubos de 15 mL que contenian 10 mL de medio BBM y BG-11. Los tubos
fueron colocados en un Agitador rotativo disefiado para tubos falcon de 15 mL. Luego se
mantuvieron de forma axénica (mono algal) en reactores de vidrio de 500 mL con un volumen de
cultivo de 250 mL y acoplado a un sistema de aireacion filtrado a un flujo de 0.6 vvm. Para
mantener las algas y las cianobacterias en fase exponencial, una vez cada 15 dias, se re- inocul6
25 mL (10% v/v) de microalga y cianobacteria en 225 mL de medio de cultivo fresco. Con el fin
de lograr una mayor concentraciéon de las microalgas se llevaron a reactores de vidrio con un
volumen de cultivo de 2.2 L de los cuales 200 mL corresponden al in6culo y 2 L a medio BBM y
BG-11 respectivamente. En cada uno de los pasos programados se revisd la presencia de
contaminantes en el cultivo.

3.5.3. Recoleccidn del agua residual de piscicultura. La muestra de agua de piscicultura
fue recolectada en recipientes plasticos estériles con capacidad de 20 L en la piscicola El
Manantial, ubicada en el municipio del Zulia (Norte de Santander), estanque donde se realizan

cultivos de Oreochromis sp (Tilapia roja).
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Una vez recolectada la muestra se tomé la temperatura in situ reportando 27°C y se
transporto en cavas con una temperatura controlada de 20 °C. Al llegar al laboratorio INNOValgae
se registro nuevamente la temperatura reportando un valor de 20.2 °C, teniendo en cuenta la
importancia de mantener las concentraciones de nitrégeno (N) y Fosforo (P) esenciales para el
crecimiento microalgal se esterilizo en autoclave la muestra con el fin de remover bacterias y/o
otros microorganismos que pudieran consumir Ny P.

3.5.4. Preparacion de material. Todo el material por utilizar fue previamente lavado con
solucion de hipoclorito de sodio durante 20 minutos, luego se realizé limpieza y desinfeccion
utilizando ultrasonido instrumental, por ultimo, se colocaron en solucion de Extran® MA 02 y se
retird con agua destilada. El agua residual de piscicultura se esterilizd en frascos de vidrio en
autoclave. Para realizar los respectivos montajes los frascos de vidrio con desprendimiento fueron
colocados en luz ultravioleta (UV) en la cabina de flujo laminar Airstream de la marca ESCO
durante 1 hora, por otro lado, los frascos sin desprendimiento se esterilizaron en autoclave.

3.5.5. Andlisis fisicoquimicos. Después de que la muestra de agua de piscicultura fue
recolectada, se evaluo inicialmente la calidad del agua a partir de los pardmetros fisicoquimicos
presentes en la Tabla 3.

Tabla 3. Parametros fisicoquimicos.

Parametros Unidades Fuente
pH Unidades de pH Standard Methods 4500B
Turbidez FAU Standard Methods 2130B
Temperatura °C Standard Methods 2550
Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) mg/L Standard Methods 5210B
Demanda quimica de oxigeno (DQO) mg/L Standard Methods 5220B
Alcalinidad Total mg/L CaCO3 Standard Methods 2320B
Acidez mg/L CaCO3 Standard Methods 2310B

Dureza Total mg/L CaCO3 Standard Methods 2340B
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Dureza Calcica mg/L CaCOz3 Standard Methods 2340C
Nitratos mg/L NOs Standard Methods 4500C
Fosfatos mg/L PO4 Standard Methods 4500 P

3.5.6. Objetivo 1: Determinar el efecto de la concentracion de dos fuentes inorganicas
de carbono (carbonato y bicarbonato de sodio) en la produccion de biomasa.

3.5.6.1. Preparacion de in6culo para las pruebas de cultivo microalgal. Se emplearon las
cepas Chlorella sp y Scenedesmus sp evaluando su capacidad para crecer en medios disefiados con
agua residual de piscicultura, enriquecidos con carbonato y bicarbonato de sodio como fuente de
carbono. Se disefiaron los montajes variando la concentracion de la fuente de carbono como se
describe en la Tabla 4, para lo cual, se emplearon frascos de vidrio previamente esterilizados
inoculando al 10% cada microalga. Todos fueron acoplados a un sistema de aireacién filtrado con
flujo constante y luz: oscuridad 12:12. Terminado el montaje se iniciaron los analisis cada 10 dias
durante un periodo de 30 dias evaluando la produccién de biomasa, proteinas y el consumo de
N/P.

3.5.6.2. Preparacion de inéculo para las pruebas de cultivo para cianobacterias. Se
emplearon las cepas Ciano 13 sp y Hapalosiphon sp evaluando la capacidad de las dos
cianobacterias para crecer en medios disefiados con agua residual de piscicultura y enriquecidos
con carbonato y bicarbonato de sodio como fuente de carbono. Se disefi6 el montaje variando las
concentraciones descritas en la Tabla 4 para las dos cepas, empleando frascos de borosilicato con
tapa GL-45 previamente esterilizados, los cuales fueron inoculados al 10% con Ciano 13 sp y
Hapalosiphon sp adicionando como medio agua piscicola.

Los reactores se acoplaron a un sistema de aireacién filtrado a un flujo constante y un ciclo
de luz oscuridad 12:12. Terminado el montaje se realizaron los anlisis mencionados

anteriormente.
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Tabla 4. Concentracioén de las fuentes de carbono.

Microorganismo Fuente De Carbono Concentracién(g/L)

Chlorella sp Carbonato de Sodio Na,CO:s. 0 038 1.2 1.6
Scenedesmus sp
Ciano 13 sp Bicarbonato de Sodio Na;HCOs. 0 038 1.2 1.6

Hapalosiphon sp

Como controles se evaluaron cultivos sin carbono extra (solo aire comprimido) tanto para
estudios con microalgas como con cianobacterias, los cuales corresponden a 0 g/L de Carbonato y
Bicarbonato de sodio.

3.5.6.3. Cuantificacién de biomasa (Peso seco). Para determinar la concentracion de
biomasa una vez cada 10 dias fueron pre-combustionados durante 24 horas a 60°C filtros de
microfibra de vidrio Whatman GF/C, se mantuvieron en el desecador por 1 hora y se procedi6 a
pesar en una Balanza analitica Radwag AS 220.X2 cada uno. Se tomaron 20 mL de medio de
cultivo de cada uno de los reactores para llevar a cabo la filtracion por membrana. Una vez
terminado el proceso, los filtros se depositaron de forma individual en cajas de Petri con silica gel
y aluminio, para ser llevados al horno durante 24 horas a 60°C (Borowitzka y Moheimani, 2013).
Transcurrido este tiempo se tomo el peso del filtro con biomasa para luego determinar su

concentracion con la siguiente ecuacion:

peso del filtro con biomasa(g)—peso del filtro (g)
Volumen filtrado (L)

Concentracion de biomasa (%’):

3.5.6.4. Cuantificacion de proteinas. La determinacion de proteinas se realizd con base en
el método Modificado de Lowry, Rosebrough, Farr y Randall, (1951) y adaptado por Slocombe,

Ross, Thomas, McNeill y Stanley, (2013).
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3.5.6.4.1. Preparacion de la muestra. En este paso se realizo la extraccion de proteinas de
los filtros con biomasa seca, realizando una destruccion mecanica en tubos conicos para centrifuga
Falcon de 15 mL, donde, se adiciond6 3 mL de Acido tricloroacético (TCA) al 24%
homogeneizando en Vortex durante 5 minutos. Las muestras fueron calentadas en bafio maria con
una temperatura de 95°C durante 15 minutos. Transcurrido este tiempo se adiciono a cada tubo 9
mL de agua ultra puray se llevo a centrifuga a 4°C con 3500 rpm por 20 minutos. El sobrenadante
se descarto y se resuspendioé el pellet en 0.5 mL de reactivo de Lowry D logrando homogeneizar
en Vortex durante 5 minutos. Cada uno de los tubos se colocaron en bafio maria a 55°C por 1 hora,
se llevd a centrifuga nuevamente a las mismas condiciones y se guardd el sobrenadante para su
posterior analisis de cuantificacion de proteinas.

3.5.6.4.2. Ensayo de Lowry. Se colocé 175 uL de sobrenadante y se afiadio 3.325 mL de
reactivo de Lowry D realizando inmediatamente inversion 3 veces. Se incubaron las muestras
durante 10 minutos a temperatura ambiente y se adiciono 350 pL de reactivo de Folin-
Ciocalteu (FCR). Cada una de las muestras se llevaron a Vortex durante 5 minutos y se dejo
reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente para luego leer la ABS a 600 nm y conocer la
concentracion presente de proteinas para cada experimento. Para determinar la concentracién de
Nitratos y Fosfatos en el periodo de evaluacion en cada uno de los reactores se aplico la
metodologia descrita en el protocolo de microalgas del laboratorio de INNOValgae.

3.5.6.5. Cuantificacion de Nitratos (NOs). Se determino la concentracion de NOs presente
en los cultivos de cada biorreactor, para esto se utilizaron tubos tapa rosca de vidrio con capacidad
de 20 mL, el protocolo indica que para el analisis se requiere tomar 5 mL de cada muestra filtrada

y 100 pL de HCI agitando vigorosamente.
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Luego, cada tubo se dej6 en reposo durante 15 minutos para leer la ABS a una longitud de
onda de 220 y 275 nm. En muestras con concentraciones altas en nitratos se debia realizar la
dilucion antes de afiadir el reactivo con el fin de lograr obtener resultados dentro del rango de la
curva.

3.5.6.6. Cuantificacion de Fosfatos (POs). Para este analisis se emplearon tubos conicos
para centrifuga Falcon™ de 15 mL, en cada uno se agreg6d 3 mL de la muestra filtrada, 1 mL de
la solucién de Molibdato-Metavalanato y por Gltimo 1 mL de agua destilada. Se dejo en reposo
durante 15 minutos y se leyo la absorbancia a una longitud de onda de 470 nm en el
espectrofotémetro.

3.5.6.7. Analisis fisicoquimicos. Para determinar las condiciones finales en el agua post-
cultivo se realizan los andlisis de la Tabla 3 mencionados anteriormente.

3.5.7. Objetivo 2: Evaluar las condiciones minimas de la concentracion de fuente de
N y P para el aprovechamiento de las aguas residuales de piscicultura en la produccion de
biomasa.

3.5.7.1. Disefio de experimentos por STATISTICA 7.0. Para lograr lo anterior se emple6
un sistema no factorial con superficie de respuesta bajo un disefio de experimentos 32 (3 niveles,
2 factores) donde, los niveles corresponden a las diferentes concentraciones dadas al software
STATISTICA 7.0 y los factores aplicados son la fuente de NOs y PO4 (Statsoft, 2004). La
metodologia anterior permitira conocer estadisticamente cual de las dos variables ejerce una
influencia positiva (0 negativa) en la produccion de biomasa, proteinas y en su capacidad de
biorremediar el agua post-cultivo.

3.5.7.2. Evaluacion de las condiciones minimas de POs y NOz para la produccion de
biomasa. Las condiciones iniciales se presentan en la Tabla 5, cada uno de los experimentos se

desarrollo en frascos de vidrio con un volumen de trabajo de 1 L.
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Tabla 5. Disefio de experimentos.

Nivel
-1 0 1
NaNOs: (mM) 1.471 2.059 2.647
KoHPOs (MM) 0.215 0.301 0.387
KH2POs (MM) 0.643 0.900 1.157

Variable

Tabla 6. Disefio de experimento dado por STATISTICA 7.0 para microalgas.

Experimento Componente
NaNOz (mM) K:HPO4 (mM) KH2PO4 (mM)

1 1471 0.387 1.157
2 2.647 0.215 0.643
3 2.059 0.423 1.264
4 1.227 0.301 0.900
5 2.059 0.180 0.536
6 2.891 0.301 0.900
7 1471 0.215 0.643
8 2.647 0.387 1.157
9 2.059 0.301 0.900

A cada reactor se agregé 900 mL de agua residual de actividad piscicola estéril,
seguidamente se modifico las concentraciones de fuente N y P, tomando como base el medio Bold
Basal modificado (BBM), con el fin de identificar las mejores concentraciones que maximizan la
productividad de biomasa. Para esto, se afiadié cada uno de los componentes Nitrato de sodio
(NaNQ3), Fosfato dipotasico (K:HPO4) y Fosfato monopotésico (KH2PO4) en diferentes
concentraciones como se ilustra en la Tabla 6. Finalmente, se inoculo al 10% con Chlorella sp y
Scenedesmus sp, todos los reactores se acoplaron a un sistema de aireacion filtrado a un flujo de
0.6 vvm controlado por electrovalvula y ciclos de luz: oscuridad 12:12 con una duracion de cultivo

de 30 dias.
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3.5.7.3. Cuantificacion de biomasa y Proteinas. Se realizé la cuantificacion de biomasa
y proteinas teniendo en cuenta los métodos mencionados anteriormente.

3.5.7.4. Cuantificacion de Nitratos y Cuantificacion de Fosfatos. La cuantificacion de
NO3sy POjs se desarrollo con base en los métodos mencionados anteriormente con el fin de conocer

el porcentaje de remocion transcurridos los 30 dias de cultivo.

3.5.8. Objetivo 3. Identificar la influencia del ciclo Luz: Oscuridad en el proceso de
cultivo de los mejores resultados obtenidos de la evaluacion de la fuente de C, Ny P.

3.5.8.1. Ciclo Luz: Oscuridad. El efecto del tiempo de exposicién a la luz se determiné de
acuerdo con los experimentos propuestos en la Tabla 7, incluyendo, ademas, un cultivo
comparable sin adicién de nutrientes con fotoperiodo 12:12. Todos los experimentos se realizaron
por duplicado empleando frascos de vidrio con capacidad de 3.5 L, con un volumen de cultivo de
1.8 L, para lo cual se adicion6 1.620 L de agua residual de piscicultura estéril y suplementando el
medio con la fuente de C/N/P seleccionadas con base en los ensayos anteriores. Seguidamente, se
estabiliz6 el pH en 7 para cada biorreactor, para asi, adicionar un 10% de inéculo y, por ultimo,
acoplarlos a un flujo de aire estéril 0.6 vvm durante un periodo de 30 dias.

Tabla 7. Condiciones de Luz: Oscuridad para la produccion de biomasa.

Experimentos 1 2 3
Luz (Horas) 12 16 24
Oscuridad (Horas) 12 8 0

3.5.8.2. Cuantificacion de biomasa. Se realiz6 la cuantificacién de biomasa teniendo en

cuenta el método mencionado anteriormente.
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4. Resultados y analisis

4.1 Caracterizacion microscépica

Figura 1. Fotografia de las cepas (Microalgas y Cianobacterias), observadas microscopicamente. A.
Chlorella sp. B. Scenedesmus sp. C Hapalosiphon sp. D. Ciano 13 sp.

Se realizo la caracterizacion microscopica preliminarmente de Chlorella sp, Scenedesmus sp,
Hapalosiphon sp, Ciano 13 sp observandose en los objetivos 100X y 40X. En la figura 1A se
observa Chlorella sp de forma esférica, agrupadas en colonias o de manera individual, como lo
mencionan Barborikova et al., (2019) en su estudio. Por el contrario, Scenedesmus sp tiene
estructuras alargadas de forma oblongas u ovadas tal como lo indican Song et al., (2014) lo cual
se observa en la Figura 1B. Por otra parte, las cianobacterias Hapalosiphon sp, Ciano 13 que se
muestran en la Figura 1C-D poseen ramificaciones verdaderas (analogas al orden Stigonematales),
éstas son filamentosas y capaces de dividirse en diferentes planos segin como lo expresan Tan et

al., (2016).
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4.2 Determinacion del efecto de la concentracion de dos fuentes inorganicas de carbono

(carbonato y bicarbonato de sodio) en la produccién de biomasa
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Figura 2. Fotografias: Reactores con bicarbonato de sodio A. Scenedesmus sp B. Chlorella sp.
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Figura 5. Fotografia de reactores con Hapalosiphon sp y Ciano 13 sp con Carbonato de sodio.
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Con el fin de evaluar el efecto de la fuente de carbono para cuatro microorganismos, se
cultivaron durante un periodo de 30 dias como se ilustra en las anteriores figuras. Estos se
enriquecieron con diferentes concentraciones de bicarbonato y carbonato de sodio en un ciclo de
luz: oscuridad de 12:12 acoplados a un sistema de aireacion de 0.6 vvm.

4.2.1 Concentracion de biomasa.

A. chiorella sp B. scenedesmus sp
=== Bicarbonato [1.2 g/L] === Bicarbonato [0.8 g/L]
wm=  Carbonato [1.6 g/L] w=  Carbonato [1.2 g/L]
I 1.0 I 1.0
2 =2
© ©
17} 1]
£ £
15 0.54 15 0.51
m m
0.0- .
0 30 0 30 0 30 0 30
Dias Dias
C. Hapalosiphon sp D. Ciano 13 sp
=== Bicarbonato [0.8 g/L] m=m  Bicarbonato [1.6 g/L]
w==  Carbonato [1.2 g/L] w==  Carbonato [1.6 g/L]
= 1.04 = 1.0
C C
g g
E 0.54 E 0.51
m (1]
0.0- 0.0-
0 30 0 30 0 30 0o 30
Dias Dias

Figura 6. Biomasa obtenida con dos fuentes de carbono: Bicarbonato de sodio y Carbonato de
sodio. A. Chlorella sp. B. Scenedesmus sp. C Hapalosiphon sp. D. Ciano 13 sp.

Liang, Sarkany y Cui (2009) afirman que para el crecimiento quimiorganico-heteroétrofico
de las microalgas, éstas son alimentadas con una fuente externa de carbono organico, como
glucosa, acetato y glicerol, dando por resultado mayor produccion de biomasa. A fin de evaluar
otras fuentes que acten como fuente de energia primaria para su metabolismo se emplearon en

este estudio carbonato de sodio (Na2COs3) y bicarbonato de sodio (NaHCO3).
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Los resultados presentados en la Figura 6, muestran el crecimiento de las diferentes cepas
de microalgas y cianobacterias. En el primer caso, con Chlorella sp Figura 6A se emplearon
concentraciones iniciales de biomasa desde 0.05 hasta 0.19 g/L; al utilizar NaHCO3 como fuente
de carbono en concentracion de 1.2 g/L, se obtuvo una produccion de biomasa de 0.88 g/L, siendo
esta la mayor produccion con respecto a las diferentes concentraciones de NaHCOs. De forma
similar, al emplear 1.6 g/L de Na2COsse obtuvo una produccion de biomasa de 1 g/L. Sin embargo,
al comparar el aumento en el crecimiento de Chlorella sp desde su concentracion inicial se
encontr6 diferencias insignificantes, ambas de 0.8 g/L de biomasa.

Lo anterior, da la posibilidad de elegir NaHCO3z como fuente de carbono para este tipo de
medio de cultivo con Chlorella sp, ya que se obtuvo el mismo crecimiento de biomasa
favoreciendo asi, la reduccion de sustrato, ademas puede representar reduccion de costos porque
comercialmente es més econdmico el NaHCO:3.

Mokashi et al., (2016) mencionan que la adicion de NaHCOs present6 efectos
significativos en la produccion de biomasa de Chlorella vulgaris en un rango de 0.237 a 0.996 g/L,
también resaltan que se redujo la produccion de biomasa para concentraciones bajas de
bicarbonato.

De acuerdo con los resultados reportados por Geider y La Roche (2002), la solubilidad de
los minerales, asi como la distribucién de las formas inorganicas de carbono como lo son: COx,
NaHCOs, Na.COs y acido carbonico influye directa e indirectamente en el metabolismo de las
microalgas. En relacion con los estudios anteriores, se evidencio que Chlorella sp presentd una
reaccion directa considerando que, a mayor concentracién de fuente de carbono, mayor produccion
de biomasa.

Seguidamente, en la Figura 6B se evalud el crecimiento microalgal de Scenedesmus sp para

lo cual se emplearon concentraciones iniciales de biomasa desde 0.06 hasta 0.19 g/L; al utilizar
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0.8 g/L de NaHCO3 como fuente de carbono se produjo 0.66 g/L de biomasa. De igual manera, en
el medio con 1.2 g/LL de Na.COs se obtuvo una produccion de 0.73 g/L.

En el estudio realizado con Hapalosiphon sp en ambas fuentes de carbono se utilizaron
concentraciones iniciales entre 0.09 a 0.11 g/L de biomasa, para una produccién maxima de 0.81
g/L en cantidad de 0.8 g/L de NaHCOs como se ilustra en la Figura 6C, obteniendo asi, un
crecimiento de 0.72 g/L desde el valor inicial; de modo similar, en 1.2 g/L de Na.COs se obtuvo
una produccion final de 0.87 g/L, lo cual significa que aumento 0.76g/L desde su valor inicial. Se
observo que en concentracion de 1.6 g/L de ambas fuentes de carbono no es viable el cultivo, los
valores de biomasa obtenidos empleando esta concentracion fueron inferiores en comparacion a
los demas.

En la Figura 6D se observa que, para los cultivos con Ciano 13 sp suplementados con
bicarbonato y carbonato de sodio, la mayor produccién de biomasa se encuentra en cantidades de
1.6 g/L, con valores iniciales de biomasa de 0.15 y 0.12 g/L presentando un aumento en la
concentracion de biomasa de 0.69 y 0.6 g/L produciendo asi, una concentracion final de biomasa
de 0.84 y 0.72 g/L respectivamente. El crecimiento de esta cianobacteria es mas eficiente en
medios de cultivo enriquecidos con NaHCOs, puesto que, la produccion en las diferentes
concentraciones es mayor en comparacion a los experimentos realizados con carbonato.

4.2.2 Produccion de proteinas.

Figura 7. Fotografia de los tubos con concentracidn de proteinas.
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A partir de la biomasa que se obtiene de los cultivos con microalgas se realiz6 la extraccion
de proteinas por el método de Lowry y son visualizadas de color azul como se ilustra en la Figura

7.
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Figura 8. Concentracion de proteinas obtenidas en % para las diferentes fuentes de carbono con
Chlorella sp y Scenedesmus sp.

La figura 8 representa los valores mas significativos de la evaluacién de bicarbonato y
carbonato de sodio para la produccion de proteinas. Chlorella sp, presentd resultados altos
principalmente en concentraciones altas de NaHCOs con 1.2 g/L se reporté 75% de proteinas
correspondiente a 0.88 g/L de biomasa. Al mismo tiempo, en medio con 1.6 g/L de Na.COs se
obtuvo 78.4% de proteinas a partir de 1 g/L de biomasa de Chlorella sp.

Del mismo modo, Scenedesmus sp bajo concentraciones de 0.8 g/L de NaHCOs mostrd
una produccién de proteinas de 67.9%, por otro lado, se obtuvo hasta un 70.3% de proteinas en
medios con 1.2 g/L de Na.COs. Se encontrd que en medios sin fuente de carbono la produccion
de proteinas es menor del 50%.

Soto, Stoykova, y Nikolov (2018) demostraron que en un cultivo con Chlorella vulgaris se
logré un equilibrio entre el contenido de proteinas y la densidad de biomasa, utilizaron como fuente
de carbono el NaHCQO3, obtuvieron un porcentaje de proteinas del 87.5% y una produccion de

biomasa de hasta el 4.5 g/L.
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4.2.3 Cuantificacion de NOs y POu. El anélisis de NOgz se realizo por espectrofotometria,
para asi poder observar el comportamiento de las cepas y su capacidad para remover la carga

contaminante presente.

En general, la remocion de NOs en cada uno de los casos estudiados con bicarbonato y

carbonato de sodio estuvo por encima del 90%.
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Figura 9. Comportamiento de Chlorella sp, Scenedesmus sp, Hapalosiphon sp, Ciano 13 sp en la
remocion de NO:s.

Se encontr6 que Scenedesmus sp y Hapalosiphon sp en concentracion de 0.8 g/L de
NaHCOs lograron un porcentaje de remocion de NOs del 99.1'y 99.4%, Chlorella sp en medio con
1.2 g/L de NaHCO3 removio el 99.3% de NO3zy Ciano 13 sp alcanzo un porcentaje de eliminacion
de NOs del 99% en medio con 1.6 g/L de NaHCOs como se ilustra en la Figura 9. De manera
similar, en medios con Na-COs Chlorella sp y Scenedesmus sp mostraron porcentajes de remocion
de NOs del 96.7 y 97.6% en concentraciones de 1.6 y 1.2 g/L de Na.COs, Asi mismo, ambas
cianobacterias removieron hasta el 99.8% de NOz en medios con 1.2 y 1.6 g/L de Na.COs. Cabe
resaltar que los resultados mencionados representan los maximos de cada experimento.

Otros estudios con Chlorella sp, reportan una eficiencia de remocion de N y P muy buena,
con una viabilidad de remocion de nutrientes del 80 al 100% de N y del 83.2 al 92% de P (Kumar
etal., 2019; Nufiez, Aymerich, Sancho y Refardt, 2020). Resultados similares a los alcanzados por

este estudio.
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La cuantificacion de fosfatos se realizé durante los dias de cultivo obteniéndose un valor

promedio de absorbancia a una longitud de onda de 470 nm.
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Figura 10. Porcentaje de remocion de PO4 para las diferentes fuentes de carbono.

En la Figura 10, se puede observar que la concentracion de NaHCO3 ejerce un efecto
significativo positivo en la remocion de POs, de tal manera que, Chlorella sp en el reactor con 1.2
g/L de NaHCOs alcanzo una remocion del 33.5%, simultineamente Scenedesmus sp,
Hapalosiphon sp y Ciano 13 sp en medios con 0.8 g/L NaHCO3 alcanzaron un porcentaje de
remocion de PO4 del 67.5%, 88% y 79.5% respectivamente.

Por el contrario, el Na.COs como fuente de carbono tiene una influencia significativa
negativa, debido a que solo Hapalosiphon sp logré remover el 26% de POs en el reactor con 1.2
g/L de Na.COs, en los demas estudios realizados con adicion de Na-COs no represento Viabilidad
para la remocion de POsen el proceso. Sin embargo, en el control de cada cepa se observa que,
tanto Chlorella sp como Scenedesmus sp y Ciano 13 lograron un porcentaje de remocién de PO4
del 16.1, 554 y 46.3% respectivamente, lo cual demuestra que estos microorganismos
aprovecharon la fuente de PO4 presente en el agua piscicola para su crecimiento.

Segun de Carvalho, Sydney, Assu-Tessari y Soccol (2019), el proceso de produccion de
biomasa en este medio reduce la carga, antes de regresar a los cuerpos de agua contribuyendo con

el medio ambiente. Con los resultados obtenidos en este estudio, se destaca la eficiencia en la
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remocion de NOzy POg al incorporar el cultivo de microalgas y cianobacterias en aguas residuales
de piscicultura.

En la Tabla 8, se representan los valores fisicoquimicos iniciales del agua residual de
piscicultura, la cual se recolect6 de un estanque donde cultivan peces de origen africano (Tilapia
roja) y de alli se evaluo la calidad del agua antes y despues del tratamiento.

Tabla 8. Analisis fisicoquimicos iniciales del agua de piscicultura.

Parametros Unidades Resultado
pH Unidades de pH 8
Turbidez FAU 27
Temperatura °C 20-25
Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) mg/L 25.3
Demanda quimica de oxigeno (DQO) mg/L 41
Alcalinidad Total mg/L CaCOs 80,88
Acidez mg/L CaCOs 6
Dureza Total mg/L CaCOs 90
Dureza Célcica mg/L CaCOs 62.5
Nitratos mg/L NO3 55
Fosfatos mg/L PO4 16

Segun Liu et al., (2019) para el tratamiento de aguas residuales de actividad piscicola por
fitorremediacién con microalgas se debe regular las concentraciones iniciales de nutrientes en el
medio, asi como también, la concentracion de inéculo ya que son dos variables que afectan
significativamente en la eliminacion de contaminantes.

En la Tabla 9, se ilustran los andlisis fisicoquimicos realizados al terminar el tratamiento.
La actividad de la piscicultura no se encuentra en ningun sector, por lo cual, para este estudio, se
tomaron como base los limites permisibles de vertimiento puntual de agua residual que se indican
en el sector de otras actividades, en la resolucion 631 del 17 de marzo de 2015. En general, los
valores obtenidos cumplen con los pardmetros y se encuentran dentro de los limites permisibles,
lo que permite que el agua resultante después del tratamiento se pueda reutilizar en el sistema de

produccidn de peces-microalgas reduciendo el uso de la fuente hidrica.
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Beigbeder., et al (2019) mencionan que los tratamientos de aguas residuales con microalgas
disminuyen costos operativos y a su vez es considerado este tratamiento, en comparacion a los
métodos de tratamiento tradicionales, también mencionan la eficiencia de la fitorremediacion y la
alta produccion de biomasa.

Zhuang, Liy Ngo (2020), mencionan que un factor importante para el cultivo de microalgas
y cianobacterias es la tasa de carga contaminante la cual depende del tipo de agua residual que se
esté usando, como pueden ser, aguas residuales de lacteos (Castro-Cesefia., et al 2016), aguas
residuales de bodegas (Danaee et al., 2018), aguas residuales sintéticas (Zhang et al., 2018), aguas
residuales de campos petroliferos (Zheng y Ke, 2017), aguas residuales de la etapa de acabado del
cuero en las curtidurias (Pena, Agustini, Trierweiler y Gutterres, 2020), aguas residuales de la
agroindustria (Konur, 2020), aguas residuales municipales y porcinas (de Souza Leite, 2019),
aguas residuales de cerveceria (Song et al., 2020), aguas residuales del procesamiento de alimentos
(Lietal., 2019) y aguas residuales textiles (Kumar, Huy, Bakonyi, Bélafi-Bako y Kim, 2018) entre
otras, las cuales han sido tratadas por estos microorganismos obteniéndose resultados
significativos en produccion de biomasa y metabolitos.

Guldhe, Ansari, Singh, y Bux (2017) mencionan que para reutilizar este tipo de agua
residual o su liberacion al medio ambiente se debe realizar un tratamiento previo con el fin de
evitar la eutrofizacion, lo cual disminuye la productividad del sistema ya que no solo generan
costos extras, sino que incluso puede ocasionar la presencia de subproductos toxicos.

La investigacion demostr6 que el uso de este tipo de agua residual en el cultivo de
microalgas y cianobacterias funciona como un proceso de fitorremediacion, ya que los niveles de
Ny P causantes de la eutrofizacion son consumidos en porcentajes de hasta el 99% y 88% de NO3
y PO respectivamente, lo que hace que esta agua residual después del proceso de cultivo pueda
ser vertida sin ningun inconveniente a una fuente hidrica o pueda reutilizarse para el cultivo de

peces.



Tabla 9.Analisis fisicoquimicos de agua post-cultivo.

o1

. Alcalinidad ~ Acidez ~ Dureza  Dureza
[O/L] oH Turbiedad T DBO5 DQO (mg/L (mg/L total calcica  Nitratos Fosfatos
(FAV) (°C) (mg/L) (mg/L) CaC0y) CaC0y) (mg/L (mg/L  (mg/L) (mg/L)
® ¥  CaCO;) CaCOs)

0 9,0 27,0 23 2,0 20,5 215,6 0 118,0 447 5,2 32,7
Carbonato 08 9,6 30,0 23 30,7 70,0 1150,2 0 85,0 32,0 5,7 44,6
1,2 8,0 34,0 23 18,0 41,0 938,8 0 58,0 24,0 5,6 44,4
Chiorella sp 16 98 37,0 23 14,0 90,6 1894,0 0 56,0 24,0 6,0 43,6
0 79 11,0 23 31,5 70,0 84,9 0 41,3 22,5 28,5 35,5
Bicarbonato 08 87 13,0 23 13,5 56,4 3249 0 36,3 23,8 43,7 29,5
12 89 15,0 23 9,0 41,0 467,4 0 31,3 22,5 1,4 26,4
16 91 18,0 23 9,0 32,5 511,8 0 31,3 20,0 4,7 31,3
0 8,9 11,0 23 6,0 64,9 1744 0 58,0 24,0 3,6 17,4
Carbonato 08 96 14,0 23 14,0 54,7 843,0 0 56,0 29,0 39 24,5
12 97 20,0 23 2,0 30,8 14152 0 47,0 25,0 4,3 43,0
Scenedesmus 16 98 22,0 23 2,0 32,5 3935,0 0 56,0 21,0 20,8 47,2
sp 0 79 4,0 23 36,0 6,8 230,9 0 51,3 4,3 3,0 1,5
Bicarbonato 0,8 8,8 22,0 23 57,0 20,5 905,3 0 88,8 32,5 1,8 14,1
1,2 90 5,0 23 51,0 18,8 1098,6 0 60,0 37,5 6,6 15,9
16 90 10,0 23 54,0 32,5 1206,3 0 43,8 32,5 7,8 22,0
0 79 10,0 22 9,0 133,3 93,8 0 425 30,0 1,0 5,6
Carbonato 08 85 15,0 22 9,0 116,2 608,8 0 25,0 22,5 1,2 8,4
12 89 13,0 22 36,0 136,7 409,0 0 27,5 20,0 0,2 5,2
Hapalosiphon 16 89 16,0 22 45,0 105,9 1066,8 0 22,5 17,5 0,6 10,6
sp 0 8,0 7,0 22 36,0 34 92,5 0 45,0 20,0 0,2 1,5
Bicarbonato 08 85 7,0 22 27,0 112,8 4555 0 40,0 12,5 0,5 0,8
12 87 8,0 22 15,0 99,1 624,0 0 27,5 12,5 0,5 1,3
16 87 7,0 22 33,0 13,7 721,8 0 25,0 17,5 0,6 1,1
0 8,2 9,0 22 27,0 10,3 98,5 0 52,5 425 0,3 4,0
Carbonato 0,8 8,6 12,0 22 33,0 47,8 550,5 0 25,0 20,0 1,1 7,0
1,2 89 10,0 22 33,0 54,7 976,3 0 25,0 22,5 1,3 7,4
Ciano 13 sp 16 90 15,0 22 42,0 109,3 1048,8 0 22,5 15,0 0,2 8,5
0 7,8 12,0 22 27,0 3,4 77,3 0 47,5 25,0 0,1 1,3
Bicarbonato 08 85 11,0 22 30,0 3,4 429,8 0 45,0 20,0 1,0 1,3
12 87 10,0 22 48,0 10,3 608,3 0 35,0 25,0 0,8 2,0
16 88 7,0 22 33,0 17,1 780,5 0 20,0 15,0 0,8 2,1
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4.3 Evaluacion de condiciones minimas de la concentracion de fuente de N y P para el

aprovechamiento de las aguas residuales de piscicultura en la produccion de biomasa

4.3.1 Chlorella sp.

Figura 11. Fotografia de reactores del disefio de experimentos con Chlorella sp.

PO4 (miL)

Fitted Surface; Variable: Biomasa (g/L)
2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=,0020639
DV: Biomasa (g/L)

; 0
3 4 5 6 7 8 9 10 " 02

NO3 (mlilL)

Figura 12. Superficie de respuesta del modelo N/P para la produccion de biomasa de Chlorella sp.

La metodologia de la superficie de respuesta (RSM) ilustrado en la Figura 12, presenta los

requerimientos de POs y NOs para obtener la maxima concentracion de biomasa a partir de

Chlorella sp, estos se encuentran entre cantidades de 4 a 6 mL/L de fuente de POsy 4 a 8 mL/L

de fuente NOs.

Guldhe et al.,, (2017) en su estudio, emplearon aguas residuales de acuicultura

suplementadas con diferentes concentraciones de NaNOs (200,400,600,1500) mg/L con Chlorella
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sorokiniana, observando eficiencias de eliminacion de 84.5% y 73.3% para NOz y POs
respectivamente. Ademas, afirman que la suplementacion con NaNOz mejoré la produccion de
biomasa y metabolitos. Esto es comparable con los resultados obtenidos a partir de este estudio,
ya que también, se adiciono al medio diferentes concentraciones de NaNQOg, tales concentraciones
fueron 104.3, 125, 175, 225y 245.7 mg/L demostrando la eficiencia del medio para el crecimiento
microalgal.

La concentracion inicial de Chlorella sp oscilé entre 0.05 y 0.08 g/L, los resultados se
reflejan en cada uno de los puntos que se observan en el diagrama (Figura 12), al modificar las
condiciones de fosfato dipotasico, fosfato monopotasico y Nitrato de sodio como fuente de PO4 'y
NOs respectivamente.

Durante los primeros 10 dias de cultivo se alcanzé hasta 0.3 g/L, siendo ésta la produccion
méaxima de Chlorella sp en cantidades de 4.17 mL/L de fuente de POs y 7 mL/L de NOgz en el
experimento 5y en condiciones de 5 mL/L de fuente de PO4y NOs en el experimento 7.

Después del cultivo, se obtuvo que la mayor produccion de biomasa de Chlorella sp fue
alrededor de 0.5 g/L en 3 experimentos; el cultivo 5 con 4.17 mL/L de fuente de PO4y 7 de NOg,
el cultivo 7 con 5 mL/L de fuente de PO4 y NO3, ademas del cultivo 9 con 7 mL/L de PO4y NOs.
Por el contrario, en condiciones de 9.828 mL/L de POsy 7 mL/L de NOsz se produjo 0.27 g/L de
biomasa siendo este valor bajo en comparacién a los demas resultados.

Se observé que en condiciones de 5 mL/L de fuente de PO4 y NOs (Experimento 7), la
productividad de Chlorella sp fue mayor a los 20 dias de cultivo, siendo esta de 26.87 mg L d**
en cambio a estas mismas condiciones con 30 dias de cultivo se obtuvo una productividad inferior
de 15.26 mg L d!, debido a que, la produccion de biomasa no tuvo un valor significativo del dia

20 al dia 30 de cultivo.
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Kuo et al., (2016) afirman que al incluir gases de combustion de caldera y aguas residuales
de una piscifactoria en el cultivo de Chlorella sp, se logra reutilizar el recurso hidrico

disminuyendo, ademas, la emision de COy, siendo adecuado complementar con nutrientes.

Fitted Surface; Variable: Remocion NO3 (%) Fitted Surface; Variable: Remocion PO4 (%)
2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=76,89882 2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=135,3363
DV: Remocion NO3 (%) DV: Remocion PO4 (%)

PO4 (mifL)
PO4 (miiL)
~

)

[ 30

3 4 5 6 7 8 9 10 1 -0
NO3 (mllL) NO3 (mllL)

A. B.

Figura 13. Superficie de respuesta obtenida mediante el disefio de experimento con Chlorella sp.

A. Modelo N/P para la remocion de NOs. B. Modelo N/P para la remocién de POa.

Se realizaron los diagramas de superficie de respuesta ilustrados en la Figura 13 de acuerdo
con los resultados obtenidos, con el fin de conocer las concentraciones que permiten obtener un
mayor porcentaje de remocién tanto de NOs como de POa.

En la metodologia de la superficie de respuesta (RSM) ilustrado en la Figura 13A, se
presenta el modelo N/P para la remocion de NOgz a partir de Chlorella sp, donde las mejores
condiciones para lograr un porcentaje alto de eliminacion de NOz son cantidades de 3 a 7 mL/L de
fuente de PO4 y 3 a 5 de NOs. Se obtuvieron porcentajes de hasta el 98% de remocion de NOsz en
los experimentos 4 y 7, mientras que el experimento 2 mostré el porcentaje mas bajo de remocion

de NOs del 18%.
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En general, con Chlorella sp se observd un comportamiento positivo en cuanto al
aprovechamiento de NOgz, alcanzando un porcentaje de remocion alto, esto demuestra que se
pueden establecer sistemas de produccién microalgal, evitando costos de produccion, manteniendo
un sistema productivo sostenible, donde se controlen los flujos de aireacion y las concentraciones
de nutrientes, de tal manera que, la microalga tenga la suficiente cantidad de estos para su
crecimiento y produccion de metabolitos.

Ansari, Singh, Guldhe y Bux, (2017) argumentan que para la generacion integrada de
biomasa y eliminacion de nutrientes es prometedor suplementar el medio con 600 mg/L de NaNOs3,
ya que su estudio demostré eficiencias de eliminacion >75% de NOsz y >98% de POsy
productividad de biomasa con C. sorokiniana de 157.04 mgLd* resultado que es comparable en
este estudio, con la productividad de 26.87 mg Ld obtenida con Chlorella sp empleando solo
125 mg/L de NaNO:s.

Putri y Hung, (2020) mencionan en su estudio que a partir de Chorella vulgaris y
Scenedesmus quadricauda se han disminuido el nitroégeno y el fosforo en intervalos de porcentaje
entre 20.7-99.7% y 15.8-99.7% respectivamente.

En la Figura 13B se ilustra el modelo N/P para la remocion de PO4, mostrando asi que, en
medios suplementados con condiciones iguales o inferiores a 5 mL/L de nitrato de sodio, fosfato
dipotésico y fosfato monopotasico se logra que Chlorella sp alcance mayores porcentajes de
remocion de POa. Se logré obtener porcentajes de remocién de PO4 de hasta 33.1% y 36.3% en los
experimentos 5y 7 respectivamente. Los resultados obtenidos permiten afirmar que Chlorella sp
requiere cantidades equilibradas tanto de fosfatos como de nitratos debido a que, en el experimento
8 con condiciones de 9 mL/L de fuente de PO4y NO3 se obtuvo el porcentaje de remocion de PO4

menor al 4%.
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En relacion con los aspectos de importancia, produccion de biomasa, remocion de NOzy
PO4 se encontro que Chlorella sp dio los mejores resultados en las condiciones del experimento 7.

En el estudio realizado por Kothari et al., (2013) empleando agua residual, lograron
remover el 90% NOzy el 96% de PO, por otro lado, Wang et al., (2013) disminuyeron en un 90%
la concentracion de POsy Huo et al., (2019) mostraron una tasa de remocion de Nitrégeno total
del 96.8% y casi que el 100% de Fosforo total en aguas residuales, demostrando la eficiencia de
las microalgas en este tipo de tratamientos.

Se observo que a medida gque los nutrientes y la capacidad de crecimiento de las microalgas
estaban relacionadas directamente, los experimentos con mayor consumo de fuente de Ny P
representaban la produccion mas alta de biomasa. Segun Huang, Lou, Luo, y Wang, (2021) las
vias metabolicas de las algas se ven influenciadas por la fuente de N en comparacion con el P, asi
mismo, afirma que el acoplamiento entre el N/P dentro del cultivo influye en la absorcién de
nutrientes para el crecimiento de las microalgas.

4.3.2 Scenedesmus sp.

Figura 14. Fotografia de reactores del disefio de experimentos con Scenedesmus sp.



57
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Figura 15. A. Analisis de Pareto para la produccion de biomasa. B. Superficie de respuesta del
modelo N/P para la produccién de biomasa de Scenedesmus sp.

A partir del diagrama de Pareto presentado en la Figura 15A, se determinan las variables
influyentes para el sistema, donde, la interaccion entre NOs y PO4 en el medio de cultivo ejerce
una influencia significativa negativa (-3.5712), mientras que, de forma individual, estos
compuestos no afectan significativamente la produccién de biomasa. Gonzélez-Delgado et al.,
(2017) en su estudio del disefio de medios de cultivo selectivos afirman que la produccion de
biomasa esta directamente relacionada con la cantidad de nitrato de sodio y fosfato de potasio.

El sistema no factorial con superficie de respuesta que se observa en la Figura 15B, la
intensificacion del color rojo indica que las mejores condiciones para la produccién de biomasa
son medios suplementados con cantidades de 3 a4 mL/L de NOsy 9 a 11 mL/L de fuente de PO4
09a1l1 mL/L de NOzy3 a4 ml/L POs En otras palabras, el medio se puede acondicionar con
NaNO3, K:HPO4 y KH2PO4 en unidades de mM, (0.882-1.177, 0.387- 0.474, 1.157-1.415) o
(2.647-3.236, 0.129-0.172, 0.386- 0.514) respectivamente.

Para este estudio, se emplearon concentraciones iniciales entre 0.015 a 0.105 g/L de

Scenedesmus sp, cada punto en el diagrama (Figura 15B) hace referencia a los experimentos
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realizados. Después de 20 dias de cultivo, se observé una produccion de biomasa de hasta 1.13
g/L de en las condiciones del experimento 5, por lo cual es favorable cultivar Scenedesmus sp en
estas condiciones durante solo 20 dias.

Después de los 30 dias de cultivo, los experimentos 1 y 2 en concentraciones de (5mL/L
de NO3, 9 mL/L de PO4) y (9 mL/L de NOs, 5SmL/L de PO4) mostraron una produccion final de
1.3y 1.07 g/L, es decir, aumentaron 1.2 y 0.96 g/L respectivamente. En general, en condiciones
de baja concentracion de fosfatos y altas de nitratos, al igual que concentraciones altas de fosfatos

y bajas de nitratos, se logra mayor productividad de biomasa.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Proteinas (%) Fitted Surface; Variable: Proteinas (%)
- idual=: 2 factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=25,82408
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Figura 16. A. Analisis de Pareto para la produccién de proteinas. B. Superficie de respuesta del
modelo N/P para la produccion de proteinas de Scenedesmus sp.

Se evalo mediante un diagrama de Pareto (Figura 16A) si variables tales como: cantidad
de fosfatos, nitratos o la interaccion de estas dos afectaban el proceso y se determiné que ninguna
tuvo una influencia significativa para la produccion de proteinas.

Segun los resultados obtenidos a partir de Scenedesmus sp, con condiciones de 9 a 11

ml/L de fuente de POsy 3 a 4 ml/L de NO3z como se muestra en la Figura 16B es posible obtener
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mayor produccion de proteinas. Mediante la extraccion y cuantificacion de proteinas se logré
obtener porcentajes de hasta el 45.8%. En la mayor parte de los experimentos (1,2,3,4,7,8) se

encontraron porcentajes de produccion de proteinas alrededor del 40%.

Fitted Surface; Variable: Remocion NO3 (%) Fitted Surface; Variable: Remocion PO4 (%)
2factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=,7379 2factors, 1 Blocks, 10 Runs; MS Residual=49,86387
DV: Remocion NO3 (%) DV: Remocion PO4 (%)

PO4
a5
PO4 (miiL)

o
%5
4 %8
1975
. =97
3 4 5 6 i 8 9 10 11=£5 3 4 5 6 7 8 9 10 11=fg
NO3 (mLIL) NO3 (milL)

Figura 17. Superficie de respuesta obtenida mediante el disefio de experimento con Scenedesmus
sp. A. Modelo N/P para la remocion de NOs. B. Modelo N/P para la remocion de POa.

En la figura 17A, se observé mediante RSM que con valores de 7a 10 mL/L de NOsy 5 a
9 mL/L de POs, se logra un porcentaje de remocién por encima del 99%, por consiguiente, el
medio se puede suplementar con NaNO3z, KoHPO4 y KH2PO4 en unidades de mM, (2.059-2.942,
0.215-0.387, 0.643-1.157) respectivamente. Todos los experimentos realizados muestran un rango
de remocién entre 97.5 al 99.8% donde el valor mas alto para la remocién corresponde al
experimento 4 con condiciones de 1.227 mM NaNOs, 0.301 mM K2HPO4y 0.9 mM KH2POj4. Se
afirma que Scenedesmus sp aprovecho al maximo la cantidad de nitratos del efluente, asi como
también, la concentracion suplementada.

Por otra parte, la Figura 17B representa el modelo N/P para la remocion de PO4 con base

en los resultados obtenidos con Scenedesmus sp, donde se observa que las mejores condiciones
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para lograr un porcentaje alto de remocion de PO4 son: 3 a 5 mL/L de fuente de PO, es decir,
0.129-0.172 mM KzHPQg4, 0.386-0.514 mM KH:PO4y todo el espectro de NOs analizado por
STATISTICA, concentraciones en el rango de 0.882 a 3.236 mM de NaNOs3; no se observo que la
concentracion de NOsafectara la remocion de PO4. Se alcanzaron porcentajes de remocion de PO4
de hasta 47.3y 60.4% en las condiciones de los experimentos 2 y 5 respectivamente, representando
asi los porcentajes maximos obtenidos en el estudio. En cambio, en el experimento 1 con
concentraciones de 1.471 mM NaNOs, 0.387 mM KoHPOsy 1.157 mM KH2PO4 se obtuvo un
porcentaje bajo de eliminacion de POs de 8.3%, aunque a estas mismas condiciones del
experimento 1 se obtuvo un 97.5% de remocion de nitratos, lo ideal es que el medio cumpla con
condiciones que permitan que la microalga tenga la mayor produccion de biomasa y sea eficiente
la remocion de N y P, por ende, no es viable emplear estas concentraciones.

En relacion con los aspectos de importancia, produccion de biomasa, produccion de
proteina, remocion de NOsy PO4 Scenedesmus sp dio mejores resultados en las condiciones del
experimento 2.

Especies del género Chlorellay Scenedesmus no solo se han empleado en cultivos de aguas
residuales de actividad piscicola, sino que también, en efluentes de tipo municipal en los cuales se
han incorporado como nutrientes diferentes concentraciones de sulfato, nitrato, y fosfato, logrando
eliminar con C. vulgaris 68% de NOs y 94% de PO4 empleando una relacion de N/P de 7:1y con
S. obliquus 4:1, eliminando el 59% de NOz y 90% de PO4, ademas de, una produccion de biomasa
a partir de C. vulgaris y S. obliquus de hasta 0.41 g/L y 0.69 g/L respectivamente (Ajala y
Alexander, 2020).

Los resultados presentados se asemejan a los de estudios anteriores ya que la produccion

de biomasa al incorporar N y P en el medio fue mayor con Scenedesmus sp que con Chlorella sp.
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En otro estudio, Zhang et al., (2018) manifiestan que en un experimento a gran escala la
adicion de KoHPO4 puede ser fundamental para incrementar la productividad de biomasa y lipidos
al utilizar cierto tipo de efluente como medio de cultivo.

Algunas especies de microalgas representan una doble funcion, adaptandose a condiciones
de cultivo diferente, produciendo biomasa con alto contenido de valor y a su vez son atractivas en
tratamiento de aguas residuales. Este es el caso de C. sorokinianay S. obliquus, segun Gupta et
al. (2016), éstas se han seleccionado por su tolerancia a mayores cantidades de carga organica y
estres fisioldgico sin necesidad de realizar un tratamiento previo a la inoculacion. En su estudio,
disminuyeron un 86.93% y 68.24% de N/P utilizando C. sorokiniana, mientras que, con S.

obliquus se observo un mayor potencial de eliminacién con 98.54% y 97.99% de N/P.

4.4 Influencia del ciclo Luz: Oscuridad en el proceso de cultivo de los mejores resultados

obtenidos de la evaluacion de la fuente de C, Ny P.

Figura 18. Fotografias: A. Preparacion de reactores. B. Estabilizacién de pH e inoculacion.


https://bibliotecavirtual.uis.edu.co:2191/topics/earth-and-planetary-sciences/chlorella
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En la Figura 18 se ilustra, que el montaje se llevo a cabo en dos zonas diferentes, la primera
es la zona de preparacion de reactores con sus respectivos nutrientes (Figura 18A) y la segunda
zona es donde se efectuo la estabilizacion del pH y la inoculacion de Chlorella sp como se observa
en la Figura 18B, con el fin de mantener las condiciones asépticas posibles ya que la microalga se
extrajo de un reactor madre y se debian mantener libre de otros contaminantes.

Khalid, Yaakob, Abdullah y Takriff (2019) realizaron un analisis donde determinan que la
intensidad de luz, el tamafio del inoculo y el fotoperiodo son factores criticos para la absorcion de
nutrientes. En otro estudio, Suparmaniam et al., (2019) mencionan gue los requisitos generales de
crecimiento para microalgas son los nutrientes, la salinidad, la temperatura y la luz, con todo esto
se pueden obtener mejores eficiencias empleando ciertas condiciones.

Por esta razén, para la seleccion de este experimento se tuvo en cuenta los anteriores
estudios, seleccionando asi, los mejores resultados en crecimiento para eleccion del
microorganismo, la fuente de carbono y, a su vez, experimentos que representaron los porcentajes
mas altos de remocion de NOz y POa.

Es de importancia variar las condiciones de Luz: Oscuridad en el cultivo de microalgas
para determinar como influyen en la produccion de biomasa y asi mismo, determinar cual es mejor
en este tipo de cultivo. Por esto, en este estudio se emplearon fotoperiodos de 12:12, 16:8 y 24:0
horas de Luz: Oscuridad con Chlorella sp. EI medio se suplemento con condiciones de fuente de
C/N/P adicionando 1.2 g/L de bicarbonato de sodio, 1.471 mM de NaNOs, 0.215 mM de K:HPO4
y 0.643 mM de KH2POa4. Asi mismo, se realizaron cultivos en medio sin adicion de estos para

realizar analisis comparativo. Por ultimo, se ajusté a pH de 7 todos los reactores.
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Evaluacién
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Figura 19. Concentracién de biomasa obtenida con Chlorella sp.

Los cultivos inicialmente contenian entre 0.08g/L hasta 0.17 g/L de biomasa como se
puede observar en la Figura 19, durante los primeros 10 dias se observo una produccion de 0.479
g/L en el reactor de 24:0 y 0.368 g/L en 12:12 Luz: Oscuridad. Al finalizar el cultivo, Chlorella
sp mostro la produccion mas baja con el control con una produccion de biomasa de 0.28 g/L, por
el contrario, se observo que la biomasa aumentd notoriamente en ciclos Luz: oscuridad de 24:0,
16:8'y 12:12 al incluir la concentracion de C, N y P seleccionadas obteniendo un incremento en la
biomasa de 0.56 +0,059 g/L para una produccion final de 0.7, 0.67 y 0.69 g/L respectivamente.
Debido a que los resultados obtenidos en estos ultimos fueron similares, este estudio postula la
utilizacion de ciclos Luz: Oscuridad de 12:12 para reducir costos energéticos.

Fan et al., (2020) mencionan que el fotoperiodo se torna un factor importante en el
crecimiento microalgal y afirman que Chlorella sp presenta resultados viables con fotoperiodos
de 24:0 y 12:12 Luz: oscuridad, con una tasa de crecimiento de 0,79 g/L. Por otro lado, Ansari et
al., (2017) expresan la importancia de las concentraciones de nutrientes en agua residual ya que
podria limitar la penetracion de la luz debido a la turbidez, el efluente debe contener una gama

intermedia para que se pueda utilizar de forma directa para el cultivo microalgal, asi mismo
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manifiestan que en otros tipos de agua residuales es necesario incluso realizar dilucién antes de su
uso como medio de crecimiento y recomiendan ciclos luz: oscuridad de 16:8. Con respecto a lo
anterior, el efluente empleado garantiza su potencial gracias a la eficiencia de eliminacién
obtenida.

Guldhe et al (2017) propone utilizar fase oscura completa, ya que en su estudio obtuvieron
una productividad de 498,14 mg L d"! suplementando con 400 mg L*d"* de NaNOs. Por otro lado,
Ansari et al., (2019) mencionan que la utilizacion de aguas residuales presenta beneficios
ambientales y crea un proceso economicamente viable, ademas sefialan que en condiciones luz:
oscuridad 16:8, se obtuvo eficiencias altas de remocién de N y P luego del proceso de
fitorremediacion. El éxito en el establecimiento y crecimiento de estos microorganismos depende
del adecuado control de pardmetros como temperatura, concentracion de nutrientes, intensidad de
luz y pH (Gonzélez-Delgado et al., 2017).

Disefio propuesto para el aprovechamiento de aguas residuales de piscicultura

mediante el uso de microalgas.
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Figura 20. Sistema para el tratamiento de agua residual de piscicultura.
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El tratamiento de agua residual que se ilustra en la Figura 20, inicia desde el cultivo de
Oreochromis sp (tilapia roja), el efluente donde se desarrolla la piscifactoria pasa por un
intercambiador permitiendo solo la salida de agua con concentraciones de nutrientes Utiles para el
crecimiento microalgal. Con el fin de mejorar la productividad se suplementan los cultivos para
Chlorella sp con fuente de C/N/P empleando Bicarbonato de sodio, Nitrato de sodio, Fosfato
dipotasico y Fosfato monopotasico. En los tanques de cultivo se instala agitadores de flujo axial
para minimizar el efecto de Oz bajo lo cual podria reducir la biomasa producida, asi mismo, la
velocidad de agitaciéon es un factor para estudiar para evitar dafio celular (Borowitzka, 1992),
controlando el pH y la temperatura, por otro lado, la luz solar es utilizada para el fotoperiodo luz:
oscuridad. Las microalgas absorben y reducen el contenido de P y N aprovechandose para su
crecimiento, después se realiza una filtracion con el fin de separar la biomasa del agua ya tratada.

La biomasa se somete a un proceso de secado, con lo cual puede ser Util para el propio
alimento de los peces o para la extraccion de carbohidratos y proteinas principalmente; no obstante,
puede obtenerse lipidos en menor proporcion. En la acuicultura son empleadas mas de 40 especies
de microalgas. Las principales funciones de las microalgas en la acuicultura es la nutricion de
algunos animales acuéticos. La nutricion aumenta en una gran proporcion y la dieta de los peces
disminuye el precio en un 50% (Sathasivam, Radhakrishnan, Hashem y Elsayed, 2017). El agua
resultante se recircula hacia los estanques de cultivo de Oreochromis sp, incluso puede llevarse un
porcentaje hacia los vertimientos puntuales, ya que se encontrd6 que cumple con los valores
méaximos permisibles, por lo tanto, no representaria riesgos por exceso de N y P. Dando por
resultado un sistema productivo con potencial para ser llevado a cabo a gran escala. Es importante
resaltar que se debe ampliar el estudio con respecto a factores como la agitacion, recambio de agua
y aireacion, asi como en el andlisis de los componentes de la biomasa obtenida (carbohidratos,
lipidos y proteinas) y sus posibles vias de aprovechamiento, con el fin de generar un proceso

sostenible y en caminado a un concepto de economia circular.
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5. Conclusiones

Los resultados de este estudio demuestran el potencial de las aguas residuales de
piscicultura como sustrato nutritivo base para la generacion de biomasa de microalgas, pero que
debe ser debidamente ajustado y enriquecido con el fin de obtener valores maximos de produccion,
ademas de las correctas condiciones de cultivo.

En la evaluacion de la fuente de carbono con Chlorella sp se logré una produccion de
biomasa entre 0.88 y 1 g/L, en contraste, Scenedesmus sp dio valores inferiores de hasta 0.66 y
0.73 g¢/L usando bicarbonato y carbonato de sodio respectivamente. Es efectivo emplear
bicarbonato de sodio para Hapalosiphon sp y Ciano 13 sp donde se obtuvieron valores de 0.87 y
0.84 g/L. Asi mismo se pudo demostrar que en medios enriquecidos con bicarbonato se observa la
mayor remocion de N/P con valores de hasta el 99% y 88% de NOz y PO4 respectivamente.

Mediante el disefio de experimentos, se encontré que la condicion minima de la
concentracion de fuente de fosforo para ambas microalgas es de 0.215 mM de KoHPO4 y 0.643
mM de KH2POs, mientras que para la fuente de nitrogeno se consideran diferentes concentraciones
de acuerdo con las condiciones de cada cultivo.

Chlorella sp y Scenedesmus sp mostraron mejores resultados al adicionar 1.471 y 2.647
mM de NaNOs, y se identificaron porcentajes de remocion por encima del 99% de NOs e inferiores
al 60.4% POg. Se observo que los fotoperiodos son muy importantes en el crecimiento de Chlorella
sp resaltando mejores resultados en ciclos 12:12 y 24:0 con produccién de 0.7 g/L de biomasa.

Es econdmico utilizar un minimo gasto energético, por tal razon, es ideal trabajar con
fotoperiodo 12:12 suplementando nutrientes al medio, controlando factores como pH y

temperatura.
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La elaboracion de un disefio de medios a partir de este tipo de agua residual puede significar
una propuesta importante para tratamientos a escala industrial, reduciendo N/P y una gran cantidad
en los costos, evitando la utilizacion de nutrientes necesarios en los medios tradicionales y la

realizacion de tratamientos previos para su reutilizacion.
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6. Recomendaciones

Se debe evaluar la suplementacion periodica de Bicarbonato de sodio, Nitrato de sodio,
Fosfato monopotasico y Fosfato dipotasico durante el cultivo con Chlorella sp, debido a que
pueden presentar estres por deficit de nutrientes y en esta investigacion solo se adiciono al inicio
del cultivo.

Se encontré que la luz es un factor principal para el crecimiento de estos microorganismos,
por lo tanto, es importante evaluar las condiciones de intensidad de luz requeridas que permitan
incrementar la produccidn en estudios posteriores.

Es importante realizar la caracterizacion de la composicion final de la biomasa obtenida
con el fin de evaluar la mejor via de aprovechamiento de esta para la obtencion de metabolitos de
interés y de alto valor industrial que haga ain mas sostenible el proceso.

Se recomienda para futuras investigaciones evaluar las condiciones aca establecidas en
cultivos a mayor escala, con el fin de establecer si se mantienen las condiciones propuestas o

evaluar los efectos del aumento del volumen del sistema.
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