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Cultivo de microalgas (Neochloris oleoabundans y Chlorella sp.) en agua residual y
extraccion de sus acidos grasos.

Cultivation of microalgae (Neochloris oleoabundans y Chlorella sp.) in wastewater for
biomass production and lipid extraction.

Yaneli Martinez Cruz' y Guadalupe Hernandez Eugenio?

Resumen

El objetivo de este trabajo fue evaluar la remocion de
nutrientes de agua residual del efluente de un digestor
anaerodbico mediante el cultivo de microalgas (Neochloris
oleoabundans y Chlorella sp.) y produccion de biomasa
algal y acidos grasos. Neochloris oleoabundans removio
el 93.6 % de NH," y Chlorella sp. 73 % en concentracion
de 90 mg~|'1NH4+. La eliminacién de NOs; fue del 58.8 %
y 72.6 % en Neochloris oleoabundans y Chlorella sp.
respectivamente el concentracion de 50 mgI*NHs". El
fésforo fue eliminado al 100 % por ambas microalgas al
tercer y séptimo dia. El crecimiento celular fue de 1.06 x
10° celml™ en Neochloris oleoabundans y 1.36 x 10°
cel-ml™ en Chlorella sp. El porcentaje de lipidos totales
acumulados en N. oleoabundans fue del 19 % en
concentracién de 90 mg-"NH4* y Chlorella sp. acumul6
28.3 % cultivada bajo concentracion de 50 mg~|'1NH4+.Los
acidos grasos identificados fueron principalmente
palmitico, linoleico, araquiddnico, oleico y estearico. Se
concluye que Neochloris oleoabundans y Chlorella sp.
pueden remover los nutrientes del efluente de un digestor

anaerdbico, producir biomasa y acumular lipidos.

Palabras claves: efluente, remocion de nutrientes,
microalgas.

1 Tesista

2 Director

Abstract

This study was conducted to evaluate nutrient removal of
wastewater from an anaerobic digester effluent through
the cultivation of microalgae (Neochloris oleoabundans
and Chlorella sp.) and production of algal biomass and
fatty acids. Neochloris olecabundans removed 93.6 % of
NH," and Chlorella sp. 73 % at the concentration of 90
mg~|'1NH4+. Nitrate removal was 58.8 % and 72.6 % in
Neochloris oleoabundans and Chlorella sp. respectively, at
the concentration of 50 mg-I’lNH4+. Phosphorus removal
was 100% by both microalgae on the third and seventh
day. Cell growth was 1.06 x 10° cell-mI* and 1.36 x 10°
cellml™ in Neochloris oleoabundans and Chlorella sp.,
respectively. Total accumulated lipid in N. oleoabundans
was 19 % at the concentration of 90 mg-l'l NH.", and
Chlorella sp. accumulated 28.3 % when grown with 50
mg-l'lNH4+. Fatty acids identified were mainly palmitic,
linoleic, arachidonic, oleic and stearic acids. We conclude
that Neochloris oleoabundans and Chlorella sp. can
remove nutrients from the effluent of an anaerobic

digester, biomass produce and lipids accumulate.

Keywords: effluent, nutrients removal, microalgae.



CAPITULO
1

1 INTRODUCCION

En la actualidad el problema de la contaminacion del agua ha tomado
relevancia en diferentes ambitos de la comunidad cientifica y tecnoldgica,
porque es indispensable para el desarrollo de |la sociedad. El tratamiento del
agua residual debe realizarse de manera economica y viable. Uno de los
sistemas de tratamiento de agua residual es la digestién anaerdbica. Esta se ha
convertido en una tecnologia atractiva para el tratamiento de aguas residuales
dado su bajo costo comparada con los sistemas de tratamiento bioldgicos

aerobicos y los tratamientos fisicoquimicos.

La digestién anaerdbica es un proceso por el cual los desechos organicos de
residuos municipales, agricolas, pueden ser bioldgicamente mineralizados en
ausencia de oxigeno. Las diversas poblaciones microbianas degradan los
residuos organicos para generar biogas y otros compuestos como productos
finales. La digestion anaerdbica se utiliza para reducir la demanda quimica de
oxigeno, disminuir la putrefaccién y malos olores; sin embargo, los efluentes
generados a partir de este proceso aumentan la disponibilidad de nutrientes

principalmente nitrégeno y fésforo que aun contienen. Los efluentes al



descargarse a los cuerpos de agua provocan eutrofizacion afectando al

ecosistema.

Una alternativa para mitigar este problema es emplear los efluentes para el
cultivo de microalgas. Las microalgas tienen la capacidad de utilizar el nitrégeno
y el fésforo inorganico para generar biomasa. La biomasa se utiliza para
producir biocombustible, metano, fertilizantes, productos quimicos y alimento

para animales.

El cultivo de microalgas ofrece una solucion al tratamiento terciario de aguas
residuales para la produccion de biomasa y acidos grasos, reduciendo costos
en comparacion con los sistemas de tratamiento, asi como la mitigacién de
emisiones de gases de efecto invernadero, por lo que lleva a una importante

sinergia econdmica para el proceso.

Existen una gran variedad de microalgas que pueden cultivarse en agua
residual, principalmente del género Chlorella que son adaptables a esta agua
y pueden acumular lipidos; sin embargo, existen otras especies oleaginosas
que pueden producir gran cantidad de lipidos hasta en un 80% en medios de

cultivo especifico como la especie Neochloris oleoabundans.

1.2 OBJETIVO

Evaluar la remocion de nutrientes de agua residual del efluente de un digestor
anaerobico mediante el cultivo de microalgas (Neochloris oleoabundans y

Chlorella sp.) y determinar la produccién de biomasa algal y acidos grasos.



CAPITULO
2

2 ANTECEDENTES

2 REVISION DE LITERATURA
2.1 Generacion de Aguas Residuales

Las aguas residuales se definen como aguas de composicion variada
provenientes de las descargas de usos municipales, industriales, agricolas, asi
como la mezcla de ellas (Rodriguez y Duran, 2006). Sus principales
contaminantes son nutrientes (nitrégeno y fdsforo), organismos patégenos
(bacterias y virus), materia organica, detergentes, metales pesados y sustancias

quimicas (Silk y Ciruna, 2004).

En Meéxico, las aguas residuales que se generan, crean un caudal total de 255
m®/s, de los cuales se captan 205 m%s, y de esta solo se trata el 36.4%. En
aguas residuales municipales se generan 2.02 millones de toneladas de DBOs y
solo se remueven 0.61 millones de toneladas. El agua residual de uso no
municipal incluye la industrial y genera 6.95 millones de toneladas de DBOs, de
las cuales sélo se remueve 1.33 millones de toneladas (CNA, 2011). En 2011,
el volumen de aguas residuales provenientes de los centros urbanos fue de
236.3 m°s (SEMARNAT, 2011). Los contaminantes no eliminados son

directamente descargados a cuerpos de aguas superficiales o suelos agricolas;

~3~



al mismo tiempo que generan materia organica con contenido de nutrientes
como nitrato, amonio, fosforo, entre otros. Se estima que el agua residual
domestica contiene 76 mg.I" de N-NOs (Crittenden et al., 2005), 50-70 mg.I"”
de N, 15-20 mg.I" de P, 300-600 mg-I"" DQO y 200-300 mg:I" DBOs (Crites y
Tchobanoglous, 2000). Sin embargo la composicién del agua residual puede
variar como lo menciona Cortés (1993) con 20-60 mg.I"" de N, 12-50 mg.I"" de
amoniaco, fésforo total de 6-20 mg.I"", DBOs 100-350 mg-I" y 250-1000 mg-I"

de DQO.
2.2 Tratamiento de aguas residuales

Los cuerpos de agua son incapaces de depurar grandes cantidades de
desechos municipales e industriales (MEA, 2005; UNEP, 2007). Algunos de los
contaminantes que se encuentran en el agua residual son elevados contenidos
de carbono determinados como demanda biologica de oxigeno (DBOs) vy
demanda quimica de oxigeno (DQO), nutrientes como nitrato, fosfato, amonio,
ademas de metales pesados y microorganismos patdgenos (Esponda 2001).
En consecuencia, una de las acciones mas importantes para evitar su deterioro
es el tratamiento de las aguas residuales. Dicho tratamiento es importante para
evitar impactos negativos en los cuerpos de agua, ya que éstos contaminantes

generan problemas de eutrofizacion.

Cabe sefalar que algunos efluentes de aguas residuales de excretas de
ganado tienen alto contenido de nutrientes. Este tipo de efluentes después de
ser sometidos a tratamiento secundario aun contienen elevadas

concentraciones de nutrientes; como efluentes de digestion anaerdbica de

~4 ~



estiércol lechero que contienen 125-3456 mg:I" de nitrégeno total y 18-250
mg-I"" de fosforo total (Wang et al., 2010; Cho et al., 2011), efluentes de
gallinaza con 1380-1580 mg-I"! de nitrégeno total y 370-382 mg- I"' de fésforo
total (Yetiimezsoy et al., 2008; Yetiimezsoy et al., 2009), efluentes de
depuradoras de lodos con 427-467 mg:I" de nitrogeno total y 134-321 mg-I" de
fosforo total (Montusiewicz et al., 2010), asi como efluentes de residuos de
alimentos y estiércol lacteos con 1,640 mg- I - 1,885 mg-I"' de nitrégeno total
Kjeldahl y 296-302 mg:I"" de fésforo total (El y Zhang, 2007). Por lo tanto, el
contenido de nutrientes en efluentes provenientes de granjas puede ser

sometido a un tratamiento terciario con algas.
2.3 Microalgas

Las microalgas son un conjunto heterogéneo de microorganismos fotosintéticos
unicelulares procariontes (cianobacterias, llamadas algas verde-azuladas) y
eucariontes (tradicionalmente algas verdes), que se localizan en diversos
habitats como aguas marinas, dulces, salobres, residuales o en el suelo, bajo
un amplio rango de temperaturas, pH y disponibilidad de nutrientes (Garibay et

al., 2009).

Son responsables de la produccion del 50% del oxigeno y de la fijacion del 50%
del carbono en el planeta. Su biodiversidad es enorme, se han identificado
alrededor de 40,000 especies aunque se estima que existen mas de 100,000 de
las cuales se desconoce su composicidén bioquimica y metabolismo (Garibay et

al., 2009).



Las microalgas se clasifican de acuerdo a diferentes parametros como
pigmentacioén, ciclo de vida, morfologia y estructura celular, sin embargo, las
especies mas estudiadas para aplicaciones biotecnologicas son las algas
verdes y diatomeas. Dentro la division Chlorophyta se encuentran especies
que proliferan en ambientes dulceacuicolas. Pueden existir como células
individuales o colonias. Su principal reserva de carbono es el almidén, sin
embargo, pueden almacenar lipidos bajo determinadas condiciones. Algunas
especies como Botryococcus braunii llega acumular hasta un 85% de contenido

lipidico, mientras que Neochloris oleoabundans un 88.8% (cuadro 1).

La division Bacillariophyta, comunmente llamada diatomea agrupa a especies
que predominan en aguas oceanicas, no obstante también se encuentran en
aguas dulces y residuales. Se caracterizan por contener silicio en sus paredes
celulares, almacenar carbono como aceite. Algunas de ellas como la especie
Nitzschia laevis llega a tener el 69.1% de lipidos mientras Cyclotella sp.
contiene el 54 %, cuadro 1 (Arredondo y Vazquez-Duhalt, 1991; Sheehan et

al., 1998; Hu et al., 2008).

Cuadro 1. Contenido lipidico de microalgas en condiciones autotroéficas.

%Contenido %Contenido
lipidico _ lipidico
Chlorophyta o Diatomeas o
(gLipidos/gPeso (gLipidos/gPeso
-seco x100) -seco x100)
2BSOtryococcus brauniivar. A 43.0-63.0 Cyclotella cryptica® 36.8
2B‘Bo'[ryococcusbrauniivar. B 53.0-86.0 Cyclotella sp. ? 54.0
Chlorella emersonii®*° 63.0 Nitzschia laevis™ 69.1
Chlorella minutissima®*° 57.0 Nitzschia pelea 27.2-39.5
Kutz*®



Chlorella protothecoides™ 23.0 Nitzschia sp. ** 22.1-47.0

Chlorella pyrenoidosa®® 14.4 - 35.8 Phaeodactylumtric 31.0
ornutum?

Chlorella sorokiana®*° 22.0 Skeletonemacostat 30.3
um

Chlorella sp. * 28.0-32.0

Neochloris oleoabundans >3 18.9-88.8

Nannochloropsis salina ® 40.8-72.2

Dunaliella salina **® 9.2-47.2

Dunaliellaprimolecta™*® 23.0-53.8

Scenedesmusobliquus® 11.0- 55.0

Scenedesmusdimorphus®®?® 6.0 —40.0

Chisti, 2007; *Arredondo y Vazquez-Duhalt, 1991; *Gatenby et al., 2003; “Ben-Amotz et al.,
1985;° Metzger y Largeau, 2005;° Cohen,1986; Gouveiay Oliveira, 2009; ‘°Li y Liu, 2008.

2.3.1Parametros para el cultivo de microalgas

Cada especie y subespecie de microalga presenta sus caracteristicas propias
respecto a condiciones oOptimas de crecimiento, asi como produccidn de
biomasa algal. Tanto la composicion de las microalgas como su productividad
estan determinadas, principalmente por el pH, la temperatura, la disponibilidad y
concentracion de nutrientes, intensidad y tipo de luz, la densidad celular del
cultivo y la contaminacion o depredacién por otros organismos (Barsanti et al.,
2006). Los nutrientes necesarios para el crecimiento de las algas se presentan
en el cuadro 2. Las concentraciones y nutrientes pueden variar de acuerdo al

medio (Brennany Owende, 2010).

Cuadro 2. Requerimientos principales de cultivos de microalgas

Requerimientos Compuestos quimicos Valores
C CO,, COs3 g/ 100ml
O, H Oz, H,O g/ 100ml
N N2, NHs , NO3 g/100ml
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P PO4 g/100ml

S SO, g/100ml
Na, K, Ca, Mg Sales g/100ml
Fe, Zn, Mn, B, Br, SI Sales mg/100ml
Cu, Co, CI, I, Sr, Rb, A. Elementos traza ug /100ml
vitaminas B2, Tiamina y Biotina ug/100ml

Algunos factores que pueden afectar el crecimiento son temperatura, intensidad

de luz, pH y aireacion.

Temperatura. La mayoria de la especies de microalgas toleran temperaturas
entre 16 y 27 °C, aunque esto puede variar de acuerdo a la composicioén del
medio de cultivo o la especie cultivada. Un valor intermedio de 18-20 °C es
frecuentemente empleado. Temperaturas por debajo de los 16 °C pueden
retardar el crecimiento, mientras que aquellas por arriba de los 35 °C son letales
para cierto numero de especies. Sin embargo, existen gran variedad de
microalgas capaces de desarrollarse en un amplio rango de temperaturas tal
como Chlorella que puede crecer entre 5y 42 °C, un rango fuera del cual se

ven inhibidas o incluso mueren.

En sistemas abiertos de cultivo un incremento de temperatura se ve
compensado con evaporacion del agua, regulandose de este modo la
temperatura maxima. En sistemas cerrados de cultivo es necesario la
refrigeracion adicional mientras que en zonas calidas, la relacion entre nivel de

luz y temperatura puede afectar a la biomasa en gran medida.



Luz. Como en las plantas, la luz es la fuente de energia que promueve las
reacciones fotosintéticas en las algas. La intensidad, la calidad espectral y el

fotoperiodo deben ser considerados.

Los organismos fotosintéticos s6lo emplean la fraccién del espectro de luz solar
que es fotosintéticamente activa, es decir entre 350 y 700 nm. Esta fraccion
fotosintéticamente activa (PAR por sus siglas en inglés) supone un 40% de la
radiacion total del sol. El crecimiento de los microorganismos fotosintéticos es
proporcional a la intensidad de la luz recibida siempre que ésta se situe por
debajo de un cierto valor maximo (fotolimitacion). A partir de éste, los sistemas
fotosintéticos receptores se ven danados y la fotosintesis se ve inhibida. A este
fendmeno se le denomina fotoinhibicion. En la mayoria de las microalgas la
fotosintesis se ve saturada a niveles luminicos superiores al 30% de la
radiacion total que la Tierra recibe del Sol (1,700-2,000 pE/m?'s). Las algas se
adaptan a los cambios de luz variando el contenido de clorofila de sus células;
las algas adaptadas a bajas intensidades Iluminicas tienen mas clorofila
(Stephens et al., 2010). Sin embargo, Hu et al., (1996 y 1998), demostraron que
la productividad en funcidn de la densidad del cultivo en g a diferentes
intensidades luminicas fue de 25 g-l en 2,000 pmol-m™?-s™", de 15 gI" en 870
pumol:m?s”' y 5 gI" en 360 umol-m™-s™. Cabe mencionar que la iluminacién

artificial puede contribuir a una produccion continua.

pH. El rango del pH para la mayoria de las especies de algas cultivadas es
entre 7 y 9, siendo el rango 6ptimo 8.2-8.7. Para mantener el control del pH es

necesario airear o adicionar CO,. El proceso fotosintético de fijacion de CO,
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provoca un aumento gradual de pH en el medio, debido a la acumulacion de
OH’, lo que puede promover la eliminacién de nitrdgeno en forma de amoniaco
por volatilizacion a la atmdésfera y eliminacién de fésforo por precipitacion de

ortofosfatos.

Aireacién. La aireacion o agitacion es necesaria para facilitar la eficiencia en el
transporte y homogenizacion de los nutrientes y pH, ademas de impedir la
sedimentacion de las algas y su adherencia a las paredes del recipiente donde
sea cultivada y mejora el intercambio de gases entre el medio de cultivo y el
aire. Sin embargo, no todas las especies toleran una agitacion fuerte que
provee el reactor o recipiente para un mezclado, ya que son sensibles al estrés

hidrodinamico.

2.3.2 Asimilacién del nitrégeno

En general, las microalgas pueden tomar nitrégeno del medio en forma de urea,
amonio, nitrato, nitrito y nitrdgeno molecular. La fuente principal de nitrégeno
en las microalgas es el nitrato. La asimilacion del nitrato implica tres pasos: a) la
absorcion del nitrato dependiente de la enzima permeasa y requiere energia
metabdlica, b) la reduccion de nitrato a amonio es independiente del ATP,
requiere de ocho electrones, y es catalizada por la accién de dos enzimas
(nitrato reductasa y nitrito reductasa), y c¢) la incorporaciéon de amonio a
esqueletos de carbono, tales como el grupo a-amino L-glutamato, que es
catalizada por la glutamina sintetasa (GS) y glutamato sintasa(GOGAT), Figura
1. La via GS-GOGAT también es responsable de la asimilacion de amonio

derivado de carbonos intracelulares y compuestos de nitrogeno durante la

~10 ~



fotorespiracion y otros procesos. A pesar de que el nitrdgeno es el
componente principal de la atmésfera y es un elemento esencial para los
organismos Vvivos, sélo algunos organismos altamente especializados pueden
convertir el No en forma asimilable. Este proceso es esencialmente anaerdbico,
catalizada por la nitrogenasa, y restringidos a unos pocos microorganismos que

pueden hacerlo en vida libre o en simbiosis con las plantas (Richmond, 1986).

Entre microalgas, sélo algunos tipos de cianobacterias (Anabaena, Nostoc,
Cylindrospermun, Mastigocladus, Tolypothrtiy Goleocopsa) puede fijar el Np, a
través de un proceso acoplado producido fotosintéticamente por el potencial
redox y ATP utilizando células diferenciadas para proteger la nitrogenasa del
oxigeno (Avron y Ben, 1992).0Otras formas filamentosas nonheterocystous tales
como Oscillatoria y Phorrnidium pueden fijar el nitrdgeno unicamente en
ausencia de oxigeno y presencia de nitrdgeno y monoxido de carbono. En
general, el proceso de fijacion de N, depende de la disponibilidad de amonio o
nitrato. Una fotoproduccion efectiva de amonio, nitrato, nitrito, o nitrogeno
atmosférico se ha logrado quimicamente mediante el bloqueo de la via de la
asimilacion de amonio con L-metionina-DL-sulfoximina (MSX), una enzima

especifica irreversible inhibidora de la actividad glutamina sintetasa.
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Figura 1. Via de asimilacion del nitrégeno inorgénico en algas eucariotas. Los circulos
indican la presencia de permeasas para los metabolitos correspondientes (Vilchez et al.,
1997).

El amoniaco total en solucidbn acuosa estd compuesto por dos formas
principales, el ion amonio (NH4") y el amonio no ionizado (NH3), los cuales son
dependientes de pH y temperatura. La forma no ionizada es mas téxica debido
a que no tiene carga y es soluble en lipidos, por lo tanto atraviesa las
membranas bioldgicas con mayor facilidad que ion hidratado NH;" (Wuhrmann
y Woker, 1948; Downing y Merkens, 1955). El amonio desacopla el transporte
electronico en el fotosistema Il (uno de los dos sistemas complejos que captan
la energia luminica y transportan los electrones por resonancia dentro de las
células) y compite con el agua en las reacciones de oxidaciéon que generan el

O, libre. La tolerancia a él depende de la especie en cuestion (Ramos et al.,
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1987). Por ejemplo Spirulina se inhibe ante concentraciones de 200 mg NH, "I,
mientras que Chlorella sorokiniana no muestra inhibiciéon ante concentraciones

de 400 mg NH4*I'" (Rosenberg et al., 2008).
2.3.3 Contenido lipidico de las microalgas

Las microalgas con produccién lipidica son importantes para la elaboracion de
biodiesel, razén por la cual la cantidad de lipidos contenidos en la biomasa y la
velocidad de crecimiento, sumados a la eficiencia metabdlica del
microorganismo, son parametros relevantes para su seleccion (Chisti, 2007;

Rosenberg et al., 2008).

La determinacion del contenido oleaginoso de las microalgas resulta
complicada a causa de su variacion ante condiciones distintas de cultivo; el
crecimiento en ambientes desfavorables o bajo situaciones de estrés,
frecuentemente conlleva al incremento de la fraccion lipidica. Los lipidos
comprendidos en las microalgas por lo general constituyen del 20 al 50% de su
peso seco en especies como Chlorella sp., Chlorella vulgaris, Nitzschia sp.,
Dunalella salina entre otras, aunque se han reportado valores del 1 al 80% en
Neochloris  oleoabundans, Botryococcusbrauni,  Schizochytrium  sp.,
Nannochloropsis salina entre otras (Arredondo & Vazquez-Duhalt, 1991; Chisti,
2007; Hu et al., 2008; Schenk et al., 2008; Meng et al., 2009; Liu et al., 2008;

Xiong et al., 2008; Takagi et al., 2000; Li y Qin, 2005).

Las especies que producen mas de un 30% de grasas se denominan

‘oleaginosas’ (Arredondo & Vazquez-Duhalt, 1991). Los grupos taxonémicos a
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los cuales pertenecen las microalgas oleaginosas son diversos. En los
ejemplares eucariontes, el contenido lipidico es considerado como propio de la
especie y no del género, de manera tal que este parametro varia notablemente
entre las especies individuales de cada grupo taxonomico (Ben-Amotz et al.,
1985; Hu et al., 2008). No obstante, de acuerdo con Hu et al., 2008, es posible
generalizar que microalgas oleaginosas eucariontes de grupos diversos
(clorofitas, diatomeas, crisofitas, haptofitas, eustigmatofitas, dinofitas, xantofitas
y rodofitas) presentan, bajo condiciones normales de cultivo, una fraccion
lipidica promedio del 25.1%, magnitud que es superior (45%) en situaciones de

estrés.

Recientemente, Rodolfi et al., 2009, investigaron 30 especies para seleccionar
aquellas con alta productividad en biomasa y alto contenido de lipidos,
encontrando que Nannochloropsis sp., una especie marina, es particularmente
promisoria para la produccion de aceite. De igual manera, Gouveia y Oliveira
(2009), estudiaron 6 especies de microalgas tanto marinas como dulceacuicolas
para elegir en términos de cantidad y calidad de aceite la mejor materia prima
para la produccibn de biocombustibles; Neochloris oleoabundans
(dulceacuicola) y Nannochloropsis sp. (marina) fueron las que mostraron mayor
contenido de lipidos, 56 y 28.7%, respectivamente, como se muestra en el
cuadro 3. El contenido total de los lipidos en las microalgas puede variar desde
1 hasta 90% del peso seco, dependiendo de la especie y de las condiciones de

cultivo (Spolaore et al., 2006; Chisti, 2007).
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Cuadro 3. Contenido de aceite de algunas especies de microalgas.

Especie

Parietochoris incisa @

Nannochloropsis sp. ™
Neochloris oleoabundans @
Chlorella vulgaris®
Crypthecodiniumcohnii™
Scenedesmusobliquus®

Neochloris oleoabundans @
Nannochloropsis sp. ™

Chlorella vulgaris(d)
Nanochloropsisoculata™

Dunaliella™
Choricystisminor®

Chlorella protothecoides®
Chlorella vulgaris®

Scenedesmusrubescens™

Contenido o
PN Productividad
lipidos (mg-I™
(% del a
peso seco)
60? Nr
60° 204
56° 13.22
42° 12.77
41.142 82
43° Nr
38° 133
28.7° 90
27° 127.2
30.7° 151
67° 33.5
21.3° 82
50.3° Nr
21¢ 54
73° Nr

Referencia

Solovchenko et al.,
(2008)

Rodolfi et al. (2009)
Gouveia et al. (2009)
Widjaja et al. (2009)
Mendoza et al. (2008)
Mandal y Mallick (2009)
Li et al. (2008)

Gouveia y Oliveira
(2009)

Francisco et al. (2010)
Chiu et al. (2009)
Takagi et al. (2006)
Mazzuca-Sobczuk y
Chisti (2010)

Xiong et al. (2008)
Wang et al. (2009)
Matsunaga et al. (2009)

Cultivo bajo supresion de nitrégeno; ®Cultivo bajo deficiencia de nitrogeno; “Cultivo con

suficiencia de nutrientes; ° cultivo heterotréfico; ® Ausencia de nutrientes, m = marinay d

= dulceacuicola; Nr = no reportado.

Los principales estimulos quimicos para produccién de lipidos son la deficiencia

de nutrientes (nitrégeno, fésforo, azufre y silicio), la salinidad y el pH del medio

de cultivo; los fisicos son la temperatura y la intensidad luminosa. La deficiencia

de nitrégeno es, con respecto a los nutrientes, el factor que mas afecta el

metabolismo de los lipidos (De et al.,, 1999; Li et al., 2008; Hu et al., 2008;

Mendoza et al., 2008; Solovchenko et al., 2008; Gouveia y Oliveira, 2009;
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Rodolfi et al., 2009). Por ejemplo el contenido de lipidos de Chlorella vulgaris
puede aumentar de 20% a un maximo de 40% en atmodsfera de limitacion de

nitrégeno (lliman et al., 2000).

Ademas de estos factores, la fase de crecimiento y la edad del cultivo también
afectan el contenido y composicién de los acidos grasos, observandose un
mayor contenido de lipidos en la fase estacionaria con respecto a la fase
logaritmica (Spolaore et al., 2006; Hu et al., 2008). Con respecto a la fase de
crecimiento, Bigogno et al., (2002) reportaron que en Parietochloris incisa se
observo un alto contenido de triacilgliceroles (43% del total de acidos grasos) en
la fase logaritmica, el cual aumenté hasta 77% en la fase estacionaria.
Asimismo, Neochloris oleoabundans puede acumular hasta el 80% de sus
lipidos totales en forma de triglicéridos y la mayoria de sus acidos grasos son
saturados en el rango de 16 a 20 carbonos, bajo condiciones de estrés lo cual
la coloca como una de las especies con mayor potencial para la produccién de

biodiesel (Tornabene et al., 1983).

Sin embargo, los altos contenidos de lipidos producidos bajo limitacion de
nutrientes se asocian generalmente a la baja productividad de biomasa. En
contraste, una fuente de nitrégeno es necesaria para mantener el crecimiento

de las células con una mejor densidad celular (Feng et al., 2011).

Una estrategia de cultivo para mejorar la productividad de lipidos (Widjaja et al.,
2009; Ho et al., 2011) se da en dos etapas: en la primera etapa, las algas estan

con nutrientes suficientes para obtener una maxima densidad celular, lo mas
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rapidamente posible y en la segunda etapa se cambian las condiciones para

activar la acumulacion de lipidos.

2.3.4 Sintesis de lipidos

La composicién de acidos grasos de las microalgas comunmente incluye
moléculas lineales de 12 a 22 atomos de carbono en numero par, saturadas e
insaturadas, donde la posicion y el numero de enlaces dobles (1a 6) es variable,
dominando por lo general la configuracion cis. Los acidos grasos de C16 a C18
son los mas frecuentes, no obstante moléculas de cadena media (C10, C11,
C14) o demasiado larga (> 20C) predominan en algunas especies. Por ejemplo
la division de la Cyanophyta, la especie Trichodesmium erythraeum contiene
27-50 % del total de acidos grasos de C10, y del 2-5% de C11 (Parker et al.,
1967), por otra parte las especies de la divisién Bacillariophyta como Biddulphia
aurica contiene el 32% de C14 (Orcuut y Patterson, 1975) y Chaetoceros sp.
tiene 23.6% (Renaud et al., 2002). Ademas de las Eustigmatophyta como
Nannochloropsis sp. (Sukenik, 1999) y Monodus subterraneus (Cohen, 1999)
tienen 6.9 y 2.3% de C14 respectivamente. De las Haptophyta, Emiliania huxleyi
(Volkman et al.,, 1981) contiene el 35.1% de C14, de las Cyanophyta
Aphanocapsa sp. (Kenyon, 1972) contiene 29-34% de C14 y 9-13% de C14:2.
En contraste con las microalgas que contiene C>20, se encuentran de la
divisién pinguiophyceae la especie Glossomastrix chrysoplasta (Kawachi et al.,
2002) con el 13.3% de C22:5w3 y de las dinophyta, las especies Gymnodinium
sanguineum y Scrippsiella sp. (Mansour et al., 1999) que contienen 24.2% y

18.8% de C22:6w3, como se observa en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Composicién de acidos grasos en diferentes microalgas

Acido %total de Nombre
Especie graso acido IUPAC Comun
graso

Trichodesmium C10 27-50 Acido decanoico Acido caprico

erythraeum

Trichodesmium C11 25 Acido undecanoico Acido undecilico

erythraeum

Aphanocapsasp. C14 29-34 Acido Acido miristico
tetradecanoico

Emiliania huxleyi C14 35.1 Acido Acido miristico
tetradecanoico

Spirulina C14 18 Acido Acido miristico

platensis tetradecanoico

Emiliania huxleyi  C15 2.2 Acido Acido pentadecilico
pentadecanoico

Glossomastrix C16 24.8 Acido Acido palmitico

chrysoplasta hexadecanoico

Chlorella vulgaris  C16 18.1 Acido Acido palmitico
hexadecanoico

Chaetoceros sp. C16:1w7 36.5 Acido palmitoleico

Trichodesmium C18 2 6 Acido octadecanoico  Acido esteérico

erythraeum

Parietochloris Cc18 2.1 Acido octadecanoico Acido estearico

incise

Emiliania huxleyi C18:1w9 14.3 Acido oleico

Chlorellavulgaris C18:1w9 9.2 Acido oleico

Parietochloris C20:4w6 58.9 Acido araquidonico

incise

Gymnodinium C22:6w3  24.2 Acido

sanguineum docosahexaenoico

Scrippsiella sp. C22:6w3 18.8 Acido

docosahexaenoico
Isochrysis C22:6w3  11.0 Acido
galbana docosahexaenoico

El metabolismo lipidico de las algas es similar al de plantas superiores,
particularmente en la biosintesis de &acidos grasos y triglicéridos, como
consecuencia de las homologias de secuencia y la similitud de caracteristicas
bioquimicas observadas entre ciertos genes y enzimas, de origen vegetal y
algal, involucrados en la produccién de lipidos. En el cloroplasto ocurre la
sintesis de novo de acidos grasos, cuyo paso inicial consiste en la carboxilacién
de acetil-CoA dependiente de ATP para su conversion en malonil-CoA. Esta
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reaccion es catalizada por la acetil-CoAcarboxilasa y es considerada el paso
limitante del proceso, ya que compromete el flujo de acetil-CoA hacia la
biosintesis de lipidos, donde las unidades de acetil-CoA probablemente derivan
del piruvato proveniente de la glucdlisis. La reaccion anterior es seguida por
ciclos de adicion descarboxilativa de malonil-CoA a unidades acilo y B-
reduccién, catalizados por el sistema acido graso sintetasa, hasta producir

moléculas de 16C y 18C saturadas.

Los acidos palmitico (16:0) y oleico (18:1w9) son los precursores de las
moléculas poliinsaturadas, producidas mediante mecanismos de desaturacion
aerobia y elongacién. Por su parte, se sugiere que la biosintesis de triglicéridos
sucede en el citosol y en el reticulo endoplasmico esencialmente a través de la
catalisis por acil-transferasas del traslado secuencial de acidos grasos a las
posiciones 1, 2 y 3 del glicerol-3-fosfato, donde antes de la ultima transferencia,
se requiere de la defosforilacion del acido fosfatidico previamente formado
(Fischer et al., 2008; Hu et al., 2008). En la figura 2 se muestra un esquema que

describe en términos generales la biosintesis de lipidos microalgales.

co
H:0. CITOPLASMA
( —_ cwnomsﬁ
Lu
Z; TRIACILGLICERIDO
iclo de.

alvin

y/4

RETICULO
I ENDOPLASMICO
Ko Feciosickiion Diacilglicérido
l b Fosfatidilcolina
Piruvato
1 Acido fosfatidica

Acetil-CoA = Malonil Co-A

Acido lisofosfatidico
NTESIS D LS
AciDOS L%
RASOS > M"““”l Acil-CoA Glicerol 3-p

Figura 2. Biosintesis de lipidos microalgales.
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En términos generales, en el sistema fotosintético a partir de la energia
proporcionada por los fotones presentes en el flujo luminoso, se lleva a cabo la
oxidacion catalitica del agua con la consecuente formacion de protones,
electrones y Oy, los cuales a su vez posibilitan la obtencion de los productos
fotosintéticos: ATP y NADPH. Estos productos fotosintéticos son el sustrato del
Ciclo de Calvin el cual el CO; es fijado en moléculas de 3 atomos de carbono
(3C), las cuales a su vez se asimilan como carbohidratos, lipidos y proteinas. El
caso particular de los lipidos microalgales, las moléculas de 3C son
transformadas a piruvato y acetil- CoA en el cloroplasto, donde las moléculas
de acetil Co-A son carboxiladas y sometidas a numerosos ciclos de adicion
descarboxilativa y [B-reduccién para la sintesis de novo de acidos grasos
(grupos acilo: ACIL-ACP). ElI mecanismo de transporte de acidos grasos son
secuencialmente transferidos a las posiciones 1,2 y 3 de glicerol-3-fosfato
donde algunos intermediarios son desviados hacia la sintesis de lipidos de
membrana (Fischer et al., 2008; Hu et al., 2008; Rosenberg et al.,2008; Beer et

al., 2009).

Quimicamente los lipidos son sustancias de origen biolégico que, siendo
escasamente solubles en agua, pueden ser extraidas con solventes organicos
de baja polaridad. Las estructuras de estas biomoléculas comprenden largas
cadenas hidrocarbonadas, unidades de isopreno y grupos funcionales diversos
(oxigenados principalmente). En las microalgas los principales componentes de
la fraccion lipidica son triacilgliceroles, acidos grasos libres, ceras, esteroles,
hidrocarburos, glicolipidos (predominantes en membranas cloroplasticas),

fosfolipidos  (abundantes en plasmalema y diversos sistemas
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endomembranosos) y pigmentos (carotenoides, clorofilas, ficobilinas), aunque
compuestos inusuales tales como acidos grasos halogenados e hidroxilados,
alquenonas de cadena larga, entre otros, también ocurren (Cohen, 1986;
Arredondo y Vazquez-Duhalt, 1991; Metzger y Largeau, 2005; Guschina y

Harwood, 2006; Hu et al.,2008).

No todos los lipidos microalgales son satisfactorios para la produccion de
biodiesel, sin embargo, los apropiados para ello (acidos grasos, libres y unidos
covalentemente al glicerol y sus derivados) son producidos con frecuencia y
constituyen la mayor fraccion de los lipidos totales, usualmente del 20% al 40%
(Cohen, 1986; Chisti, 2007). Un perfil de acidos grasos de cadena larga con un
bajo grado de insaturacién es deseable para la elaboracion de biocombustible

de calidad (Knothe, 2005).

2.3.5 Cultivo de microalgas

Un cultivo puede ser definido como un ambiente artificial en el que las algas
crecen. En teoria las condiciones del cultivo deben semejarse al ambiente
natural del alga. La imposiciéon de un ambiente artificial en una poblacién celular
que sobrevivido anteriormente bajo condiciones complejas y fluctuantes,
siguiendo un ciclo de vida estacional, causa un periodo de adaptacion
fisiolégica o de seleccion, en el que el crecimiento de la poblacion puede no

ocurrir o es muy lento.

Para el cultivo de microalgas se han desarrollado varios medios de cultivo. Los

medios de cultivo se utilizan para el aislamiento y cultivo de microalgas tanto de
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agua dulce como marina, sin embargo tienen altos costos de produccion
(Robert, 2005). Algunos de ellos son modificaciones de medios de cultivo
anteriores para cumplir un propoésito en particular, algunos son derivados del
analisis del agua donde se extrajo la microalga, otros se formulan después de
un estudio detallado sobre un nutriente exclusivo del organismo, y algunas se
han establecido después de considerar los parametros ecoldgicos (Robert,

2005).

Tradicionalmente, las microalgas se cultivan comercialmente utilizando
fertilizantes sintéticos, cuyo precio estad vinculado a los altos precios del
petréleo. Una alternativa es utilizar fertilizantes inorganicos, residuos
provenientes de abonos agricolas en su estado natural, abonos derivados de
estiércol de cerdos, aves de corral o efluentes de digestidbn anaerdbica de
desechos lacticos, agua de drenaje, todas ellas con diferentes y variables
contenidos de nutrientes para cultivar microalgas (Fenton Owen y OhUallachain
Daire, 2012). Sin embargo, si estas aguas residuales se utilizan como un medio
de cultivo, los microorganismos compiten por el crecimiento y nutricion con las
microalgas, por lo cual es necesario utilizar luz ultravioleta, filtracion,
centrifugacion y esterilizacion como meétodos de pre-tratamiento para eliminar
solidos suspendidos y microorganismos como protozoos y bacterias (Sriram y
Seenivasan, 2012). Cabe mencionar que desde la antiguedad las microalgas
se han usado como alimento humano, sin embargo, en la actualidad el interés
ha girado hacia el tratamiento de aguas residuales, obtencion de sustancias
quimicas, produccion de farmacéuticos y procesos de bioconversion energética

(Huntley y Redalje, 2007).
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2.4 Microalgas cultivadas en agua residual

El uso de agua residual para el cultivo de algas ofrece algunas ventajas como
son el tratamiento terciario de agua residual, el cual es rentable, de bajo
consumo de energia, reduccién en la formacion de lodos, reduccion de gases
de efecto invernadero y produccién de biomasa algal que es una fuente de
utiidad para obtencién de lipidos y producir biodiesel u otros productos

fotosintéticos como clorofila (Oilgae, 2009).

La mayor parte de las investigaciones sobre el tratamiento de aguas residuales
con microalgas, se ha desarrollado en pequena escala basada en cultivos de
laboratorio, escala de lagunas piloto y de estanques experimentales. Las aguas
residuales utilizadas para el crecimiento de las microalgas han sido
principalmente agua residual municipal y agua residual generada de estiércol
agricola, y se ha centrado en la evaluacién del potencial de las microalgas para

la eliminacion de nitrégeno y fésforo (Pittman et al. 2011).

Las aguas residuales pueden contener diferentes formas de nitrégeno (nitrato,
amonio, urea), lo que es importante para conocer el efecto de los compuestos
nitrogenados en diferentes microalgas en el crecimiento y eliminacion de
nutrientes. Algunos proyectos de investigacion (Hyenstrand et al., 2000;
Vilchez et al., 1997) han reportado que el amonio es mas absorbido que el
nitrato debido a la falta de la enzima nitrato reductasa en las células de
microalgas. Xin (2010) demostré que la microalga Scenedesmus sp. LX1 crece

rapidamente con amonio, seguido de urea y finalmente de nitrato.
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Algunas especies de microalgas verdes unicelulares como las del género
Chlorella y Scenedesmus son tolerantes y crecen en condiciones en las que se
encuentra el agua residual (Bhatnagar et al., 2010; Lau et al., 1995; Ruiz-Marin
et al., 2010;Shi et al., 2007; Wang et al., 2010), pueden eliminar mas del 80%
de amoniaco, nitrato y fosforo total en aguas residuales tratadas en fase
secundaria (Martinez et al., 2000; Ruiz-Marin et al., 2010; Zhang et al., 2008), lo
que indica el potencial que tiene las microalgas para el tratamiento de aguas

residuales terciarias.

Ademas existe interés en el uso de microalgas para la remediacién de las
aguas residuales industriales principalmente para la eliminacién de metales
pesados (cadmio, cromo y zinc) y toxinas quimicas organicas (hidrocarburos,
biocidas y tensioactivos), en lugar de N y P (Bashan y de- Bashan, 2010;
Mallick, 2002). Debido a las bajas concentraciones de N y P, y altas
concentraciones de toxinas, las tasas de crecimiento de las algas son menores
en muchas aguas residuales industriales. Sin embargo, Chinnasamy et al., 2010
realizaron un estudio en la generacion de biomasa a partir de un efluente de un
fabrica de alfombras y agua residual municipal en la ciudad de Dalton, GA,
EE.UU., lograron cultivar dos microalgas de agua dulce B. brauniiy Chlorella

saccharophila, y un alga marina Pleurochrysiscarterae.

Otros estudios han examinado el crecimiento de micralgas y la eliminacion de
nutrientes en aguas residuales sintéticas (Aslan y Kapdan, 2006; Lee y Lee,
2001; Abou-Shanab et al, 2013). La utilizacion de un medio artificial

proporciona la facilidad de su uso en laboratorio para experimentos iniciales,
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ademas permite un analisis simplificado de los principales componentes de un
medio de aguas residuales. Los medios de aguas residuales artificiales
contienen componentes inorganicos incluyendo concentraciones altas de
nutrientes especificos y carece de material organico sdlido y otras toxinas

potenciales.

Al compararse las aguas residuales sintéticas con las aguas residuales
municipales se encuentran que las tasas de eliminacion de nutrientes y el
crecimiento de microalgas son similares. Sin embargo, el crecimiento de las
microalgas son mas altas en aguas residuales sintéticas (Lau et al., 1995;
Ruiz-Marin et al., 2010), debido al aumento de la toxicidad de la verdadera
agua residual, efectos inhibitorios 0 competencia de bacterias y protozoos, y por

la diferente composicion quimica de las aguas residuales.

Otras investigaciones como la de Ruiz-Marin et al., (2010) compararon el
crecimiento de Senedesmus oblicuo en cultivos semicontinuos y discontinuos,
encontraron que el crecimiento inicial de mas de cuatro ciclos de cultivo (cada
35 h se le anadia aguas residuales) fue mayor en cultivos semicontinuos,
debido a un eventual agotamiento de los nutrientes, sin embargo, después de
cuatro ciclos, el crecimiento y el contenido de clorofila de las células

disminuyeron significativamente, lo que indica un colapso en el cultivo.

Algunos estudios han demostrado que las microalgas para crecer y eliminar
eficazmente los nutrientes de las aguas residuales, el agua debe tener un
proceso de decantacion. La decantacion es un método mecanico de separacion

de mezclas heterogéneas, las cuales estan formadas por un liquido y un sdlido,
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o por dos liquidos. Es necesario dejar reposar la mezcla para que el solido se
sedimente, es decir, descienda y sea posible su extraccién por accion de la
gravedad. Lau et al. (1995) encontraron que Chlorella vulgaris eliminé mas del
90% de N y el 80% de contenido de P de aguas residuales tratadas, ademas
compararon el efecto de la variacion de la densidad de in6culo. Utilizaron un
indculo concentrado de 1x10”cel-ml™ y uno de baja densidad de 5x10°cel-ml” y
encontraron que las tasas de crecimiento fueron diferentes entre todos los
tratamientos y la eliminacion de los nutrientes fueron iguales. El crecimiento
algal en las aguas residuales fue eficaz y la eliminacion de nutrientes depende

de la densidad celular inicial.

Otros analisis han evaluado el crecimiento de Chlorella sp. en aguas residuales
sin tratar y tratadas, durante tres periodos, lo que se obtuvo fue la eliminacion
de N, P, ademas la tasa de crecimiento fue equivalente en las aguas residuales
antes y después de la decantacion. El crecimiento de la microalga fue mas alto
en el tratamiento del agua residual concentrada generada por la centrifugacion
de lodos. La concentracion de N y P en estas aguas residuales fue de 131,5
mg-| " de N total y 201,5 mg:I" de P total, por lo que las células aun fueron

capaces de crecer perfectamente (Wang et al., 2010).

Bhatnagar et al. (2010) evaluaron a Chlorella minutissima identificada en una
laguna de oxidacién para el tratamiento de aguas residuales en la India, el cual
encontraron que esta especie fue capaz de crecer heterotréficamente en la
oscuridad y mixotréficamente a la luz, en un amplio rango de pH y en presencia

de sal. Ademas utilizaron amoniaco o nitrato como fuente de N. El crecimiento
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de esta microalga demostré ser mejor en condiciones mixotroficas, con una
productividad de biomasa de 379 mg-I'1 después de 10 dias de crecimiento

comparado con la biomasa de 73.03 mg-I""en condiciones autotréficas.

Todos estos experimentos demuestran que las microalgas clorofitas como
Chlorella pueden crecer en aguas residuales crudas, agua residual sintética, en
residuos de acido citrico, en medios heterotréficos con glucosa y efluentes de

desechos lacticos.

En comparacion con las aguas residuales municipales, industriales y
artificiales; las aguas residuales agricolas, que a menudo se deriva de estiércol
porcino y bovino, pueden contener altos niveles de N y P (Wilkie y Mulbry,
2002). A pesar de estas altas concentraciones de nutrientes, los estudios han
demostrado un crecimiento eficiente de las microalgas en los residuos agricolas
principalmente proveniente de estiércol bovino (An et al., 2003; Gonzalez et al.,
1997; Wilkie y Mulbry, 2002). An et al. (2003) evaluaron a Botryococcus braunii
la cual crecié bien en agua residual de excrementos porcinos que contenia 788
mg-I'"NOs3 y elimind el 80% del contenido inicial de NOs;. Existen casos
realizados con una de las algas mas oleaginosas que existen, Neochloris
oleoabundans. Por ejemplo Levine et al., 2011 realizaron una comparacion del
crecimiento de Neochloris oleoabundans cultivada en medio sintético y en el
efluente de un digestor anaerdbico que trata desechos lacticos (El efluente se
encontraba diluido a 1:50, 1:100 y 1:200), en el cual observaron que en ambos
medios N. oleoabundans asimil6 de 90 a 95% del nitrato y amonio inicial

respectivamente. Wang y Lan (2011) evaluaron a N. oleoabundans en agua
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residual sintética y agua residual del efluente de tratamiento secundario de
agua residual, en el cual observaron que en agua sintética el crecimiento de las
células de N. oleoabundans aumenté de 1.6-3.0 g-I"! cuando la concentracién
de nitrato de sodio aumentd de 45 a 140 mg!' N-NOs Sin embargo, el
crecimiento celular se redujo cuando la concentracion de nitrato de sodio
aumentod de 140 a 218 mg.I""de N-NOs, lo que indica que 140 mg-I" de N-NOs
es la concentracion 6ptima para el crecimiento de esta microalga, la velocidad
de eliminacién de NaNO3 alcanzé un maximo de 43,7 mg:I" dia™ en 140 mg-I”
de N-NOs. En agua residual el crecimiento fue de 0,68 g-I'en 96 h, sin
embargo, cuando el agua residual se enriquecié con 70 mg" de N-NOs se
obtuvo una densidad de 2 g-I'1, por otra parte observaron que el incremento de
nitrato a 105 mg-l'1 no permite el crecimiento, probablemente porque limita el
fésforo. Popovich et al. (2012) evaluaron la acumulacién de biomasa y lipidos
en cultivos de N. oleoabundans en agua de mar, en el cual obtuvieron una
concentracion de biomasa de 1.48 g y 1.27g1" en agua de mar y medio

deficiente de N, respectivamente.

2.5 Seleccién de cepa microalgal

Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. son especies con crecimiento rapido y
contienen productos de valor agregado (lipidos, proteinas, carbohidratos o
pigmentos), se desarrollan en ambientes extremos, las células son grandes
en colonias o filamentos. Son tolerantes en condiciones ambientales como
tolerancia a niveles altos de CO; (15% o mas), a contaminantes y al efecto

fisico de la agitacion o turbulencia (Griffiths y Harrison, 2009).

~ 28~



Para este estudio se utilizé la microalga Neochloris oleoabundans que es una
microalga edafica que presenta un alto contenido de lipidos (18-80 %) con
respecto a su peso seco (Chisti, 2007), se ha demostrado que es de vital
importancia por la aportacion de lipidos neutros en especial triglicéridos (figura
3). Debido a su alto contenido de lipidos, se ha considerado un organismo para
producir biocombustible, pigmentaciones y alimento para animal. Neochloris
fue aislado de una duna de arena en Arabia Saudita por S. Chantanachat entre

1958-1962 (Band, 1991).
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Neochloris oleocabundans

Figura 3. Morfologia de Neochloris oleoabundans.

Su clasificacion es Reino: Plantae, Divisién: Chlorophyta, Clase:
Chlorophyceae, Orden: Sphaeropleales, Familia: Neochloridaceae, Género:

Neochloris, Especie: Neochloris oleoabundans

Chlorella aparecio en la Tierra hace aproximadamente 1.5 o 2 mil millones de
anos. Es un alga verde unicelular de agua dulce; de forma esférica, mide 2-10
micras de diametro (figura 4). Se encuentra en lagos y pantanos por todo el
mundo. El nombre Chlorella proviene del griego Chloros, que significa verde y

del latin ella, que significa cosa pequenfia, y fue descubierta y nombrada por el
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holandés M.W. Beyerinck en 1890. Su clasificacion taxondmica es (Lewin,

1962):

Reino: Protoctista, Division: Chlorophyta, Clase:Chlorophyceae,

Orden:Chlorellales, Familia: Chlorellaceae, Género: Chlorella

Figura 4. Morfologia de Chlorella sp.
Chlorella contiene cerca de 50% de proteinas, 5% de clorofila, 28-32 % de

lipidos (Chisti, 2007) y un gran numero de vitaminas y carotenos (Lee, 1995).
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CAPITULO
3

3 MATERIALES Y METODOS

3.1 Microalgas

Para este estudio se utilizaron dos especies de microalgas: Neochloris
oleoabundans fue proporcionada por el Instituto de Biotecnologia perteneciente
a la UNAM, proveniente de la coleccion UTEX No. 1185; y Chlorella sp. fue
donada por el Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas de la Universidad

Autonoma Metropolitana, Unidad Iztapalapa, México.

3.2 Preservacion de las microalgas

La conservacidn de las microalgas fue en el Medio Bold Basal (BBM,
Richmond, 1986). El medio se prepardé con diez soluciones estandar a la
concentracion que se indica en el cuadro 2. Las soluciones madre 1 al 6 del
cuadro 5, se les adicion6 1 ml de HSO4 concentrado por litro, y fueron
almacenadas en refrigeracion a 4 °C hasta su utilizacion. Para preparar 1L de
medio, a 500 ml de agua destilada se le adicioné 10 ml de cada una de las
disoluciones madre y 1 ml de los elementos traza y se afor6 a un litro, se ajusto
el pH a 6.6 y se esteriliz6 a 15 libras de presion durante 15 minutos en

autoclave.
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Cuadro 5. Composicion de Medio Bold Basal

Solucién estandar Concentracién (g-l'l) g.|-1
1.-NaNO; 25 10
2.-MgS0,.7H,0 7.5 10
3.-K,PO, 7.5 10
4.-KH,PO, 17.5 10
5.-CaCl,.2H,0 2.5 10
6.- NaCl 2.5 10
7.-EDTA 50 1
8.- KOH 31 1
9.- H3BO; 11.42 1
10.- Solucién traza: _
ZnS0,.7H,0 8.82

MnC|2.4H20 1.44

CuS0,.5H,0 1.57 1
Na,Mo0,.2H,0 1.19

CoCl,.6H,0* 0.40 T

* Elemento traza no incorporado al medio BBM preparado.

El mantenimiento de las dos microalgas fue en medio liquido BBM, en matraces
de capacidad de 300 ml inoculados, utilizando 150 ml de BBM inoculado al 10
% viv de microalgas, con una concentracién inicial de aproximadamente 3 x
10° cel-ml ”'. Los matraces fueron cubiertos con tapones de gasa y algoddn, los
cuales permitieron la difusion del aire. Se mantuvieron a 25 °C y 120 rpm de
agitacion mecanica con una incubadora orbital (Thermo Scientific, modelo Max
4450). La iluminacion fue con dos lamparas de luz blanca (8 watts), una de
cada lado, a una intensidad de 4590 lux sin fotoperiodo, medido con un
luxémetro (Steren, Her410), como se muestra en la figura 5. Los cultivos fueron

mantenidos bajo las condiciones mencionadas durante periodos de dos

semanas que posteriormente fueron resembrados.
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Figura 5. Preservacion de las microalgas en medio BBM.

La resiembra de las microalgas fue escalado a litro con BBM en un
fotobiorreactor simple. En la figura 6 y 7 se muestra el fotobiorreactor, que esta
constituido por un matraz Kitasato con 400 ml de agua estéril conectado a
una bomba generadora de aire y a un frasco Koch de capacidad de 2 litros. El
frasco koch contenia el medio BBM estéril y un difusor de burbujeo, El inoculo
algal fue del 10% v/v a una concentracion de 1.7 x 10° cel mI”". El frasco esta
conectado hacia una matraz Erlenmeyer para la salida del aire con el fin de que

el cultivo no se presurice.

Figura 6. Reactor simple donde: 1 es la entrada para el aire, 2 Medio de cultivo con

agitador y difusor de burbujeo y 3 salida del aire.

Figura 7. Reactor inoculado con las microalgas y puesto en marcha
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Posteriormente las microalgas se resembraron en dos litros BBM en las

condiciones antes mencionadas.

3.3 Origen y descripcién del agua residual del efluente del digestor

anaerobico.

El efluente se colectdé de la fosa de efluentes, donde se vierte la mezcla ya
digerida por el biodigestor. El biodigestor es de flujo continuo, se encuentra a
una altitud de 2,250 msnm, su clima se considera templado semiseco, con una
temperatura media anual de 15,9 °C y una precipitacion media anual de 686
mm. El sistema de alimentacién del biodigestor (figura 8) consiste en un canal
de conduccion en donde se vierte el agua cada vez que se lava la sala de
ordefa. En una fosa de mezclado en las cuales se agrega una carga de 300
litros de estiércol por dia, el tiempo de retencion es de 39 dias, y la fosa de
efluentes que no se le da ningun uso, lo que causa un problema de

contaminacion en esa zona.

Figura 8. Biodigestor de flujo continuo (parte superior) y fosa de efluentes (parte inferior)

La calidad del efluente del digestor anaerdbico (cuadro 6) se evalud en tres
periodos diferentes, el primer periodo fue en el mes de noviembre de 2011, el

segundo en julio de 2012 y el tercer en enero de 2013, con el propdsito de

~ 34 ~



conocer si el efluente era apto o no para el cultivo de las microalgas. El
efluente se filtré con papel filtro (Whatman # 40), después se centrifugé a 6500
rpom durante 20 min. El sobrenadante se coloco bajo luz UV (Sankyo Denki
Germinicida lamp ultraviolet) durante 20 min a 93 lux de intensidad a 10 cm de

distancia.

Cuadro 6. Resultados de los analisis fisicoquimicos del efluente.

Parametros Periodo

Noviembre Septiembre Enero

2011 2012 2013

Nitrégeno amoniacal mg:I” 85.0 101.5 90.0
Nitrato mg:I” nd 14.0 24.0
Fosforo total disuelto mg:I” 9.6 16.3 3.4
pH 8.1 7.3 8.4
DQO mg-” 491.0 1,995.0 1700.0
Sdlidos totales nd 844 .4 900.0
Solidos volatiles nd 389.0 250.0

nd= no determinado

Como se observa en el cuadro anterior la variacion de los resultados por
periodo son diferentes, debido a las fechas de recoleccion, ademas de la
diferencia que pudo haber existido en el proceso de digestion del digestor y por
consiguiente del efluente. Sin embargo, aunque existieron diferencias en el
contenido de nutrientes en los tres periodos muestreados, el efluente sirvid
como medio de cultivo para las microalgas. Stephanie et al., 2007 describen
en el efluente de un biodigestor agricola concentraciones de nitrégeno
amoniacal de 82.2 mg:I", 472 mg-I" DQO, 96.3 mg:I"" y DBOs, pH 6.6. Estrada
et al. 2008 encontraron 189 mg-I" DQO, 112 m:I"" DBOs y pH 7.9. Wang y Lan

(2011) obtuvieron en agua residual sintética, 12.3 mg:I"' de NH,*, 10 mg-I" de

~ 35 ~



NOs, 3-6 mg-I"'de P-PO,? y 340-560 mg-I"'"de DQO; para desechos porcinos el
contenido de NH4* fue de 4 mg-I"; 788 mg:I"" de NOs, 40 mg-I"" de P-PO,2 y

284 mgI" de DQO,

En contraste, con los resultados obtenidos por Chen et al., 2012 que obtuvieron
del efluente de un digestor anaerdbico de desechos de vacas lecheras, el DQO
de 30,100 mg-I", nitrégeno total (3,200 mg:I™), fésforo total (190 mg P-I'"),
ademas de un alto contenido de sdlidos totales (43,670 mg") y volatiles

(27,920 mg-I™).

AQL (Aqualimpia, 2004) menciona que la composicion de los residuos (aguas
con excretas) es muy variable, dependiendo del sistema de produccién
(especie, edad de los animales, localizacion), alimentacién, sistema de limpieza
y condiciones de higiene. Lo que implica variabilidad del contenido de

nutrientes en los diferentes tipos de agua residual.

3.4 Disefio experimental

En este trabajo se desarrollaron cuatro fases del cultivo de microalgas. La
primera fase consistio en evaluar el crecimiento de las microalgas en medio
BBM. EI crecimiento celular se midié por conteo celular con camara de
Neubahuer y densidad 6ptica a 750 nm con espectrofotometro Marca Genesys.
La segunda fase evalud la adaptacién de las microalgas hacia el efluente. Las
microalgas fueron cultivadas en el efluente. La biomasa algal se inoculé al 10 %
viv a 225 ml de agua residual, durante 45 dias. Tres resiembras se realizaron

cada 15 dias. La evaluaciéon del crecimiento algal fue por conteo celular y
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densidad o6ptica a 750 nm durante los primeros 13 dias. La fase tres consistio
en determinar la capacidad de remocion de fosforo y DQO en el efluente por
medio de las microalgas. Se evalu6 el crecimiento celular, pH y contenido de
lipidos durante 17 dias. Los parametros se determinaron cada tercer dia. La
cuarta fase evalu6 la remocion de nutrientes en el cultivo (nitrogeno amoniacal,
nitrato y fésforo), ademas pH y DQO, utilizando diferentes concentraciones de
nitrégeno amoniacal (90, 50 y 25 mg-I"" de NH,4*). Asimismo la biomasa algal se
calculé por concentracion celular y solidos volatiles. Por otra parte los lipidos
totales y acidos grasos fueron cuantificados. Dichos parametros fueron

evaluados diariamente durante 9 dias.
3.5 Técnicas analiticas

Se realiz6 un analisis fisicoquimico al efluente para conocer su calidad

midiendo:

3.5.1 Nitrégeno amoniacal (N -NH53)

El nitrdgeno amoniacal se determiné por el método 10031 (Hach, 2004). Los
iones amoniaco se combinan con cloro para formar monocloraminas. Las
monocloraminas reaccionan con acido salicilico para formar 5-aminosalicilico.
El 5-aminosalicilico es oxidado en presencia del nitroprusiato de sodio para
formar compuestos de coloracion azul. El color azul es enmascarado por el
color amarillo formado por el exceso de reactivo presente, originando una
solucion con coloracidn verde. La reaccion resultante se evalua en el
espectrofotometro Hach modelo DR 4000 a 655 nm. En cada grupo de

muestras se realizé un blanco con agua desionizada. En viales de 10 ml se
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afiadio 0.1 ml de muestra, se agrego el contenido del reactivo amonio salicilato
y posteriormente el reactivo amonio cianurato. Los tubos se taparon para
agitarlos invirtiéendolos de arriba hacia abajo para disolver los reactivos, el
tiempo de reaccién fue de 20 minutos, después de éste lapso de tiempo, se
colocé el tubo blanco para tararlo a cero, y posteriormente se leyeron los tubos

con la muestra en el espectrofotémetro. Los resultados fueron en mg:l " N-NH,".

3.5.2 Nitrato (N- NO3)

La medicion del nitrato se llevd a cabo por el Método 8039 (Hach, 2004). El
Cadmio metélico reduce los nitratos en la muestra a nitrito. El ion nitrito
reacciona en un medio acido con acido sulfanilico para formar una sal de
diazonio. Se forman parejas con sal y acido gentisico para formar una solucién
de color ambar. En cada grupo de muestras se realiz6 un blanco con agua
desionizada. En las celdas se anadio 10 ml de muestra y se agregdé el
contenido del reactivo Nitrate Ver5 del kit y se esper6 un minuto.
Posteriormente se agitd de arriba hacia abajo la celda tapada dejando reposar
5 minutos para su lectura en el espectrofotometro a 500nm. Cabe senalar que
el blanco se prepara de igual manera antes de los 5 minutos de espera de
reaccion de las muestras. Al finalizar este lapso de tiempo, el blanco calibro el

espectro para leer las muestras, cuya unidad fue en mg:I"" N-NOs.

3.5.3 Foésforo total.

Para medir el fosforo total se empleé el Método 4500 P- D Cloruro estanoso
(APHA, 1998). El método se basa en que los ortofosfatos en presencia de

molibdato de amonio reaccionan para formar acido molibdofosférico que es
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reducido por el cloruro estanoso para formar un compuesto de molibdeno, que
da una coloraciéon azul intensa. La concentracion de fésforo es leida

espectrofotométricamente a 690 nm.

Se utilizaron dos disoluciones: la de cloruro estanoso que consiste en agregar
2.5 g de cloruro estanoso dehidratado a 100 ml de glicerol. Se calent6 a bafo

maria y se agité con una varilla de vidrio.

La disolucién de heptamolibdato de amonio (NH4) 6 M0;0O,4. 4H,0 se preparé de
la siguiente manera: se disolvieron 25 g de reactivo en 75 ml de agua
destilada, por otra parte con mucho cuidado se agregé 280 ml de acido
sulfurico a 400 ml de agua destilada, se dejo enfriar. Posteriormente se agrego

el heptamolibdato y se afor6 a 1 litro.

Antes de realizar las determinaciones se realizé una curva de calibracion
correspondiente. La curva de calibracion se elaboré cada vez que se
prepararon nuevas soluciones de cloruro estanoso y heptamolibdato. Se
elaboré con una solucion madre de fosfato de potasio monobasico (KH2PO4) de
1,000 mg-I", y se prepararon estandares de 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg-I". Con
los estandares ya preparados, se agregd en un matraz los reactivos en el

siguiente orden y cantidad:

A 100 ml de estandar, se le adicion6 4 ml de la disolucién de heptamolibdato de
amonio y 0.5 ml de disolucién de cloruro estanoso en agitacion. Después de 10
minutos de reaccidon se desarrolla un color azul, posteriormente se lee a 690

nm en el espectrofotdmetro. El blanco fue agua destilada. Las muestras se
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analizaron con el mismo protocolo. Con la finalidad de tener las
concentraciones dentro de la curva de calibracion se realizé una dilucion 1:100

en agua destilada.

3.5.4 pH

El pH se midié con un potenciémetro (Thermo Scientific Orion 5 Star), el cual
cuenta con un electrodo de membrana de vidrio (Thermo Scientific Orion
8102BNUWP) y compensador de temperatura (Thermo Scientific Orion

927005MD).

El potenciometro fue calibrado con tres soluciones buffer (Thermo Scientific
Orion 910104, 910107, 910110) de pH 4.01, 7.00 y 10.01 a temperatura
ambiente, siguiendo el protocolo descrito por el proveedor. El pH se midio
inmediatamente después de haber sacado la muestra sumergiendo el electrodo.
Tomando en cuenta que entre cada medicién se lavd el electrodo con agua

destilada evitando la contaminacién cruzada.

3.5.5 Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

La DQO es obtenida por la oxidacidn de los residuos con una solucién acida de
dicromato. Este proceso oxida todos los compuestos organicos a didéxido de

carbono y agua.

Se empled la técnica 5200 B de reflujo cerrado (APHA, 1998) con
modificaciones de los volumenes de reactivos que se agregaron a la muestra,
utilizando como oxidante una solucion del dicromato de potasio (K2Cr207) a una

concentracion de (10.216 g:I') con Sulfato Mercurico (HgSO4) a una
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concentracion de (33.3 g:I") y como catalizador una solucion de sulfato de plata
en acido sulfurico (Ag2S04-H2S04), a una concentracion de 15 gramos de
Ag2S0a4-1"H2S04. El almacenamiento del catalizador fue en un frasco de vidrio

color ambar ya que esta solucion se altera con la presencia de luz.

Para realizar las determinaciones se realizd una curva de calibracidon
correspondiente. La curva de calibracién se elaboré cada vez que se
prepararon nuevas soluciones de oxidante y catalizador. Se elaboré con una
solucion madre de biftalato de potasio (CsHsKOs4) de 1000 mg-I', y se
prepararon estandares de (50, 100, 200, 300, 400 y 500 mg:I"). Con los
estandares ya preparados, se agregd en un tubo de reaccion limpio, seco y sin
rayas 1.5 mL de la solucién de digestion de alta concentracion, posteriormente
se agregd 2.5 mL de solucidn estandar de biftalato a las diferentes
concentraciones, continuamente se adiciond 3.5 mL de solucién catalizadora. A
continuacion se sello el tubo de reaccion con teflon y se agitdé suavemente cinco
veces para mezclar los reactivos, teniendo cuidado de que no existieran fugas
de liquido. Para el blanco se ocup6 agua destilada, finalmente los tubos se
llevaron al equipo de digestion (Hach DRB 200), a una temperatura de 150 °C
por 120 minutos. Al finalizar la digestion las muestras se enfriaron a
temperatura ambiente. Posteriormente se limpiaron los tubos y se leyeron a 600
nm de absorbancia en un espectrofotometro (Thermo Genesys 10uv) ajustado a

cero con el blanco.

Se graficd absorbancia contra concentracién para la construccion de la curva 'y

se obtuvo la ecuacién de la recta que se muestra en la ecuacion 1.
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y = 0.0004x — 0.0028 Ec.1

En donde y es la absorbancia y x es la concentracién de DQO en mg-I”’

Para el analisis de las muestras se siguio el procedimiento anterior, tomando
en cuenta que en lugar de agregar estandar se agregé la muestra a analizar. La

muestra se diluyé 1:100.
3.5.6 Determinacion de Sélidos.

Para la determinacion del perfil de sdlidos totales (ST) en el que se involucran
todo tipo de sdlidos tanto disueltos como volatiles, se utilizé la técnica 2540 B
(APHA, 1998). Se manejaron crisoles con capacidad de 10 ml, los cuales se
pusieron a peso constante (se refiere a que la diferencia de peso no debe
variar a mas de 5 mg), para esto se introdujeron los crisoles a una estufa
(Boekel Scientific 107905) a 105 °C + 3 °C por 15 minutos, después de estos 15
minutos el crisol se pas6 a una mufla (Felisa FE-361) a 550 °C + 5 °C por 1
hora, los crisoles se pasaron a la estufa nuevamente por 20 minutos y después
a un desecador que contenia silica gel, para enfriarse a temperatura ambiente,
se peso el crisol y se registré su peso como peso del crisol en una balanza
analitica, este procedimiento se repitido hasta que el peso del crisol no varié en

mas de 5 mg.

Con el crisol a peso contante, se colocé 3 ml de muestra homogenizada y se
llevé a una placa de calentamiento (Corning PC-351) hasta sequedad evitando
que la muestra se quemara y tuviera una ebullicion violenta. Una vez que se

llegd hasta la sequedad con ayuda de unas pinzas para crisol se llevd a la
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estufa a 105°C por una hora, transcurrido este tiempo el crisol se introdujo en
un desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente, se peso6 en la balanza
analitica y se registro el peso como peso del crisol a 105°C (PC). Por otra parte
para medir los solidos fijos, el crisol pesado anteriormente con la muestra se
colocé en mufla a 550°C por 15 minutos, pasado este tiempo se trasladé el
crisol a la estufa a 105°C por un periodo de 20 minutos y se colocdé en un
desecador hasta alcanzar la temperatura ambiente, se pesoé y registro el peso

como PC a 550°C.

Los sdlidos volatiles corresponden a la fraccién de los ST, es decir a la fraccién
organica de la muestra, se determinaron por medio de la diferencia de los
sélidos fijos (SF). Se utilizé la técnica 2540 (APHA, 1998).
Los resultados se pueden obtener con ayuda de las siguientes ecuaciones:

ST = PC — PC M /volumen de la muestra * 1x10° Ec.2

SF = PC a 550°C — PC M /volumen de la muestra * 1x10° Ec.3

Los sodlidos volatiles fueron calculados por la diferencia de ST y SF, con la

siguiente ecuacion:
SV = (ST — SF) Ec.4
En donde:

ST= Sdélidos totales.
SF = Sdélidos fijos
SV = Sdlidos volatiles reportados

PC= peso de crisol a 105 °C.
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PC a 550°C = peso del crisol 550°C,

PC M= peso del crisol mas la muestra.

Es necesario mencionar que los pesos de los crisoles estan en gramos, el
volumen de muestra reportado en ml, y el factor de conversion es 1000000

(1x10°). Los resultados de los sélidos son reportados en mg-!-.

3.6 Condiciones de cultivo

El cultivo de las microalgas se desarroll6 en matraces con un volumen de
operacion de 250 ml, siendo 225 ml de efluente y 25 ml de inéculo de
microalga. Se mantuvo en agitacion mecanica con una incubadora orbital
(Thermo Scientific, modelo Max 4450) operando a 150 rpm. Se iluminé con luz
blanca (lampara de 8 w) a una intensidad de 4590 lux medido con un luxémetro

(Steren No. Her410), sin fotoperiodo.

3.7 Remocién de nutrientes

Para la evaluacion de remocién de nutrientes, pH y DQO se emplearon las

técnicas de la seccion 3.5

Por otra parte, cabe sefialar que las concentraciones del ion NH;* y NH3 son
dependientes del pH y temperatura. Por lo tanto se realizé un ajuste del
porcentaje del ion NH3 que se volatilizé a causa de estos factores utilizando la
ecuacion 5 (Clement y Merlin, 1995), para que los resultados de remociéon de
nitrdgeno amoniacal evaluados en el cultivo solo fueran por la asimilacion de

las microalgas.
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100
(1+10(PKa-pH))

ion no ionizado NH;(%) = Ec.5

Donde el pKa de la relacién NH;" y NH3 es de 9.25 y los valores del pH son de
acuerdo a las mediciones realizadas durante el experimento. Este ajuste solo se

realizé para la remocion de nitrdgeno amoniacal.

El porcentaje de remocion de los nutrientes y DQO fueron determinados

mediante la ecuacion 6 (Zhang et al., 2012).

. . Spo-Spt
Remocibén de nutriente (%) = % * 100 % Ec. 6

Donde Sp0 (mg:l ') es la concentracién de nitrégeno amoniacal, nitrato, fésforo
total y DQO en el tiempo 0 (dia) y Spt (mg:l ") es la concentracién de nitrégeno

amoniacal, nitrato, fésforo total y DQO en el tiempo t (dia).

La constante de la cinética de remocion (k) de nitrdgeno amoniacal y nitrato fue

calculada en la fase de decrecimiento exponencial de acuerdo a la ecuacién 7.

Xt = Xoe_kt EC 7

Donde X, y X: indican la concentracion de nutrientes en el cultivo del alga al
principio y en el tiempo t de la fase exponencial respectivamente. A la
ecuacion se le aplic6é minimos cuadrados. Este método estima los parametros
desconocidos en un modelo de regresion lineal, que minimiza la suma de
cuadrados de las distancias verticales entre las respuestas observadas en el

conjunto de datos y las respuestas predichas por la aproximacion lineal.
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3.8 Evaluaciéon de biomasa algal.

3.8.1 Concentracioén celular

El conteo celular se determind mediante conteo directo en camara de Neubauer
con microscopio de luz, utilizando el objetivo 40X debido al tamafio de las

células de N. oleoabundans y Chlorella sp.

La camara de Neubauer esta comprendida por nueve cuadrantes, cada uno de
ellos de 1 mm? de superficie, los cuales a su vez presentan subdivisiones en
distintos niveles (Figura 9). Para la determinacion de la concentracion celular de
una muestra dada, es recomendable contar, por duplicado, los cuatro
cuadrantes grandes ubicados en las esquinas de la camara, contando asi un
total de ocho cuadrantes. El promedio de los ocho cuadrantes cuantificados,
nos indica el nimero de células promedio presentes en 1 mm?; considerando
que la profundidad de la camara es de 0.1 mm, el volumen en el cual estan
comprendidas las células cuantificadas es de 0.1 mm?, es decir, de 0.1 uL. Por
tanto, para determinar el numero de células presentes en un volumen de 1 mi
de cultivo es necesario multiplicar el numero promedio de células contabilizadas
por cuadrante (a-d) dividiéndolo por cuatro. Para obtener la concentracion en

células- ml ", se multiplica por un factor de conversion de 1x10%.

1mm

Figura 9. Camara de Neubauer.
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Cabe destacar que, en caso de que la concentracidn celular del cultivo sea
elevada (> 10* células- ml ), resultara necesario diluir la muestra; para este
propésito, se recomienda emplear una solucion de NaCl al 0.85% (w/v). El
factor de dilucion por el cual la muestra es diluida, debe ser considerado en el
célculo de la concentracion celular. De este modo, el calculo de la
concentracion celular se realiza acorde con la ecuacion 8 (Garibay et al., 2012):

(células promedio)*(Diluciéon)-10*
1(ml)

Ec.8

Concentracion celular (células mi™") =

El analisis de productividad de las microalgas en términos de peso seco, lipidos
y densidad celular se determinan por medio de la ecuacion 9 y 10 (Feng et al.,

2012).
Pi = Cfl — COi Ec.9

Donde P; esta dado en g-| ', i es el peso seco y lipidos. En la densidad celular i
es el nimero de células contado en cel-ml”’, C; es la concentraciéon del
compuesto i (g1 ') o celmlI’ en el caso de densidad celular, y Cy es la

concentracion inicial del compuesto.

b
Q; /tf Ec. 10

Q; es la productividad volumétrica en g-I"-d™", en densidad celular la unidad es

cel-ml™.d™, donde t; es el tiempo total del cultivo.

3.8.2 Sdlidos totales y volatiles
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Los solidos totales y volatiles se determinaron de acuerdo a la seccion de

técnicas analiticas.

3.9 Evaluacién de lipidos totales

La obtencion y cuantificacion de lipidos totales se fundamenta en un
procedimiento de extraccion con solventes (Vazquez-Duhal y Greppin 1987;
Band et al., 1992), seguido de un analisis gravimétrico. Se colectaron 30 ml del
cultivo de las microalgas, y se procedido a realizar las etapas descritas a

continuacion:

Cosecha de las células: Se centrifugdé la muestra de cultivo microalgal a 10,000

rom, 15 min, 4 °C y se desecho el sobrenadante.

Extraccion lipidica. Se resuspendid la pastilla celular en 2 ml de metanol

(MeOH) y 1 ml de diclorometano (CH,Cl,) con BHT (butil-hidroxitolueno) al
0.05% (0.5 g'l). De de este modo, las células estédn inmersas en una mezcla
MeOH:CHCI, 2:1. Se agitaron las muestras vigorosamente con ayuda de un
vortex, se taparon y se dejaron en refrigeracion (4 °C) durante un periodo
minimo de 12 h. Posteriormente se separd el paquete celular de la mezcla
MeOH:CH.CI, mediante centrifugaciéon (10,000 rpom, 15 min, 4 °C). Con el fin de
completar la extraccion lipidica, se lavo la pastilla celular en dos ocasiones
empleando en cada una de ellas 4 ml de mezcla MeOH:CH,Cl; 1:1. En cada
lavado, se agito vigorosamente los solventes junto con el paquete celular y se
centrifugo bajo las condiciones mencionadas. Se retir6 sobrenadante resultante
(extracto) y se combind con los procedentes de los otros lavados, de manera tal

que el volumen final de extractos recolectado fuera de 11 ml.
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La fase MeOH:CHClI, (organica), comprendida por los extractos recolectados,
fue empleada para finalizar la extraccion y analisis del contenido de lipidos
totales. Con el propdsito de romper el equilibrio de la mezcla MeOH:CH,Cl,, se
adicion6 11 ml de H,OmQ (o agua desionizada), se agitd vigorosamente y se
centrifugo (10,000 rpm, 15 min, 4 °C). De este modo, se obtienen dos fases: la
organica (inferior) que contiene los lipidos disueltos en el CH,Cl,, y la fase
acuosa (MeOH-H,0O; fase superior). Se separé la fase organica y se lavo la
fase acuosa una vez mas con 3 ml de CH.Cl,; se mezclaron las fases

organicas recolectadas y se desechd la fase acuosa.

Cuantificacion de lipidos totales: Como la muestra obtenida fue escasa, para

eliminar el contenido de CH,Cl, y agua, la muestra se dejo evaporar en un
desecador por 48 h. Después de este periodo de tiempo en el vial sélo
quedaron los lipidos extraidos de las microalgas. Cabe mencionar que los
viales donde se colocaron los lipidos estaban a peso constante, para ello se
colocaron en la estufa a 105°C durante 2 h, posteriormente se pusieron en el
desecador durante 15 min y se pesaron (el peso constante se refiere a que la

diferencia de peso no varié a mas de 5 mg).

Para la determinacién del contenido de lipidos totales se empled la ecuacion 11.

Ec. 11

Lipidos (g lipiLdos) _ (W vial+muestra(g))—(W vial(g)

V muestra (L)

En donde W vial es el peso del vial a peso constante, W vial + muestra (g) es el
peso del vial mas la muestra de lipidos extraidos de las microalgas y V muestra

(L )es el volumen utilizado del cultivo.
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3.9.1 Procedimiento para evaluar la composicion de acidos grasos

Ya obtenidos los lipidos totales, el procedimiento para estimar el perfil de
acidos grasos se determind de acuerdo al método MGA 0241 de FEUM (2008),
llevando a cabo un pretratamiento para esterificar los acidos grasos libres que

pudieran estar presentes.

A una muestra de 0.18 g-I"" de lipidos, se le agregaron 1.5 ml de MeOH y 0.1 ml
de HySO4 y se sometio a reflujo por 2 h a 65 °C. La mezcla de reaccion se
transfirid a un embudo de separacion, se adicionaron 20 ml de CHxCl, y la fase
organica se lavo con agua destilada (3X10 ml). En el ultimo lavado se midi6 el
pH para asegurar la eliminacién completa del acido sulfurico. La fase organica
se secO con sulfato de sodio anhidro, se filtré y se evapord en bafio de vapor
para eliminar el cloruro de metileno. Posteriormente esta muestra pretratada fue
sometida a una reaccion de transesterificacion colocandola a reflujo (2.5 h, con
agitacion constante) en 0.25 ml de una mezcla al 4 % m/v de KOH en metanol.
El seguimiento de la reaccidon de transesterificacion se hizo mediante
cromatografia en capa delgada utilizando como eluyente una mezcla de
hexano/acetato de etilo/acido acético (9:1:0.1) y revelando con yodo. Al término
de la reaccién la mezcla se disolvio con hexano (20 ml) y se lavé con agua
destilada (3X5 ml).Para eliminar el KOH de la muestra se lavd con acido citrico
al 0.1 % (3X5 ml) tres veces mas con 5 ml de agua destilada. Finalmente la
muestra se seco con sulfato de sodio anhidro y se paso a través de gel de
silice para eliminar clorofilas y se evapord. La muestra obtenida se analizé por

cromatografia de gases en un cromatégrafo (Agilent 6890), por el Método de
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FAME; las condiciones del equipo fueron con detector de ionizacion de flama;
columna ColFAME 30 m x .25 mm, 0.25 um espesor de pelicula; gas acarreador
hidrogeno 40 psi Split 20, con velocidad de flujo 1.8 ml/min; temperatura
detector 275 °C e inyector 250°C, el horno temperatura inicial 180°C 15 min, 10

min temperatura final 230°C, tiempo de lectura 23 min.

3.10 Anélisis estadistico

Las variables nitrogeno amoniacal, nitrato, fosforo, pH, concentracion celular y
sélidos totales volatiles se sometieron a un analisis de varianza., considerando
un disefio completamente al azar. Se realizd la prueba de Tukey para
comparacion de medias con el programa SAS 9.0 empleando un 95% de
confiabilidad. Se utilizé el programa Matlab 6.0 para calcular la tasa de

remocion de los nutrientes.
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CAPITULO
4

4 RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Mantenimiento de las microalgas

Con la finalidad de preservar las microalgas, mantener cultivo fresco y escalar
la cantidad de biomasa, Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. fueron
adaptadas a medio BBM. Cabe sefalar que Neochloris oleoabundans habia
sido crecida en medio BBM en tanto que Chlorella sp. estaba acondicionada

para crecer en agua residual.

La adaptacion al medio BBM fue realizada en tres etapas. La primera etapa
consistié en un cultivo de 150 ml en medio BBM durante 10 dias, enseguida se
reinoculd en un litro de medio durante 27 dias y finalmente la biomasa se

reinoculd en dos litro de medio durante 21 dias.

Los resultados se muestran en la figura 10. Se observa en la primer etapa
(figura a; y bq), que el conteo celular asi como la densidad 6ptica de Chlorella
sp. tuvieron un menor crecimiento que Neochloris oleoabundans. La produccion
celular de Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. fue de 8.65 x10° cel-ml” y
1.94x10° celml” respectivamente. El crecimiento celular de Neochloris

oleoabundans aumenté de 3.3 x10° cel-ml™ a 1.2 x10° cel-mI" y de Chlorella
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sp. fue 2.5 x10° cel-ml™" a 4.5 x10° cel-mI™". Cabe sefialar que Chlorella sp. tuvo
una disminucion de biomasa del tercer al sexto dia, posiblemente por lisis
celular durante la adaptacién del cultivo a un medio diferente. Sin embargo, se
encontraron pocos reportes de crecimiento celular de Chlorella sp. cultivada en
medio BBM. Bertoldi et al. (2008) reportdé que Chlorella sp. obtuvo una densidad
celular de 10.1x10° cel mI" al séptimo dia, en contraste con los resultados
obtenidos por Rodas et al., 2012 quienes obtuvieron un crecimiento celular de
Chlorella vulgaris de 1.08 x 10" celml” al séptimo dia. Los resultados
obtenidos de densidad Optica mostrados en la figura 10b4 para N. oleoabundans

fueron de 0.417 de absorbanciay para Chlorella sp. fueron de 0.199.

En contraste, en la etapa dos ambas microalgas crecieron, sin embargo la
velocidad de crecimiento y concentracién final alcanzada fueron diferentes. El
crecimiento celular fue de 49 x 10° cel mI™ en N. oleoabundans al dia 14, como
se muestra en la figura 10a;, estos resultados son similares a los resultados
obtenidos por Popovich et al. (2012) quienes obtuvieron una densidad celular
de 40 x 10° cel mI" al octavo dia cultivada en agua de mar. Por otra parte
Chlorella sp. obtuvo un crecimiento de 6.5 x 10° cel mI”", estos resultados
fueron menor a los reportados por Rodas et al., 2012 que obtuvieron
crecimiento celular de Chlorella vulgaris de 1.43 x 10" cel mI”" al tercer dia. La
densidad 6ptica aumento de 0.041 a 0.966 de absorbancia en N. oleoabundans
y de 0.033 a 0.455 de absorbancia en Chlorella sp. como se muestra en la

figura 10by.

Finalmente en la tercera etapa, el crecimiento celular en ambas microalgas tuvo

el mismo comportamiento en conteo celular y densidad optica. En la figura 10a3
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se muestra el crecimiento celular en ambas especies. N. oleoabundans mostro
un crecimiento de 6.8 x10° cel mI™", mientras que Chlorella sp. obtuvo 6.4 x10°
cel mlI”". La densidad dptica fue de 0.501 de absorbancia para N. oleoabundans

y 0.308 para Chlorella sp.
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Figura 10. Densidad celular de N. olecabundans y Chlorella sp. cultivadas en
BBM. Inicio de adaptacién al) conteo celular, bl) densidad 6ptica; segunda
etapa a2) conteo celular; b2) densidad éptica; tercera etapa a3) conteo celular,
b3) densidad Gptica.
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4.2 Adaptacion de las microalgas al efluente

Las microalgas una vez adaptadas al medio BBM fueron utilizadas para
remover nutrientes del agua residual. El crecimiento celular de Neochloris
oleoabundans y Chlorella sp. se muestran en la figura 11a. Neochloris
oleoabundans tuvo una oscilacion del crecimiento porque al inicio se inocularon
6 x 10° cel-ml™ y descendié al sexto dia, sin embargo, aumento su densidad
celular a 6.4 x 10° cel-ml” al séptimo dia. Chlorella sp. se inoculd con 3.6 x
10°%el-ml™ y al quinto dia decrecié a 1.3 x 10°el-ml™, posteriormente se
incrementé su crecimiento a 1.06 x 10’cel-ml™ al dia once. Esta oscilacién de
crecimiento se debié a la adaptacion fisiolégica o de seleccion, porque la
poblacién crece muy lento o puede no ocurrir. Cabe resaltar que estas
microalgas estaban cultivadas en medio BBM. Este contenia todos los
nutrientes necesarios para el desarrollo de las microalgas, como se observo en
la fase de preservacién de las microalgas donde N. oleoabundans llego a crecer
hasta 49 x 10° cel mI™'. El medio BBM estaba libre de bacterias en comparacion
con el agua residual, ya que las bacterias compiten por los nutrientes que
contiene el agua residual. Los resultados obtenidos en este trabajo fueron
mayores a los reportados por Bertoldi et al., 2008 quienes cultivaron a
Chlorella vulgaris en agua residual de hidroponia y obtuvieron un crecimiento

celular de 5.7 x10° cel ml™.

El resultado de densidad optica en el cultivo de Neochloris oleoabundans fue
de 0.149 de absorbancia al inicid, incrementandose a 0.167 al séptimo dia;

Chlorella sp. obtuvo una absorbancia inicial de 0.131 incrementandose a 0.234
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al onceavo dia como se observa en la figura 11b; observando que la
adaptabilidad de las microalgas se presenta en los primeros once dias,
posteriormente se inicia un lento crecimiento y decrece al treceavo dia debido
al agotamiento de los nutrientes, esto sugiere un alimentacion semicontinua. Un
sistema semicontinuo de alimentacion es mejor por el rapido crecimiento de
algal que un sistema discontinuo, sin embargo, después de cuatro ciclos
semicontinuos el crecimiento celular disminuye debido a un colapso en el cultivo

(Ruiz-Marin et al., 2010)
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Figura 11. Crecimiento celular de N. oleoabundans y Chlorella sp. cultivadas en

agua residual del efluente de un digestor anaerébico. a) Concentracién celular y b)
densidad optica.

4.3 Experimentacion previa de remocién de nutrientes.

Una vez adaptadas las microalgas al agua residual se procedié a evaluar la
capacidad de remocion de fésforo, DQO y potencial para generar biomasa.
Los resultados obtenidos en remocién de fésforo se muestran en la figura 12,
una fluctuacion en la remocion se observa en ambas especies, Neochloris
oleoabundans removié el 100% de fosforo al tercer dia; sin embargo a partir del

séptimo dia se notd presencia de fésforo 2.21 mg-I"! P, incrementandose hasta

el treceavo dia con 11 mg:I"' P. Al final del periodo de evaluacién el cultivo tenia
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8.97 mg P-I'". Chlorella sp. removié el 100% de fésforo al séptimo dia; en dias

posteriores la cantidad de fésforo en el cultivo llegd a 11.81 mg P-I"" .

Fosforo (mg P. | )

Q 2 4 6 B 10 12 14 % 18

Tiempo (dias)

—&— Neochicris olecabundans
—a— Chiorella sp

Figura 12. Remocién de fosforo por Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. cultivadas
en aguaresidual.

Li et al., 2011 obtuvieron una remocién de fosforo menor a la reportada en este
trabajo. Ellos obtuvieron una remocion de 79%, es decir 215 a 45.1 mg P-I"" en
agua residual esterilizada y un 80.9% (212 a 40.4 mg P-I'") en agua residual
cruda durante los primeros cuatro dias de cultivo. Andrade et al., 2006
obtuvieron una disminuciéon de P-PO4° en medio de cultivo durante los
primeros 4 dias de iniciado su bioensayo, con una remocion del 62, 50.5, 42.1y
46.2% en B1, B2, B3 y el control respectivamente del efluente de maduracion
secundaria de una planta de tratamiento de agua residual municipal; al final del
experimento observaron una remocién del 73.5 y 50% en B1 y control.
También observaron presencia de P-PO4~® después del cuarto dia, quizas
causado como producto de lisis celular de la microalga y bacterias asociadas a
los cultivos de B2 y B3. Wang et al., 2009 mostré eliminacion de fésforo en un

83.2,90.6 y 85.6 % en aguas residuales del punto 1, 2 y 4 respectivamente
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del flujo de una planta de tratamiento municipal, y soélo el punto 3 eliminé el

4.7% de fosforo.

Los resultados obtenidos en la remocién de la demanda quimica de oxigeno en
el cultivo de N. oleoabundans fueron del 100% al onceavo dia, mientras que

Chlorella sp. solo removié el 90% (figura 13).
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Figura 13. Remocién de DQO por Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. cultivadas
en agua residual.

Las microalgas fueron capaces de remover fosforo y DQO; asimismo la
densidad celular maxima al onceavo dia en cultivo de N. oleoabundans fue de
1.67 x 10°cel-mI" como se muestra en la figura 14 a, y Chlorella sp. obtuvé un
crecimiento de 1.39 x 10’cel-ml”. La produccion celular de N. oleoabundans
fue de 1.23 x 10%elml" y de Chlorella sp. fue 1.27 x 107cel-ml™. Los
resultados obtenidos de biomasa alga medida en solidos totales fueron de
1666.6 mg!' y 1866.6 mgl' en N. oleoabundans y Chlorella sp.
respectivamente, al séptimo dia como se muestra en la figura 14 b. La

productividad de biomasa fue 27.45 mg.I"".d™" en ambas microalgas al final del

experimento. Wang y Lan (2011) obtuvieron 0.31 g-I'".d™ de N. oleoabundans
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cultivada en agua residual municipal en una concentracién de 45 mg-" de
NaNOs. Wang et al. (2010) obtuvieron 81.4 mg-I"-d”" de biomasa en peso seco,

estimado en biomasa de 1.7 g.I"" después de 21 dias de cultivo de Chlorella sp.

en agua residual de desechos lacteos diluida al 25 %.
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Figura 14. Densidad celular de Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. cultivada en agua

residual. a) Conteo celular y b) peso seco con base en sélidos totales.

Los resultados obtenidos de la cuantificacién de lipidos totales por unidad de
peso seco fueron de 0.15 g-I" y 0.16 g-I" en N. oleoabundans y Chlorella sp.

respectivamente.
4.4 Remocion de nutrientes en el efluente

Una vez observada la capacidad de remocion de fésforo y DQO por las
microalgas en el efluente, se procedid a evaluar la remocién de nitrégeno
amoniacal, nitrato, fosforo, ademas de monitorear pH, y remocién de DQO en el
efluente a diferentes concentraciones de nitrdgeno amoniacal (90, 50 y 25 mg-I'
). Ademas se evalud la produccién de biomasa algal por conteo celular y
sélidos volatiles, asi mismo se cuantificé el contenido de lipidos totales y acidos

grasos.
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4.4.1 Remocion de nitrogeno amoniacal

El proceso de eliminacién de nitrbgeno amoniacal, se observa en la figura 15a.
Neochloris oleoabundans removié el 93.6 %, es decir de una concentracion de
79.4 redujo a 5.0 mg-I" N-NH4* en el tratamiento de 90 mg-I" N-NH;". En la
concentracién de 50 mg-I"" N-NH4* removié el 72.6% (de 62.1 a 17.0 mg-I"' N-
NH;*) y en 25 mg-I" N-NH,* fue el 45.3% (de 33.4 a 18.2 mg-I"" N-NH,*), sin
embargo no hay diferencias significativas (P=0.05) entre los tratamientos de 90
y 50 mgI" N-NH4*. Se observé que el nitrdgeno amoniacal se eliminé en la
concentracion mas alta. Levine et al. (2011) evaluo la remocion de N-NH4" por
Neochloris oleoabundans cultivada en medio BBM a diferentes
concentraciones, obteniendo una velocidad de remocién de 5 mgl'd" en
concentraciones de 50 mg-I"' N-NH4". La remocién determinada por Chlorella
sp. fue del 73%, es decir de 82.2 a 22.2 mgI"de nitrégeno amoniacal en
concentracion de 90 mg-I"" N-NH,*, para la concentracion de 50 mg-I" N-NH,4*,
eliminé 45 % (60.2 a 33.1mg-I" N-NH4*) y en 25 mg-I" N-NH;* removié el
40.3% (de 30.0 a 17.9 mg"" N-NH;*) como se observa en la figura 15b; los
resultados obtenidos concuerdan con los obtenidos por Andrade et al., 2006
quienes mostraron que Chlorella sp. obtuvo un crecimiento en condiciones
autotroficas (control) como en condiciones mixotréficas (agua residual), en
cultivos B3 (efluente de maduracion secundaria de una planta de tratamiento de
agua residual municipal) obteniendo una remocion de 100% de N-NH;" al
segundo dia de iniciado el experimento. Wang et al. (2009) evaluaron el
crecimiento de Chlorella sp. en aguas residuales de cuatro puntos diferentes

del flujo de un proceso de tratamiento de aguas residuales de una planta de
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tratamiento municipal y obtuvieron un 82.4, 74.7 y 78.3% en la eliminacion de
N-NH,4* en aguas residuales del punto 1, 2, y 4, respectivamente. Li et al., 2011
mostré que Chlorella sp. removid el 93 % de nitrdgeno amoniacal, es decir de
85.9 a 6 mg" N-NH;* en agua residual esterilizada y 82.5 a 5.0 mg:”
(93.9%) en agua residual cruda. Su et al. (2012) observo la capacidad de
diferentes microalgas para eliminacion de nitrdbgeno amoniacal en agua
residual, obteniendo que Phormidium sp., C.reinhardtii, C.vulgaris y S.
rubescens, eliminan el 98% dentro un rango de 2-6 dias depende de la especie.
Li et al. (2012) sugirieron que la principal forma de nitrégeno inorganico en el
efluente es nitrogeno amoniacal; las algas eliminaron el 40% en muestras
diluidas de un efluente de desechos de acido citrico dentro del periodo de
crecimiento de cuatro dias. Este fendmeno mostré que las microalgas prefieren
utilizar amonio primero, aun cuando estén disponibles los nitratos y nitrito (Li et

al, 2010; Pérez-Garcia et al, 2011).
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4.4.2 Remocion de nitrdgeno nitrico

La remocion de nitrato en Neochloris oleoabundans fue de 59.1% al tercer dia
en la concentracion de 50 mg-I"" N- NH4* (figura 16a), es decir de 20 a 8.2
mg-I"NO;” sin embargo, a partir del cuarto dia la presencia de nitrato fue de 13
a 41.8 mg:I""NOs". En los otros dos tratamientos tuvieron una remocién similar al
anterior. El aumento del contenido de nitrato se debié al aumento del pH en el
segundo dia (figura 17). El aumento y constancia del pH es debido a la
actividad fotosintética de las algas (Oswald, 1988), ademas de la nitrificacion
provocada por el crecimiento de bacterias fototroficas (Su et al., 2012). Las
microalgas de agua dulce son capaces de crecer en condiciones acida y
alcalina como una respuesta adaptativa al ambiente fluctuante, a pesar de que
su pH optimo sea 8 (Goldman et al., 1982). Wang y Lan (2011) observaron
eliminacion de NO3; cuando aumento la concentracion inicial de NaNO3; 43.7

mg-I" a 140 mg-I"" en cultivos en agua residual de Neochloris oleoabundans.

Chlorella sp. eliminé el 72.5% de NOg3" al tercer dia, de 24.06 a 6.6 mg-I'1 NO3',
como se observa en la figura 16b, en el tratamiento de 50 mg-I"" N-NH,". Los
otros dos tratamientos tuvieron un comportamiento similar al anterior.
Chinnasamy et al. (2010) en el trabajo que realizaron sobre un consorcio nativo
algal para el tratamiento de agua residual tratada, obtuvieron una remocion de
nitratos del 99.7-99.8% en 72 horas. Barsanti y de Gualtieri (2006) mencionan
que en todas las algas eucarioticas, el nitrdgeno inorganico esta directamente

asimilable como amonio, nitrito y nitrato.
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Figura 17. Tendencia del pH durante el cultivo de (a) Neochloris oleoabundans y (b)
Chlorella sp. cultivadas en 90, 50 y 25 mg-I* N-NH, *.

Se realizé una correlacion entre el pH y el contenido de nitratos, obteniendo una
correlacion negativa como se muestra en la figura 18. Las microalgas
consumen los nitratos liberando HCOg, el cual produce un aumento de pH; si

los nitratos no se consumen por las microalgas el pH disminuye; sin embargo
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el pH no siempre comporta como se espera puede ser debido al proceso de

nitrificacion.

Neochloris oleoabundans Chlorella sp.

Nitratos (90mg/L NH,*-N)
Nitratos (50mg/L NH4*-N)
°

pH pH
Figura 18. Correlacidon entre nitrato y pH de Neochloris oleoabundans, r= -0,72 y

Chlorella sp., r =-0,91 durante 9 dias en diferentes concentraciones de N-NH, ™.

4.4.3 Remocioén de fésforo

En el cuadro 7 se presentan los resultados obtenidos de remocién de fésforo,
en Neochloris oleoabundans donde se observa que en concentracion de 90
mg.I"" N-NH," hubo una remocién de 62.6% al cuarto dia, sin embargo para los
demas dias y en las otras dos concentraciones no hubo remocion. El fésforo se
mantuvo en concentraciones de 3-7 mg P-I" en ambas especies. Este
fendmeno se debid probablemente a que el pH se mantuvo alcalino después
de cultivar las algas en el efluente y causa la precipitacion de fosfatos de calcio

(Wang et al., 2009).
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Cuadro 7. Contenido de fésforo en el cultivo de las microalgas.

N. oleoabundans Chlorella sp.

Tiempo 90 mg-I"N- 50 mgl’' 25mgI"N-| 90mgl’' 50mgl' 25mgl’
(dia) NH,* N-NH,* NH," N-NH,* N-NH,”  N-NH,"
0 4.042° 6.44% 3.63% 3.362 5.943b¢ 3.012

1 2.69% 4.53° 2.55° 2.11° 5.48"¢ 3.20°
2 3.34° 5.78"° 3.30%° 3.17%° 6.27¢ 3.52°
3 3.763° 5.62° 4.06"° 3.562 1.07¢ 3.552
4 1.51¢ 2.03° 1.24¢ 3.30%° 5.42° 3.17°
5 4.05% 5.85° 3.78? 3.73? 6.55%° 3.53?
6 4.85? 7.68° 3.38% 3.42° 6.88%° 3.212
7 3.82%° 6.28° 2.77% 4.222 7.03? 3.82°
9 4.17% 5.79° 3.89° 4.39° 9.72° 4.97°

* Diferentes letras en la misma columna son diferentes significativamente a= 0.05

4.4.4 Demanda quimica de oxigeno

Los resultados obtenidos en la remocion de DQO se muestran en el cuadro 8.
La remocion de DQO se midi6 al inicio y final del experimento. Se aprecia que
cuando Neochloris oleoabundans fue cultivada a 90 mg:-I"" N-NH,4* la remocién
fue de 170 a 3.56 mg DQO | ', mientras que Chlorella sp eliminé de 138.33 a
3.62 mg DQO, | . Las dos microalgas eliminaron del 97- 98 % de DQO en
todos los tratamientos. Estos resultados coinciden con los obtenidos por Li et
al., 2011 quienes mostraron que la concentracion de DQO disminuy6 de 2390 a
230 mgl " DQO (es decir una 90.3%) en agua residual esterilizada y 2304 a
210 mg ' DQO (90.8%) en agua residual cruda dentro de los dos primeros
dias de cultivo, ellos sugieren que Chlorella sp. utiliza diferentes compuestos

organicos como fuentes de carbén ademas de COa,.
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Cuadro 8. Remocién de DQO del efluente de un digestor anaerébico por cultivos de

Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. en varias concentraciones de NH4 *.

90 mg-1 N-NH," 50 mg" N-NH," 25 mgI" N-NH,"

mg I" DQO % mg I" DQO % | mgI"DQO %

Neochloris Inicio 1,700.0 1,450.0 1,450.0
oleoabundans Final 35.0 97.9 35.0 97.6 35.0 97.6

Chlorella sp Inicio 1,383.3 2,450.0 2,700.0
Final 35.1 97.5 35.0 98.6 35.2 98.7

Sin embargo, los resultados obtenidos en este trabajo fueron mayores a los
obtenidos por Wang et al. (2009) quienes observaron que en agua residual del
flujo de un proceso de tratamiento de aguas residuales, Chlorella sp. elimind
50.9,56.5 y 83.0 % de DQO en los puntos 1, 2,y 4 respectivamente del flujo de

tratamiento de aguas residuales.

4.4.5 Crecimiento celular

En la figura 19a se observd el crecimiento celular maximo de Neochloris
oleoabundans de 1.06x10° cel-mI” al quinto dia, en la concentracién de 90 mg:I
' N-NH,4*, en los siguientes dias descendié el crecimiento. En los tratamientos
de 50 y 25 mg-I"" N-NH;* se observé que hasta el sexto dia crecieron 1.14x10°
y 1.03x10° cel-mI™ respectivamente. La cinética de crecimiento de Chlorella sp.
(ver figura 19b) fue de 1.36x10° cel-mI”" al quinto dia, en la concentracion de 90
mg-I"" N-NH,". En los tratamiento de 50 y 25 mg-I"" N-NH;* crecieron 1.09x10° y
1.63x10° cel-ml’ respectivamente. Li et al. (2010) reportaron que la
concentracion de biomasa algal fue baja cuando se alimenta con amonio que

con nitrato; en este trabajo se observé que el crecimiento celular de ambas
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microalgas fue con la absorcién de nitrégeno amoniacal. Ademas el crecimiento
celular fue bajo en comparacién con Andrade et al. (2006) quien obtuvieron una
densidad celular en fase estacionaria de 19.24x10° cel-ml” en cultivos de
Chlorella sp. en efluentes de una laguna facultativa, 13.98x10° celml” en

efluente de maduracion primaria y 11.14x10° cel-ml™ en efluente de maduracién

secundaria.
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Figura 19 .Curvas de crecimiento a) Neochloris oleoabundans y b) Chlorella sp. en
agua residual del efluente de un digestor con diferentes concentraciones de N-
NH4+.

En la figura 20a se muestra el contenido de solidos volatiles de biomasa algal
de N. oleoabundans obtuvo una fluctuacion de peso. La produccién de biomasa
de Neochloris oleoabundans fue de 555, 444 y 666 mg:I"" en concentraciones
de 90, 50 y 25 mg" de nitrégeno amoniacal respectivamente. La mejor
productividad de biomasa fue en el tercer dia con 188.51 mg!'d™" en la
concentracién de 90 mg-I"" N-NH,". En las concentraciones de 50 y 25 mg-I"" N-
NH," fue 81.48 y 155.55 mg:I".d™" respectivamente (ver figura 20a). Estos
resultados fueron mejor a los obtenidos por Levine et al. (2011), quienes

obtuvieron una productividad en biomasa seca de 88.3,64.0 y 39.9 mg-I".d”" en
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agua residual diluida a 1:50, 1:100 y 1:200 respectivamente. En contraste,
Wang y Lan (2011) obtuvieron una productividad de biomasa de 310 mg:I"-d”
en N. oleoabundans cultivada en agua residual sintética que contenia una
concentracion de 45 mg-I"' NaNOs. En la figura 21b se muestra la produccién de
biomasa algal maxima en tres dias fue de 444 mg-I"" a concentraciones de 90
mg-I"" de nitrégeno amoniacal, en concentraciones de 50 se obtuvo hasta 777
mg™; en concentraciones de 25 mg:" se logré obtener 500 mg-I". Los
resultados obtenidos fueron mayores a los obtenidos por Phukan et al. (2010)
quienes obtuvieron biomasa de 500 mgl”; Cho et al. (2013) reportaron
produccién de 670 mg-I" de biomasa cultivada en agua residual municipal
filtrada a 0.2um, 410 mg:I"" en agua residual filtrada a 1.0 pm y 500 mg-™" en
agua residual puesta en radiacion UV. La productividad de biomasa en
Chlorella sp. en concentracion de 90 mg-" N-NH,* fue 88.43 mg!'-d" al
séptimo dia, mientras que la productividad en concentraciones de 50 y 25 mg-I”

N-NH,* fue 125y 77 mg-I"-d" respectivamente al tercer dia.
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Figura 20. Evolucion de los sélidos volatiles de a) Neochloris oleoabundans y b) Chlorella
sp. en agua residual del efluente de un digestor con diferentes concentraciones de N-
NH, .
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4.4.6 Contenido de lipidos y acidos grasos

Los resultados promedio del contenido de lipidos de ambas microalgas al inicio
y final del experimento se muestra en el cuadro 9, observando que N.
oleoabundans obtuvo un 19% de lipidos totales de peso seco en el tratamiento
de 90 mg-l'1 N-NH,4", es decir la produccién de lipidos fue de 8.6 %, en los otros
dos tratamientos se not6 que Neochloris oleoabundans no acumulé lipidos.
Chlorella sp. obtuvé un 28.3 % de lipidos totales en el tratamiento de 50 mg-I”
N-NH,", la produccién fue de 15%, en los otros dos tratamientos se obtuvo una
menor produccion. Se observé que Chlorella sp. produjo mas lipidos que N.

oleoabundans en los tres tratamientos.

Cuadro 9. Porcentaje de lipidos de N. oleoabundans y Chlorella sp. cultivadas a

tres concentraciones de nitr6geno amoniacal.

Concentracion NH,"
a0 50 25
% de lipidos totales

N. oleoabundans

Inicio 10.4 13.8 30
Final 19.0 13.3 33.3
Produccion de lipidos % 8.6 0.5 3.3
Chlorella sp.

Inicio 9.5 13.3 8.3
Final 19.0 28.3 21.3
Produccion de lipidos % 9.5 15.0 13.0

Estos resultados son similares a Zhou et al.(2012), quienes obtuvieron un
28.9% de lipidos totales en la microalga Auxenochlorella protothecoides en
base a solidos volatiles suspendidos. Xu et al. (2006) lograron 14.5% de lipidos

en condiciones autotroficas de Chlorella protothecoides. Woertz et al. (2009)
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obtuvieron 9 % y 29% de lipidos en base a peso seco de cultivos mixtos de
Chlorella sp., Micractinium sp., Actinastrum sp. y B. braunii cultivadas en agua
residual municipal tratada y en agua residual de desechos lacteos
respectivamente. Pruvost et al. (2009) extrajeron el 23 % de lipidos totales en
base a peso seco de N. oleoabundans cultivada en medio bold basal modificado
3N3S. Levine et al. (2011) obtuvo una productividad de 3.8 mg:I"-d”" de lipidos
de Neochloris oleoabundans cultivada en efluente de desechos lacticos diluida

a 1:200.

Los lipidos obtenidos de Chlorella sp. fueron analizados por cromatografia de
gases, el cromatograma que se muestra en la figura 21 se obtuvo al analizar
una muestra del cultivo al tiempo final (9 dias). La identificacion de algunos
acidos grasos se muestra en el cuadro 10, donde se presenta el % de area total
obtenida en el cromatograma para cada uno de los picos presentes. El acido
palmitico se encuentra en un mayor porcentaje del contenido de lipidos

extraidos de Chlorella sp.
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Figura 21. Cromatograma de acidos grasos obtenidos de la muestra de lipidos
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Cuadro 10. Resumen del contenido de lipidos y perfil FAME de las microalgas

cultivadas en el efluente.

Tipo de acido graso % de area
Acido palmitico (C16:0) 14.51
Acido estearico (C18:0) 0.58

Acido oleico (C18:1) 0.97
Acido linoleico (C18:2) 5.30
Acido araquidico (C20:0) 1.10

El porcentaje de acidos grasos obtenidos en este trabajo, se encuentran por
debajo a los adquiridos por Xu et al. (2006) quienes obtuvieron en cultivo de
Chlorella protothecoides 12.94% de acido palmitico, 2.76 % de acido estearico,
60.84 % de &cido oleico y 17.28% de acido linoleico. Zhou et al. (2012) obtuvo
en cultivos de Auxenochlorella protothecoides 27.85 % de acido palmitico,
4.62 % de &acido estearico y 28.75 % de &cido linoleico. En cultivos de
Chlorella vulgaris crecida en un efluente de acidos citrico produjo un 18.1% de
C16:0, 1.3% de C18:0, 3 % de C18:1y 3.8 % de C18:2 (Li et al., 2012).
Popovich et al. (2012) mostré un 19.40% de C16:0, 5.75% de C18:0, 46.33%

de C18:1, 16.81 % de C18:2y 0.09% de C20 en cultivos de N. oleoabundans.

4.5 Célculo de latasa de remocién de nutrientes.

En términos practicos una ecuacion es un modelo que se genera a partir de
datos experimentales y expresan la relacion de las variables que explican el
comportamiento de un sistema real. Talbot et al. (1990) realizé un modelo

donde relacioné temperatura e intensidad luminosa en microalgas como
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Oscillatoriaagardhii, Ankistrodesmusfalcatus y Phormidiumbohneri. Li et al.
(2012); Zhou et al. (2012) aplicaron un modelo exponencial para explicar el
crecimiento algal en Chlorella vulgaris.

En este estudio se aplico el método de minimos cuadrados a la ecuacidn
_ . T .y 1
X, = X,e * para determinar la constante de la cinética de remocion k (;) de

nitrogeno amoniacal que se muestra en el cuadro 11 y nitrato cuadro 12. El
propésito de realizar esta modelacion fue para ajustar los datos experimentales
a un modelo de decrecimiento exponencial de remocion de nutrientes. Los
datos experimentales de Neochloris oleoabundans se ajustaron al modelo de
remocién de nutrientes (figura 22 b y c), de igual forma los datos
experimentales de Chlorella sp. se ajustaron al modelo antes mencionado bajo

tres concentraciones diferentes de N-NH," (figura 22 d, e y f).

Cuadro 11. Calculo de latasa de eliminacion de nitrégeno amoniacal.

Concentraciones de N-NH," en mg:I™*

Cepa 90 50 25

N. oleoabundans k 0.27 0.1 0.09
R? 0.68 0.88 0.85

Chiorella sp. k2 0.13 0.07 0.06
R 0.79 0.73 0.73

1
k es constante (;) R? coeficiente de determinacion

Cuadro 12. Célculo de la tasa de eliminacién de nitrato

Concentraciones de N-NH," en mg-I™*

Cepa 90 50 25
N. oleoabundans k 0.02 0.09 0.02
R? 0.097 0.49 0.052
k 0.18 0.25 0.22

hlorell .
Chiorella sp R? 0.74 0.88 0.79

1
k es constante (;) R® coeficiente de determinacion
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En el caso de la remocion de nitratos, los datos experimentales de Neochloris
oleoabundans no se ajustaron al modelo de remocion de nutrientes (figura 23

a, by c), sin embargo, los datos experimentales de Chlorella sp. se ajustaron al
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modelo antes mencionado bajo tres concentraciones diferentes de N-NH;"
(figura 23 d, e y f), observando que mostré un mejor ajuste en concentracion
de 50 mg:I"" N-NH4*(figura 23e).
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+

NH. .
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CAPITULO
S

5 CONCLUSIONES

Derivado del presente trabajo se obtienen las siguientes conclusiones:

1.- Las microalgas Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. crecieron en el
efluente de un digestor anaerdbico, donde N. oleoabundans removio hasta un
94 % de N-NH4* en concentraciones de 90 mg:I" de nitrégeno amoniacal, en
concentraciones inferiores la remocion fue menor al 80%. Chlorella sp. removio
el 73% de N-NH;" en concentraciones de 90 mg-I" de nitrégeno amoniacal, a
concentraciones bajas solo elimina menos del 50%. La remocion de fosforo fue
del 100% en ambas especies al tercer y séptimo dia en N. oleoabundans y
Chlorella sp. respectivamente. La eliminacion de DQO en ambas especies fue

mayor del 95%.

2.- Las microalgas Neochloris oleoabundans y Chlorella sp. fueron capaces de
eliminar los nutrientes de las aguas residuales en presencia de materia
organica. En este efluente se logré cultivar ambas especies principalmente
Neochloris oleoabundans que es una especie que se ha cultivado poco en
agua residual y pueden utilizarse para proporcionar tratamiento terciario a
efluentes del digestor anaerdbico aunado a la produccion de biomasa algal que

genere acidos grasos.
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3.- La produccion de biomasa algal maxima en tres dias en Chlorella sp. fue de
444 mgl" a concentraciones de 90 mg! ' de nitrégeno amoniacal, en
concentraciones de 50 se obtuvo 777 mg:l '; en concentraciones de 25 mg:l ™
fue de 500 mg:l . La biomasa de Neochloris oleoabundans se obtuvo 555,
444 y 666 mg! "' en concentraciones de 90, 50 y 25 mg-l ' de nitrégeno

amoniacal respectivamente.

4.- El porcentaje de lipidos totales acumulados en N. oleoabundans fue del 19
% en concentracion de 90 mg:| ' de nitrégeno amoniacal. Chlorella sp. obtuvo
el 28.3 % de lipidos totales en concentracién de 50 mg:" de nitrégeno
amoniacal. La productividad de lipidos fue del 8.6% vy 15 % en N.

oleoabundans y Chlorella sp.
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