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RESUMEN (en espafiol)

En las Ultimas décadas, el incremento en la industrializacion ha traido consigo el
aumento, a nivel mundial, de poblacién, cuya blusqueda de nuevas &reas geogréficas para su
asentarse, a acelerado a su vez, los procesos de urbanizacion a escala global. Esto ha
derivado en la sobreexplotacion de los recursos no renovables como el suelo o el agua y en el
crecimiento de la produccién de residuos. Gracias a esto, los gobiernos se han visto en la
obligacién de gestionar el manejo de dichos residuos buscando alternativas que generen el
menor impacto ambiental. Las plantas de tratamiento de residuos sélidos surgen como
alternativa para la recoleccién, disposicién y tratamiento de los vertidos que dichos residuos
generan convirtiéndose en lixiviados. Esta técnica es ampliamente usada por su bajo coste y el
escaso personal especializado necesario. Sin embargo, el lixiviado producido es considerado
un problema ambiental grave sin el debido tratamiento, ya que puede contaminar aguas
superficiales y subterraneas, mientras que los gases producidos por la degradacion de estos
residuos, principalmente como metano y dioxido de carbono, los cuales, sin el control
adecuado, pueden agravar la problemética ambiental.

Al norte de Espafia, en la comunidad del principado de Asturias, se encuentra la planta
de residuos COGERSA, esta planta es la encargada de la recoleccion de basuras, de 78
municipalidades, para su depd@sito y tratamiento manejando en promedio 360.000 toneladas de
residuos mezclados para su tratamiento y llegar a generar mas de 200.000 metros cubicos de
lixiviado. Teniendo en cuenta el incremento en la produccién de residuos y por consiguiente la
generacion de gases durante su tratamiento, la planta llevé a cabo un proyecto 1+D+i entre
2014 y 2017 en el marco del Programa Estatal de 1+D+i de 2014 nombrado ReCOzvery, donde
el tema principal fue la reduccion de emisiones de CO: generadas por la planta, su
recuperaciéon y direccion al cultivo de microalgas para la produccion de biomasa con fines
energéticos. Asi, la planta de residuos apost6é por una economia circular y asi responder a los
nuevos retos con los que se enfrentan las industrias europeas dedicadas a esta labor durante
los proximos afios debido a que la Unién Europea se ha comprometido a reducir la emision de
gases hasta en un 80% para 2050 y el uso de energias mas limpias para 2030. Como
complemento, ReCOzvery gestiond el aprovechamiento de los lixiviados generados por la
descomposicion de los residuos sélidos como Unica fuente de nutrientes ya que luego de ser
depurado, el lixiviado presenta altas concentraciones de nutrientes nitrogeno, fosforo y otros
elementos que pueden ser usados por las microalgas para su crecimiento.

El objetivo de la presente tesis es la valoracion de las microalgas nativas del vertedero
en términos del tratamiento de lixiviados procedentes de residuos sélidos urbanos (RSU). Para
ello, se realizé una descripcion general de la planta de residuos teniendo en cuenta el
funcionamiento, almacenamiento y tratamiento de los lixiviados, morfometria de las charcas o
estanques estacional y permanentes y finalmente una caracterizacion de la comunidad
fitoplanctonica presente. Teniendo la identificacién por claves taxondmicas de las diferentes
especies, se hicieron aislamientos de colonias en medios microbiol6gicos generalistas para
luego tomar muestras para su identificacion por técnicas moleculares. Las cepas identificadas
fueron: Desmodesmus sp., Coelastrella sp. 1 y sp. 2, Tetracystis sp., Chlamydomonas sp.
Acutodesmus obliquus y Chlorella sp. Se realizaron ensayos para determinar el crecimiento y
remocion de nutrientes en diferentes concentraciones de lixiviado durante 96 h. Tres tipos de
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respuesta fueron obtenidos: Sin crecimiento (dos cepas), crecimiento hasta un 10% de lixiviado
(tres cepas) y crecimiento hasta un 50% de lixiviado (dos cepas). Luego, durante 18 dias se
realiz6 una evaluacion de la produccion de clorofila a, B-carotenoides, lipidos totales y perfil de
acidos grasos, y asi con los resultados obtenidos mas lo determinado por su capacidad de
crecimiento y remocién de nutrientes, analizar que especies pueden ser importantes en la
fitorremediacién del lixiviado para generar biomasa con fines energéticos u otras aplicaciones
biotecnolégicas. Por ultimo, se llevd a cabo una mejora en el esquema de producciéon de
biomasa de Nannochloropsis gaditana en colaboracion con la empresa asturiana ALGATEK
S.L., para aumentar el contenido de acidos grasos polinsaturados. Teniendo como resultados,
no solo el mejoramiento del cultivo en dicha produccién sino ademas la aplicacién de las
técnicas utilizadas a lo largo de esta tesis doctoral para el desarrollo de protocolos de
inoculacién, mantenimiento a escala laboratorio y su produccién a escala industrial
estableciendo de manera general algunos costos de dicha produccion para asi determinar el
valor econémico de la biomasa en el mercado.

RESUMEN (en Inglés)

In recent decades, the increased industrialization has brought with it a worldwide
increase in population, whose search for new geographical areas to settle has, in turn,
accelerated urbanization processes on a global scale. This has led to the overexploitation of
non-renewable resources such as soil and water and to the growth of waste production. Thanks
to this, governments have been forced to manage the management of such waste, seeking
alternatives that generate the least environmental impact. Solid waste treatment plants have
emerged as an alternative for the collection, disposal and treatment of the waste generated by
these plants, which are converted into leachates. This technique is widely used because of its
low cost and the scarce specialized personnel needed. However, the leachate produced is
considered a serious environmental problem without proper treatment, since it can contaminate
surface and ground waters, while the gases produced by the degradation of these wastes,
mainly as methane and carbon dioxide, which, without proper control, can aggravate the
environmental problem. In the north of Spain, in the community of the Principality of Asturias, is
the waste plant COGERSA, this plant is responsible for the collection of waste, from 78
municipalities, for deposit and treatment handling an average of 360,000 tons of mixed waste
for treatment and get to generate more than 200,000 cubic meters of leachate.

Taking into account the increase in the production of waste and consequently the
generation of gases during its treatment, the plant carried out an R+D+i project between 2014
and 2017 within the framework of the 2014 State R+D+i Program named ReCO2very, where
the main topic was the reduction of CO2 emissions generated by the plant, its recovery and
direction to the cultivation of microalgae for the production of biomass for energy purposes.
Thus, the waste plant opted for a circular economy and thus respond to the new challenges
facing European industries dedicated to this work over the coming years due to the European
Union's commitment to reduce gas emissions by up to 80% by 2050 and the use of cleaner
energy by 2030. As a complement, ReCO2very managed the use of the leachate generated by
the decomposition of solid waste as the only source of nutrients since, after being treated, the
leachate presents high concentrations of nitrogen, phosphorus and other elements that can be
used by the microalgae for their growth.

The objective of this thesis is the valuation of the landfill's native microalgae in terms of
leachate treatment from municipal solid waste (MSW). To this end, a general description of the
waste plant was made taking into account the operation, storage and treatment of the
leachates, the morphometry of the seasonal and permanent ponds and finally a characterization
of the phytoplankton community present. Having the identification by taxonomic keys of the
different species, colonies were isolated in general microbiological media and then samples
were taken for identification by molecular techniques. The strains identified were:
Desmodesmus sp., Coelastrella sp. 1 and sp. 2, Tetracystis sp., Chlamydomonas sp.
Acutodesmus obliquus and Chlorella sp. Tests were carried out to determine the growth and
removal of nutrients in different concentrations of leachate during 96 h. Three types of response
were obtained: No growth (two strains), growth up to 10% leachate (three strains) and growth
up to 50% leachate (two strains). Then, during 18 days, an evaluation of chlorophyll production
was carried out at B-carotenoids, total lipids and fatty acid profile, and thus with the results
obtained, plus what was determined by its capacity of growth and removal of nutrients, to
analyze which species can be important in the phytoremediation of leachate to generate
biomass for energy or other biotechnological applications. Finally, an improvement in the
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biomass production scheme of Nannochloropsis gaditana was carried out in collaboration with
the Asturian company ALGATEK S.L., to increase the polyunsaturated fatty acid content.
Having as results, not only the improvement of the crop in this production but also the
application of the techniques used throughout this doctoral thesis for the development of
protocols of inoculation, maintenance at laboratory scale and its production at industrial scale
establishing in a general way some costs of this production in order to determine the economic
value of the biomass in the market.

SR. PRESIDENTE DE LA COMISION ACADEMICA DEL PROGRAMA DE DOCTORADO
EN BIOGEOCIENCIAS
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Capitulo 1

Introduccion general



Las microalgas son organismos fotosintéticos de gran diversidad
representados en su mayoria por eucariotas, sumando esto a la variedad de
habitats en que se encuentran y su capacidad de crecimiento autotrofico,
ofrecen la oportunidad de explotaciéon a nivel comercial de manera facil y
rentable, siendo esto estudiado en las dltimas décadas (Metsoviti et al. 2019;

Gangl et al., 2015).

El primer cultivo unialgal fue desarrollado cerca de 1890, con Chlorella
vulgarisy su estudio fisiolégico a partir de 1900 (Borowitzka, 1999). Su cultivo
en masa se desarroll6 al final de los afnos 40, comenzando en Estados Unidos,
Alemania y Japon, luego en la década de los 60, Japon dio los primeros pasos
para un cultivo comercial de gran escala con Chlorella, en 1970 empezaron a
cultivar Spirulina en México y entre 1977 y 1980 se llegaron a establecer cerca
de 46 empresas productoras de Spirulina en Asia que alcanzaron a generar
hasta 1 000 kg de biomasa mensualmente (Borowitzka, 1999). La amplia
tolerancia a cambios de temperatura, salinidad, valores de pH e intensidades
luminicas hace de estos organismos una fuente de carbono importante en la
produccion de biocombustibles. Adicionalmente, la generacién de azucares,
pigmentos, proteinas, vitaminas y metabolitos secundarios (Fig. 1.1) pueden
llegar a tener un gran valor comercial en la elaboracién de productos

naturales y la industria cosmética como farmacéutica (Khan et al. 2018).

De casi 50 000 especies existentes, aproximadamente 30 000 han
llegado a ser estudiadas, haciendo énfasis principalmente en sus condiciones
y formas de cultivarse (Varfolomeev y Wasserman, 2011). Pardmetros como
la salinidad (12-40 g 1Y), fluctuaciones de pH (4-11), variacién de la
temperatura (16-27 °C) e intensidades luminicas (1 000-10 000 flujo de
fotones) han sido reportados de forma extensiva. Ya teniendo establecidas las
variables basicas de cultivo, se han desarrollado procesos para un crecimiento
de tipo batch o discontinuo, semi-continuo y continuo, que estan directamente
relacionados con un sistema de produccién ya sea abierto (tipo raceway) o

cerrado (biorreactores). Dicha relacién entre los parametros de cultivo y los



sistemas de producciéon hace que exista una continua busqueda de mayor

rentabilidad, menor costo y alta reproducibilidad en general (Grubisié et al.

2019)

Uso directo para
alimento como suplementos para
humanos ¥ animales

Biocombustible
Luz
Aire/CO, "!s V _\! Biomasa +  Solido
Nutrientes éﬁ (g% »  Liquido (Bicetanol-aceite vegetal)
) ) Gas (Biohidragena)

Bioproductos

« Acidos grasos
Pigmentos
Antioxidantes
+  Compuestos antimicrobianos y anticancerigenos

Figura 1.1 Condiciones y usos generales en la produccién de microalgas

Microalgas en el mundo

Alrededor del mundo, la produccién comercial de microalgas esta
concentrada en cuatro grupos taxonémicos (Tabla 1.1) (Chacén-Lee y
Gonzalez-Marifio, 2010). Una linea de produccién bésica esté constituida por
aislamientos en tubos de ensayo o placas de Petri tenidos en un cepario,
seguido de un escalado en diferentes volimenes (0,01-100 L) para finalmente
llegar a gran escala ya sea en biorreactores, fotobiorreactores, tanques o

raceways (> 1000 L).

Dependiendo del sistema de produccién y parametros como las
variables fisicoquimicas y biolégicas del cultivo, el intercambio de gases,
riesgos de contaminacion y mantenimiento de las instalaciones, la produccion
y calidad de la biomasa, entre otros factores llegan a afectar a los cultivos en
general (Tabla 1.2), sin embargo se ha visto que la generacién de biomasa de
los géneros Chlorella, Spirulina y Dunaliella (Borowitzka, 1999) pueden
crecer en ambientes con limitaciones para otros organismos manteniendo un
nivel de contaminacién basico. No obstante, especies usadas en la acuicultura
(Skeletonema, Tetraselmis o Isochrysis,), que tienen pardmetros mas
restrictivos, deberian cultivarse en volimenes mejor controlados (Borowitzka,

1999).



Tabla 1.1 Composicién general, en porcentaje, de algunas microalgas usadas a nivel

comercial en el mundo. Adaptado de Chacén-Lee y Gonzalez-Marifio (2010).

Especie Proteina Carbohidratos Lipidos Productos
Aplicaciones

Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Chlorella pyrenoidosa 57 26 2
LEuglena gracilis 29-61 14-18 14-20 Biomasa
Isochrisis galbana 27 17 17 PUFAs
Chlamydomonas 48 17 21 Pigmentos
rheinhardtir. Cosmética
Scenedesmus sp. 50-56 10-17 12-14 Supl.el.nentos
Nannochloropsis sp. 29 36 18 IX;EESEE?;S
Arthrospira sp. 60-71 13-16 06-11 Nutricién animal y
Anabaena sp. 43-56 25-30 4-7 humana
Synechococcus sp. 43-63 7-14 4-8
Dunaliella salina 57 32 6

Otro factor relevante a tener en cuenta es la adicion de nutrientes,
dependiendo de si la especie es marina o de agua dulce, la composicion del
medio nutritivo puede variar en baja o alta proporcién segin sus componentes
(macronutrientes y micronutrientes), y puede necesitar complementos como
metales, vitaminas o minerales (Andersen, 2005). Estos medios nutritivos se
pueden encontrar a través de casas comerciales reconocidas o pueden
formularse de manera individual, encontrando una formula especifica segtin
la especie y producto o aplicaciéon. Sin embargo, en las tltimas décadas se han
empezado a buscar alternativas que ayuden a mejorar los procesos y cuidar
el ambiente, como el reciclaje de agua con adicién extra de nutrientes (Fret et

al. 2017).

Otra posibilidad es el uso de fuentes hidricas de gran impacto en los
ecosistemas acuaticos por su alto contenido de nutrientes y otras substancias
no convencionales como las aguas residuales derivadas de procesos
industriales, vertederos de basuras, entre otros; a este tratamiento biolégico

se le conoce como fitorremediacién (Pacheco et al. 2015).



Tabla 1.2. Ventajas y desventajas de la produccién de microalgas en sistemas abiertos

(tanques y raceways) y cerrados (biorreactores y fotobiorreactores). Adaptado de Grubisié et

al. (2019).

Pardmetro Sistema abierto Sistema cerrado
Espacio requerido Alto Bajo
Control del proceso Dificil Facil
Control de perdidas Muy alto Bajo
Temperatura Muy variable  Requiere refrigeracién
Dependencia del clima Alto Bajo
Calidad de la biomasa Variable Reproducible
Riesgo de contaminacion Alto Bajo
FEscalado Facil Dificil
Limpieza Baja o ninguna Alta
FEficiencia de cosecha Baja Alta
Costo por cosecha Alto Bajo
Mantenimiento Simple Complejo
Inversion Baja Alta

Microalgas: (El futuro verde?

La calidad de vida en las tultimas décadas ha comenzado a verse
comprometida, condiciones como el cambio climatico, enfermedades con
resistencia a los antibidticos y la desnutricién son algunos de los desafios
mundiales a combatir; de otra parte, es evidente la existencia de un
desequilibrio entre los recursos naturales disponibles y el crecimiento de la

poblacién mundial, lo que agrava esta situacién (Manirafasha et al. 2019).

Se estima que para el ano 2050 las tasas de consumo de diferentes
productos alimentarios como la carne se duplique, esto generaria un
incremento en la demanda de proteina para la alimentacién animal, lo que
llevaria a un cambio de uso de la tierra y a un aumento de los niveles de
deforestacién (Stiles et al. 2018). Estos desequilibrios hacen que los
investigadores se interesen por la explotacion y gestiéon de los recursos
naturales renovables en donde las algas y algunos de sus productos derivados
aporten a la resolucién de algunos de estos desafios mundiales, contribuyendo

de esta manera un sostenimiento mas amigable.



Estos organismos han emergido como una materia prima potencial en
diferentes sectores de la industria, mejorando técnicas convencionales como
la silvicultura o la agricultura, obteniendo mayor produccién de biomasa por
area, mayor fijaciéon de COgz, mejor capacidad de crecimiento en habitats no
convencionales y la habilidad de producir una gran variedad de productos de

alto valor (Posada et al. 2016).

Las microalgas tienen caracteristicas como su contenido de proteina y
minerales, ser fuente de compuestos quimicos de gran valor comercial
incluyendo pigmentos, acidos grasos poliinsaturados y vitaminas, ademas de
ser la base para productos con fines cosméticos, farmacéuticos y terapéuticos
(Grubisié et al. 2019). Todas estas ventajas crean un ambiente muy optimista
acerca del potencial de explotacion, de la mano de continua investigaciéon en
la busqueda de mejorar la produccién a escala industrial, contribuyendo asi a
una economia verde y desarrollo sustentable para mejorar el bienestar

humano y la calidad de vida (Manirafasha et al. 2019).

Recursos algales de muchas especies con diferente genética, morfologia
y fisiologia confieren la habilidad de producir una gama amplia de compuestos
bioactivos derivados como por ejemplo de Spirulina sp., Chlorella sp.,
Anabaena sp. o Nostoc sp. que pueden ser explotados en varias industrias,
llegando a producir hasta US$ 5 billones por afio en 2001, incrementandose
para 2018 en US$ 2.5 billones y se espera que para 2022 aumente hasta US$
3.3 billones mas (Manirafasha et al. 2019).

En comparacién a las fuentes de proteina tradicional (carne, huevo,
soya y leche), la produccién de proteina de microalgas presenta mejores
beneficios en términos de productividad y valor nutricional llegandose a
obtener entre 4-15 toneladas por hectarea-ano, mientras la soya tiene una
produccion de 0.6-1.2 toneladas por hectarea-ano y el trigo 1.1 toneladas por
hectarea-afio (Bleakley y Hayes, 2017). En el presente, diferentes industrias
han llegado a considerar que la biomasa algal es una materia prima sostenible
y asequible y, desde este enfoque, han buscado fortalecer alianzas para

encontrar soluciones cada vez mas eficientes que promuevan el intercambio



mutuo de conocimientos en materia de explotacion de este recurso por parte
de los centros de investigacion y la industria, enfocandolo a un crecimiento

ecolégico y un desarrollo més sostenible (Manirafasha et al. 2019).
Fitorremediacién de aguas residuales

En algunas ocasiones, el desarrollo econémico de las regiones va de la
mano del crecimiento poblacional, ya que, generalmente, esto ultimo es
paralelo a la mejora en la calidad de vida (salud, vivienda, trabajo,
alimentacién, agua, etc.), sin embargo, esto no siempre es cierto. Sin ser el
tnico caso real, en el norte de Africa y Oriente Medio la calidad de vida suele
estar por debajo del minimo; lo anterior puede deberse, en parte, a la
geografia arida con bajas precipitaciones, que dificulta el acceso al agua para
una poblaciéon que ha aumentado al doble en los dltimos 30 afios y que se

espera se duplique en las siguientes décadas (Abdel-Raouf et al. 2012).

Una de las mayores fuentes de la contaminaciéon del agua reside en la
generacion descontrolada de residuos por los humanos, haciendo que los
paises deban invertir masivamente en proyectos con técnicas apropiadas para
reestablecer la calidad del agua a niveles adecuados y en formular legislacién
para regular su descarte en el medio acuatico u otros posibles usos. Sin
embargo, encontrar una unica solucién para el tratamiento y su descarga es
y sera un reto dificil de cumplir, ya que se hace necesaria una ardua labor
desde lo técnico y lo econdmico, siendo el segundo factor el mas sensible en
muchos casos, obligando a que sean las plantas de tratamiento las elegidas,
no solo para determinar la mejor alternativa de tratamiento sino ademas,

para mejorar e innovar en dichos procesos (Abdel-Raouf et al. 2012).

Segun el reporte ejecutivo del programa de las Naciones Unidas sobre
recursos hidricos (WWAP, 2017), la agricultura, seguida de la industria, son
los causantes del 48% de la contaminaciéon del agua. Teniendo en cuenta lo
anterior, la organizacion aspira a reducir el porcentaje de agua residual
tratada para 2030 en paises muy desarrollados al 15%, de mediano desarrollo

entre un 31-36% y de bajo desarrollo hasta un 46%, con respecto a los valores



reportados en 2015 (paises muy desarrollados 30%, de medio desarrollo 62-

72% y de bajo desarrollo 96%).

El uso de cultivos de algas como opcion para el tratamiento biolégico
de las aguas residuales nacié hace 81 afnos aproximadamente, con cultivos
masivos de Chlorella y Dunaliella; pero el concepto de “biotratamiento” con
microalgas, en particular para la produccién de biomasa, y la incorporacion
de nutrientes como el nitrégeno y el fosforo los cuales pueden causar
eutrofizacion, fue descrito por primera vez en Estados Unidos por Oswald y

Gotaas (1957) y desde ahi se expandié a distintos paises.

Doce anos mas tarde ya se tenia conocimiento sobre la tolerancia de 60
géneros y 80 especies a la contaminacidon acuatica por compuestos organicos,
siendo Fuglena, Oscillatoria, Chlamydomonas, Scenedesmus, Chlorella,
Nitzchia, Navicula y Stigogeoclonium los géneros con mayor resistencia
(Palmer, 1969). Tratamientos de aguas de origen agricola, industrial,
municipal, sintética y lixiviados han sido reportados con distintos tipos de
crecimiento y sistemas, duracién y remocion de diferentes compuestos y de

nutrientes (Tabla 1.3).

Centrandose en el tratamiento del lixiviado como agua residual
generada por la degradacién de residuos sélidos urbanos (RSU), también
conocidos vertederos o rellenos sanitarios, este lixiviado se crea a partir de la
descomposicién de material organico que junto con el agua de lluvia o por
escorrentia superficial va filtrandose por el interior del vertedero hasta un

sistema de recoleccién especial para luego ser tratado (Fig. 1.2).

Ya formado el lixiviado, su composiciéon es muy variable, llegandose a
encontrar material organico disuelto y compuestos refractarios como
sustancias fulvicas y humicas, componentes inorganicos entre los cuales se
encuentra el potasio, hierro, calcio, amonio o manganeso, metales pesados
como el cadmio, plomo y cobre, entre otros, y compuestos xenobidticos

derivados de productos de uso doméstico e industrial (Kjeldsen et al. 2002).



Tabla 1.3 Ejemplo de microalgas usadas para el tratamiento de diferentes tipos de aguas

residuales (Cheah et al. 2016; Cai et al. 2013; Mustafa et al. 2012).

Género-Especie Tipo de cultivo Tiempo de tratamiento
Agua residual
Agro-industrial Chlorella pyrenoidosa Discontinuo 5 dias
Chlorella vulgaris Discontinuo 5-9 dias
Chlorella sorokiniana Discontinuo
Scenedesmus dimorphus Discontinuo 9 dias
Artrospira platensis Discontinuo 15 dias
Isochrysis sp.
Municipal Botryococcus braunii
Chlorella mimutissima
Chlorella vulgaris Discontinuo 2-10 dias
Chlorella sorokiniana Discontinuo 10 dias
Scenedesmus obliquus Discontinuo 0,2-8 dias
Oscillatoria sp. Continuo 14 dias
Phaeodactylum tricornutum Continuo 14 dias
Fuglena sp.
Spirogyra sp.
Sintética Chlorella kessleri Discontinuo 3 dias
Chlorella vulgaris Discontinuo 1-10 dias
Chlamydomonas reinhardtii  Discontinuo 10-30 dias
Scenedesmus sp. Discontinuo 0,2-4,5 dias
Isochrysis galbana Discontinuo 8 dias
Lixiviado Scenedesmus sp.
Scenedesmus quadricauda Discontinuo 8 dias
Chlorococcum oviforme Discontinuo 8 dias
Chlorella vulgaris Discontinuo 8 dias
Ankistrodesmus convolutus Discontinuo 8 dias
Fuglena gracilis Discontinuo 8 dias

Las plantas de tratamiento estan obligadas por la legislaciéon de cada

pais, a reducir la concentracion de todas estas sustancias al minimo antes de

ser descartadas en los distintos cuerpos de agua (Reyes, 2015); sin embargo,

dichos niveles de contaminacién siguen siendo superiores.
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Figura 1.2 Esquema general de un vertedero o relleno sanitario para la formacién y

recoleccién de lixiviado. (Reyes, 2015)

Un ejemplo de esto fue estudiado en Francia (Clément et al. 1997),
donde la normativa establecia perjudicial para el ambiente sustancias como
los hidrocarburos, fenoles, cianuro y metales pesados, pero no se tenian en
cuenta los posibles efectos téxicos de los lixiviados a causa del amoniaco o la

eutrofizacion debido al alto aporte de nitréogeno a los rios luego de su descarga.

El centro europeo de estadistica EUROSTAT ha estimado que entre el
2004 y el 2016, mas de la mitad de toda la basura producida en Europa fue
reciclada, no obstante, la basura eliminada o dispuesta en vertederos fue
superior a 1 000 millones de toneladas durante ese tiempo

(https1//ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php?titleZWaste statistics/es). En

2016, el mismo centro calculé que mas del 45% de toda la basura generada
fue transformada en lixiviados y para 2017, Espana se situaba en el sexto
mayor productor de basura de la Unién Europea con mas de 21 000 toneladas,

y un promedio de 462 Kg de basura generada por persona en ese mismo ano.

S1 a estas estadisticas se le suma que menos del 1% de los vertederos
en Espana tienen la capacidad de tratar de forma segura todo el lixiviado que
genera esta actividad, y que el tipo de suelo en diferentes zonas del pais hace

que estos efluentes puedan filtrarse con mayor facilidad, se obtiene una alta


https://ec.europa.eu/eurostat/statistics-explained/index.php?title=Waste_statistics/es

probabilidad de contaminacién de los diferentes acuiferos que son usados para

uso doméstico o para la agricultura (Lépez, 2015).
Lixiviados y microalgas: jrealidad o ficcion?

El uso seguro del agua residual bajo condiciones controladas puede
brindar beneficios en diferentes areas econdémicas donde histéricamente el
uso primario ha sido la irrigaciéon. Lo anterior ha desencadenado en una
bisqueda continua en el mejoramiento de las tecnologias usadas para el
tratamiento de estas aguas, y es aqui donde las microalgas han surgido como
alternativa como tratamiento en la reducciéon de diferentes compuestos
(nutrientes, metales y otras sustancias), generindose biomasa util en la

produccién de productos de alto interés comercial (WWAP, 2017).

Se ha podido establecer que las microalgas en monocultivo o policultivo
pueden actuar como un tratamiento biolégico secundario o terciario, lo cual
genera oxigeno a partir de la actividad fotosintética, ademas de la reduccién
de contaminantes en el agua para ser utilizada en otras actividades y la
generacién de biomasa (Renuka et al. 2015). De miles de especies de
microalgas en la naturaleza, han sido unas cuantas las estudiadas para ser

utilizadas como biotratamiento (Stiles et al. 2018).

En lixiviados se ha demostrado la capacidad de reduccién en la
concentracion de nutrientes usando Chlorella sp., Scenedesmus sp.,
Chlamydomonas sp. o P. oculatum (Dogaris et al. 2019; Kumari et al. 2016;
Ouaer et al. 2016; Paskuliakova et al. 2016); ademéas de la produccién de
carbohidratos y lipidos usando Desmosdesmus spp., C. vulgaris o S. obliquus
en lixiviado crudo o mezclado con agua residual (Hernandez-Garcia et al.
2019; Chang et al. 2018). También, buscando la disminucién del uso de agua
y de fertilizantes en la producciéon industrial de microalgas, Scenedesmus
rubescens y Chlorella ellipsoidea fueron cultivadas en lixiviado obteniendo
mayor adaptaciéon S. rubescens que C. ellipsoidea, enfocandose en la

produccién de biocombustibles (Edmundson y Wilkie, 2013).



Objetivos

Desde el afio 2014 hasta 2017, en Asturias (norte de Espafia), se tuvo
la oportunidad de llevar a cabo diferentes actividades relacionadas a la
1dentificaciéon de la comunidad fitoplanctonica, aislamiento de cepas
microalgales de interés y generaciéon de cultivos a escala de laboratorio para
el estudio y seguimiento de la remocion de nutrientes, y de produccion de
biomasa, pigmentos, carbohidratos y lipidos de microalgas expuestas al
lixiviado generado por la planta de tratamiento de residuos sélidos urbanos

RSU COGERSA en el marco del proyecto ReCOzvery.

Teniendo en cuenta lo anterior, el principal objetivo de esta tesis es la
valoracion de las microalgas nativas del sistema de vertidos para el
tratamiento de lixiviados de RSU producidos posteriormente a la recoleccion
y procesamiento de la planta depuradora. Este objetivo principal esta dividido
en cuatro objetivos secundarios, cada uno de los cuales corresponde a cada

capitulo de esta tesis, asi:

Objetivo 1: Caracterizacion de la comunidad fitoplanctonica presente
el sistema de recoleccion y tratamiento de lixiviados: Proyecto ReCOgzvery.
Para desarrollar este objetivo se describieron los lineamientos y enfoques que
tiene el proyecto ReCOzvery, caracteristicas de la planta de tratamiento,
sistema de recoleccién y por ultimo la toma de muestras a lo largo del
vertedero central y en el sistema de depuraciéon previo al tratamiento para la

1dentificacién del fitoplancton presente por medio de claves taxonémicas.

Objetivo 2: Valoracién de la capacidad de crecimiento y remocion de
nutrientes de microalgas nativas para el tratamiento de lixiviado pretratado
(LP) de RSU. Teniendo ambas modalidades de identificacién, se escogieron
aislamientos por medios de cultivo microbiologicos para su posterior
crecimiento y mantenimiento controlado a escala de laboratorio. Se disenaron

experimentos con las distintas especies a diferentes concentraciones de LP



como unica fuente de nutrientes y ver su respuesta tanto en crecimiento como

en el consumo de nitrégeno y fosforo total (NT-PT) por 96 horas.

Objetivo 3: Estudio de la produccion de lipidos y perfil lipidico de
microalgas nativas como respuesta al tratamiento de LP con fines
energéticos. Luego de 18 dias de exposicion al LP como tnica fuente de
nutrientes, se cosecho la biomasa para su analisis de composicion lipidica y
ver la capacidad que tuvieron las microalgas estudiadas en variar su
conformacién dependiendo de las concentraciones del contaminante usadas.
Como complemento se llevaron a cabo analisis de nutrientes, de produccion
de pigmentos y de contenido de carbohidratos totales bajo las mismas

condiciones de estrés.

Objetivo 4: Disenno y mejoramiento en la produccién de lipidos de
Nannochloropsis gaditana a gran escala: del laboratorio a la empresa. Este es
un objetivo que nacié de forma indirecta al desarrollo de esta tesis, teniendo
la posibilidad de usar el conocimiento obtenido durante el proyecto y aplicarlo
a un caso real de empresa productora de biomasa con fines alimentarios
mejorando los protocolos de produccion, obtencién y medicién del producto de

interés.



Capitulo 2

Fitoplancton de un sistema de vertidos lixiviados: Tratamiento de

residuos sélidos urbanos (RSU), proyecto ReCOzvery y seleccién de cepas.



INTRODUCCION

El fitoplancton es considerado uno de los grandes productores
primarios en medios acuaticos, diferenciandose de las plantas en términos de
tamano y taxonomia; y de las bacterias fotosintéticas por su bioquimica, en la
fijacion de carbono por unidad de area y variando ampliamente entre
ecosistemas hidricos. Estos organismos son fundamentalmente autotroéficos,
situandose a lo largo de la columna de agua como en el bentos y tienen un
tamafio entre 0,2-200 pm (Bellinger y Sigee, 2010). Taxonémicamente, el
fitoplancton es estudiado, en general, en seis divisiones cuando se habla de
agua dulce, asi: Cyanophyta (Cianobacterias), Chlorophyta (Algas verdes),
Bacillariophyta (Diatomeas), Chrysophyta (Algas doradas), Cryptophyta
(Algas flageladas) y Dinophyta (Dinoflagelados). Adicionalmente,
dependiendo de qué tan positiva o negativa sea su relaciéon con diferentes
concentraciones de COg, nutrientes, pH, temperatura, entre otros, se pueden

caracterizar en distintos ambientes (Huszar y Caraco, 1998).

Hasta el momento, se han hecho reportes en ambientes acuaticos de
alta montafia, templados, tropicales y marinos (Sabanci y Koray, 2011; Romo
y Villena, 2005; Arauzo y Alvarez Cobelas, 1994 Sanchez-Castillo et al. 1989);
sin embargo, ha ido creciendo el interés en las Gltimas décadas por saber como
estas comunidades se encuentran o responden en ambientes con alto impacto

de contaminacién como las aguas residuales (Pastich et al. 2016; Sardi-

Saavedra et al. 2016; Pham et al. 2014).

Debido a las condiciones fisicoquimicas particulares de las aguas
residuales, especialmente cuando se habla de aguas producidas en plantas de
tratamiento RSU (Pitarch et al. 2007), se ha podido establecer la presencia de
poblaciones plancténicas alli, pero tanto su diversidad como abundancia
llegan a verse alteradas debido al tratamiento que sufren estas aguas
conllevando a cambios en las concentraciones de compuestos y sustancias de

provecho, pudiéndose volver nocivas para su crecimiento (Pham et al. 2014).



Se han reconocido géneros de algas plancténicas y benténicas que son
usadas como posibles bioindicadores de contaminacién organica. Por ejemplo,
especies de los géneros Fuglena y Oscillatoria (5), Chlamydomonas y
Scenedesmus (4), Chlorella, Nitzschia y Navicula (3), y Synedra (2) han
llegado a ser valoradas en una escala de 1-5, de menor a mayor tolerancia a
la contaminaciéon organica en charcas y lagunas poco profundas, rios, aguas

estancadas o de poco movimiento (Palmer, 1969).
Tratamiento de lixiviados: Caso COGERSA

COGERSA es la planta de tratamientos de residuos sélidos urbanos
que se encuentra en el principado de Asturias (Norte de Espaiia). Esta
empresa fue creada en 1982 y entré en operaciones en 1985; inicialmente
recibia residuos de 11 municipalidades y en actualidad se han incorporado 78,
cubriendo todo el territorio asturiano. Esta planta tiene la capacidad de
gestionar residuos peligrosos y no peligrosos desde ese entonces, siendo la
encargada de la recoleccidon, separacion y tratamiento de las basuras en el
territorio asturiano y, del manejo y control del lixiviado que esta produce (Fig.
2.1). Los lixiviados producidos en los vertederos de COGERSA se recogen y
almacenan en balsas hasta su tratamiento final. Los lixiviados del vertedero
de residuos no peligrosos se almacenan en estanque cubierto, mientras que
los de los vertederos de residuos peligrosos se recogen en embalses

impermeabilizados con polietileno de alta densidad.

Figura 2.1 Panoramica de la planta de tratamiento RSU COGERSA. Tomado de
https://www.lavozdeasturias.es/noticia/oviedo/2018/06/11/ampliacion-vertedero-residuos-

peligrosos-cogersa-costara-907315-euros/00031528728228502139607.htm



https://www.cogersa.es/metaspace/portal/14498/19204
https://www.lavozdeasturias.es/noticia/oviedo/2018/06/11/ampliacion-vertedero-residuos-peligrosos-cogersa-costara-907315-euros/00031528728228502139607.htm
https://www.lavozdeasturias.es/noticia/oviedo/2018/06/11/ampliacion-vertedero-residuos-peligrosos-cogersa-costara-907315-euros/00031528728228502139607.htm

El lixiviado procedente de residuos no peligrosos es el que mas se
genera en la planta, la empresa cuenta con una depuradora de lixiviados
basada en el tratamiento biolégico mediante bacterias nitrificantes y
desnitrificantes en reactores a presiéon de 2,5 bar, con una fase posterior de
ultrafiltracion para separar el efluente de los fangos biolégicos. La accion de
las bacterias nitrificantes y desnitrificantes permite convertir el amonio
presente en los lixiviados en nitrégeno, a la vez que se reduce el contenido de
materia organica biodegradable. Sin embargo, para una buena depuracion es
necesaria una proporcién adecuada de carbono-nitrégeno-fosforo (C-N-P) y
una baja concentracién de materia orgénica (< 500 mg/l) respecto a la elevada
concentracién de amonio (2 g/l aproximadamente), por lo que el personal
encargado debe aportar al proceso una fuente de carbono (metanol) que sea
facil de asimilar por las bacterias. El mismo proceso ocurre con las
concentraciones de fésforo, siendo el acido fosférico el escogido para dicha

relacion C-N-P adecuada.

Por ultimo, el efluente es pasado por un sistema de ultrafiltraciéon con
la idea de retener todo material particulado y microbiolégico. Este sistema
consta de un sistema de filtros en serie con tamano de poro de 0,02 um que se
separa el sélido del agua tratada (permeado). Esta agua tratada o lixiviado
permeado se mantiene en una balsa en donde es cargado por camiones
cisterna y llevado a su destino final, el control de saneamiento en la estaciéon

de transferencia de COGERSA para su vertido en el rio Nora.

Para el periodo 2006-2016, esta planta llegdé a recibir cerca de 4,6
millones de toneladas de residuos no peligrosos dando formacién a 2,5
millones de metros cubicos de lixiviados tratados en la planta depuradora. Si
bien es cierto que hay un seguimiento riguroso sobre todo el proceso de
tratamiento de lixiviados para cumplir los requisitos establecidos en la
autorizacion de vertido y el plan de vigilancia ambiental aprobados por la
Consejeria de Medio Ambiente y Desarrollo Rural de Asturias (28-04-2008),
este tipo de vertidos no deja de ser una preocupacion ya que la cantidad

residual tanto de nutrientes como de otras sustancias presentes pueden llegar



a afectar el entorno acuatico al no encontrarse normalmente en el medio o
aun asi siendo bajas sus concentraciones segun lo establecido por la

normativa vigente, puedan tener efectos considerables en el habitat.
El proyecto ReCOzvery

El nombre ReCOgzvery nacié como una idea de recuperar el didxido de
carbono generado por las plantas incineradoras y aprovecharlo para la
produccién de microalgas (Fig. 2.2). Este proyecto estratégico de I+D+i
ejecutado entre 2014 y 2017 en el marco del Programa Estatal de I+D+i
orientada a los retos de la sociedad: Retos-Colaboracién 2014, generd una
alternativa innovadora como integrada para reducir las emisiones de COz y
redireccionadas al cultivo de microalgas para la producciéon de biocarburantes

u otras formas de energia.

Por otra parte, este proyecto busca mediar entre una economia mas
verde y circular, y el reto al que se enfrentan las industrias europeas
dedicadas a esta labor durante los proximos anos debido a que la Unién
Europea se ha comprometido a reducir en un 20% sus emisiones de gases de
efecto invernadero antes de 2020 y a la vez estableciendo normas mas
estrictas con el objetivo de lograr una cuota del 27% de energias mas
renovables, el 25% en eficiencia energética para 2030 y una reduccion de
hasta un 80% de emisiones para 2050

(https://www.cogersa.es/metaspace/portal/14498/50164).

ReCOgzvery considera a las plantas incineradoras como candidatas
optimas para acoplar procesos de aprovechamiento de los gases generados ya
que sus emisiones son estimadas como unas de las mas controladas y limpias
del espectro industrial. Por otra parte, también pretende demostrar que los
gases de una incineradora de residuos pueden ser usados como fuente de
alimentaciéon para cultivar microalgas y su posterior utilizaciéon para la
obtencion de energias mas limpias, avanzando asi hacia una recuperacion

energética mas verde incluyendo estas emisiones en el proceso.


https://www.cogersa.es/metaspace/portal/14498/50164

Para abordar estos objetivos, este proyecto se basé en cuatro areas
tematicas: 1. Captaciéon y concentracion de COz de gases de chimenea de
incineracién; 2. Cultivo de microalgas usando los gases de incineracion y
aprovechamiento de los lixiviados generados en el tratamiento de residuos
solidos; 3. Aprovechamiento de las microalgas; y 4. Disefio del prototipo y

estudio de viabilidad industrial.

Igualmente, en el contexto asturiano, se destaca que dicho proyecto
engloba varios lineamientos establecidos en el plan estratégico de gestion de
residuos 2014-2024 donde se fomenta la I+D+i orientada a la prevencion y
mejora de la gestion de los residuos y el desarrollo de tecnologias mas
eficientes y limpias (LA04 y LA22), maximo aprovechamiento de la fraccién
generada y minimo vertido (LAOS8) y la dinamizacién del sector residuos como

sector econémico y fomento de empleo verde (LA22).
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Figura 2.2. Diagrama sobre el aprovechamiento del diéxido de carbono como de los nutrientes
presentes en los lixiviados para la generacién de biomasa microalgal. Tomado de

https://lwww.cogersa.es/metaspace/portal/14498/50164

Microalgas nativas como alternativa al tratamiento de lixiviados

Las instalaciones de la planta de residuos albergan un numero

determinado de balsas en estanques que intervienen en el proceso de


https://www.cogersa.es/metaspace/portal/14498/50164

recoleccion y depuraciéon de los lixiviados. Por otra parte, la topografia del
terreno en el que se depositan los residuos no peligrosos con el paso del tiempo
va cambiando y de forma espontanea va formando pequenas charcas de forma
natural y, dependiendo de los niveles de precipitacion que haya anualmente,
se forman efluentes los cuales van canalizdndose hasta el sistema de

recoleccidon central.

Estas cualidades han hecho que, a lo largo del tiempo, se den ciertas
condiciones para que una comunidad de fitoplancton pueda no solo adaptarse
a este ambiente particular, sino que vaya cambiando segtin las condiciones
del clima y las caracteristicas fisicoquimicas del lixiviado previo a su
depuracion. Se han descrito diferentes trabajos acerca de las comunidades
fitoplanctonicas relacionadas a sistemas de aguas residuales como a
tratamientos de lixiviados (Pham et al., 2014; Khattabi et al. 2006; Pereira et
al. 2001), donde estos microorganismos han mostrado su potencial como
tratamiento biologico de estas aguas. Adicionalmente, la versatilidad de los
diferentes grupos taxondémicos presentes y su capacidad de tolerancia y
crecimiento bajo esas condiciones particulares se pueden relacionar con las
caracteristicas de los estanques o balsas transitorias por donde es conducido

el lixiviado hasta su etapa final de tratamiento.

En particular, COGERSA maneja estanques en concreto sin exposicion
directa a la luz solar, charcas de poca profundidad expuestas al ambiente,
estanques profundos como principal punto de recoleccién del lixiviado crudo
con pldstico para evitar filtraciones (Fig. 2.3), ademéas de las distintas
caracteristicas morfométricas propias de cada una siendo: a) profundidad
(mayor 0,5 m es profunda), b) drea (< 2 m?2 pequeia, 2-4 m2 mediano y > 4 m?2
grande), ¢) estacional o permanente a lo largo del tiempo, d) color del agua a
la vista (transparente, verde u oscura) e) conexién con el sistema de lixiviados

y f) construida o de formacién natural (hundimiento en el terreno).

Como medio de control, la planta cuenta con un centro de analisis
donde se evaltuan los diferentes parametros a tener en cuenta como control

interno y lo exigido por normativa. Estos pardmetros son: alcalinidad (Alc),



conductividad (cond), demanda quimica de oxigeno (BQO), demanda biolégica
de oxigeno (DBO), pH, oxigeno disuelto (O2), humedad, materia volatil, slidos
en suspensién totales (SST), sélidos totales (ST), sélidos disueltos totales

(SDT), amonio (NH,), nitratos (NOs), nitritos (NO2), fosfatos (P), fluoruros (F-

), cloruros (C1?, sulfatos (SO42) y metales, principalmente.

Figura 2.3. Estanques y balsas del sistema de recoleccién y almacenamiento del lixiviado.
Fuente COGERSA.

Para la caracterizacion del fitoplancton, se seleccionaron 12 charcas al
azar teniendo en cuenta las -caracteristicas morfométricas descritas
anteriormente. La seleccion se hizo a lo largo de toda la planta con relacién

directa o indirecta a la depuracién del lixiviado teniendo en cuenta la muestra



nueve fue usada como referencia, ya que es un pequenio rio que atraviesa la
planta. Las particularidades de las charcas se encuentran descritas en la
tabla 2.1. Se tomaron muestras en cada charca y fueron almacenadas en botes
de plastico donde parte del volumen fue destinado para el analisis de los

pardmetros de seguimientos (Tabla 2.2.) por el laboratorio de la depuradora.

Referente al seguimiento de las variables fisicoquimicas, el analisis de
pH y alcalinidad fue hecho por un pH-metro estandar y, de forma similar, la
conductividad con un conductimetro. Usando un termorreactor y
espectrocuantificador NOVA 60, se estimaron metales pesados por medio de
espectroscopia de absorcién atéomica. La concentracion de nutrientes fue
evaluada por colorimetria con un espectrofotémetro (Lambda 2), mientras que
el amonio y los fluoruros fueron estimados con un electrodo de iones
selectivos. Finalmente, los niveles de fosfato y sulfato se estimaron con un
fotometro (NOVA 60) y los niveles de cloruros usando un analizador

automatico.

El resto de muestras fueron fijadas con una solucién de Lugol al 10%,
y dispuestas en una nevera para su traslado y finalmente guardadas en un

refrigerador a 4°C hasta su uso (Fig. 2.4).

v

Figura. 2.4 Lixiviado pre-tratado usado durante los diferentes experimentos durante el

desarrollo de esta tesis.



Estas muestras fueron usadas para la mediciéon de la concentracion
celular, identificacion, aislamiento, seleccién y mantenimiento de las cepas

nativas escogidas en los laboratorios del area de Ecologia y Conservacion de

la Universidad de Oviedo.

Tabla 2.1. Caracteristicas tenidas en cuenta para la diferenciacién de las charcas.

Spl Profundo Tamafio Permanencia  Color del agua Tanque Natural/Artificial
en el tiempo lixiviado
1 No Pequeno Estacional Oscura No Natural
2 Si Grande Permanente Oscura Si Artificial
3 No Pequefio Estacional Transparente No Natural
4 No Pequertio Estacional Transparente No Natural
5 No Pequertio Estacional Transparente No Natural
6 Si Grande Permanente Oscuro Si Artificial
7 Si Pequertio Permanente Verde No Artificial
8 Si Grande Permanente Oscuro Si Artificial
9 No Pequertio Permanente Transparente No Natural
10 No Mediano Estacional Oscuro No Natural
11 No Mediano Estacional Oscuro No Natural
12 No Mediano Estacional Oscuro No Natural

Tabla 2.2. Parametros fisicoquimicos de las diferentes charcas y estanques de muestreo del

sistema de recoleccién y almacenamiento de lixiviados.

Spl Spl2  Spl3 Spl4 Spl5 Splé | Spl7  Spl8  Spl9 Spli0 Splil  Spl12
Alc mg/l 756 11232 151 308 216 9936 135 7236 184 162 243 319

Cond pS/em 2040 25900 436 830 & 867 | 23000 379 | 17910 685 @ 1067 = 1055 1097

DQO mg/L 278 4590 33 102 137 4750 86 2410 25 31 51 51
DBO mg/L 65 900 33 100 20 1100 86 350 25 31 51 51
pH 7,94 8,43 8,556 7,96 8,51 8,99 10,1 8,41 8,1 8 8,7 8,58
02 mg/L, 4 0,6 12,2 | 34,56 8,7 0,5 8,1 0,6 10,5 10 12,2 13,5

STmg/, 1000 10853 423 800 1664 9992 343 6774 398 883 981 656
STD mgl, - - - - - - - - - - - -

NH4 mg/L 105 2467 5 5 5 2426 6 1683 7,7 5 5 18
NO; mg/L, 12 60 12 12 12 60 12 60 12 12 12 12
NO2 mg/Lh 0,1 0,25 0,05 0,06 0,14 0,25 | 0,32 0,25 0,06 0,05 0,24 0,18
P mg/L 0,7 22 0,5 0,5 0,5 21 0,6 19 0,5 1,8 0,6 0,5
F- mg/LL 0,5 2,3 0,5 0,5 1,2 3,1 0,5 1,1 0,5 0,5 0,5 0,5
Cl- mg/L 2609 34 17 2242 5 1491 36 34 60 61

SO:2mg/L. 100 1000 100 100 260 1000 100 1000 100 345 145 130
CdmgL 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005 005
CumgL 01 01 01 01 ©01 01 01 01 01 01 01 0,1
Femg/L 3,69 269 049 101 072 391 03 2 034 013 013 013
Znmgl 0,05 042 005 005 005 03 01 007 005 014 006 0,05
Hg mg/L - - - - - - - - - . . .



Con respecto a los parametros fisicoquimicos, el grupo A fue el de
mayor rango y variacion en la mayoria de analisis, incluyendo nutrientes y
algunos metales. El mercurio es determinado mensualmente, coincidiendo el
presente trabajo en tiempo intermedio, por lo cual la planta proporciond
dichos resultados, los cuales estan en el minimo. La informacién de este y
otros parametros que analiza COGERSA de manera reglamentaria no fueron

usados en este trabajo por politicas de la empresa.
Identificacion, cuantificacién y diversidad de la poblacién fitoplanctonica

Las poblaciones de fitoplancton fueron cuantificadas usando el método
de Utermol, en el cual se dejan las muestras en columnas de 25 ml durante
24-48 h, quedando contenido el material de interés en camaras de
sedimentacion de aproximadamente 3 ml para finalmente ser vistas por
microscopia invertida. Las poblaciones se identificaron por medio de claves de
identificacién (Barrios et al. 2012; Bellinger y Sigee, 2010; Prescott y Prescott,

1978) hasta el nivel taxonémico mas bajo posible.

Para determinar una distribucién del fitoplancton por las diferentes
charcas, se hizo una matriz de los géneros identificados (Tabla 2.3) en las
muestras y asi ver la relacién entre las diferentes charcas por medio de un
andlisis de escalado multidimensional o MDS (Fig. 2.5). Se calcularon indices
ecologicos como la riqueza especifica, indice de diversidad de Margalef,
diferenciacién de charcas con individuos Unicos y se hicieron comparaciones
entre charcas con géneros o especies Unicas y un coeficiente de similaridad de
Jaccard para estimar la homogeneidad o heterogeneidad entre las charcas

muestreadas (Tabla 2.4).

De 12 charcas seleccionadas, se hicieron 61 identificaciones entre
géneros y especies (Fig. 2.4). Los representantes mAis comunes fueron
Nitzschia, Fragilaria, Navicula, Chlamydomonas, Chlorella, Qocystis,
Desmodesmus, Chroococcus, Oscillatoria, Romeriay Fuglena. Por otra parte,
Chlamydomonas sp., Navicula sp. Oscillatoria sp. y Romeria sp. fueron las
especies con mayor dominancia en las charcas y estanques muestreados. Por

altimo, Bacillariophyta y Chlorophyta son los Ginicos grupos que aportaron



especies Unicas, ademas de tener mayor representacion en las muestras con

27 y 13 taxones respectivamente.

Tabla 2.3 Diversidad de fitoplancton encontrada en charcas de la planta RSU COGERSA.

Bacillariophyta

Nitzschia sp.
N. brevissima

N. capitelata

Melosira sp.

Craticula sp.

S. ovalis

Diatoma sp.

Navicula sp. D. vulgare
N. commutata N. cryptocephala D. mesodon
N. palea N. gregaria Amphora sp.
N. umbonata N. subtilissima A. ovalis
Cocconeis sp. N. tripunctata Cyclotella sp.
Cymbella sp. N. affine
Synedra sp. Cymatopleura solea
Fragilaria sp. Surirella brebissonii
Chlorophyta
Chlamydomonas sp. P. angulosa Tetrastrum sp.
C. altera Carteria sp. Desmodesmus sp.
C. caudata Chlorella sp. Monoraphidium sp.
C. ovata Oocystis sp.
Pteromonas sp. Scenedesmus sp.
Cyanophyta

Chroococcus sp.

Anabaena sp.

Oscillatoria sp.

Merismopedia sp. Nodularia sp. Romeria sp.
Euglenophyta
Phacus sp. P. acuminatus P. longicauda
Fuglena sp.

Charophyta

Cosmarium sp.

Micrasterias sp.

Spirogyra sp.

Closterium sp. C. linula C. leibleinii
Ochrophyta
Mallomonas sp. Tribonema sp.
Cryptophyta
Cryptomonas sp. C. ovata
Dinophyta

Peridinium sp.



Figura 2.4. Fitoplancton presente en el sistema de recoleccién y tratamiento de lixiviado de
la planta COGERSA.

El analisis MDS (Fig. 2.5) agrup6 las distintas charcas en tres grupos: A (Spl
1-2-6-7-8-10), B (Spl 3-5-9-12) y C (Spl 4 y 11). Las charcas del grupo C se
diferenciaban del resto principalmente por la presencia de burbujeo continuo,
se cree que este burbujeo era metano producido por la degradacién de los
residuos. En el grupo A se encuentran todas las charcas que hacen parte de
la recoleccion del lixiviado y tenian parametros como la alcalinidad,
conductividad, DQO o amonio muy altos (Tabla 2.4) en comparacién a las
demas variables fisicoquimicas. Las charcas del grupo B son formaciones que
varian dependiendo de la época ya que su ubicacién se encontraban en un
terreno de poco relieve y en dias de altas precipitaciones, dichas charcas

pueden verse conectadas.

2D Stress: 0

Spl 5 c

. Spl 3
Spl 1 Spl 12
. Spl ]1(;) Spl9 Spl 11
pSpl 2 !
Spl 4

Figura 2.5 Analisis MDS de las charcas teniendo en cuenta la presencia-ausencia de
fitoplancton en las charcas.



Respecto a los diferentes indices de diversidad estimados, el grupo C
fue el de mayor riqueza especifica S, con 27 identificaciones, la diversidad de
Margalefy Jackl (especies entre charcas) fueron mayores también en el grupo
C. Por su parte, las charcas que constituyen el grupo A fueron homogéneas en

la cantidad de taxones presentes.

Tabla 2.4. Indices ecolégicos y densidad celular total (104 cel ml?) de la comunidad
fitoplancténica encontrada en la planta RSU COGERSA.

GRUPO A GRUPO B GRUPO C
Spll  Spl2 Splé  Spl7  Spls  Spll0  Spls  Spls  Splo O Spla Splil
DENSIDA | 65 58 067 2100 024 38 1300 &1 21 57 89 1100
S 4 7 10 10 6 10 17 20 15 19 27 25
Dme | 034 055 1 06 06 08 1,1 17 14 14 23 17
JACK 1 4 7 11,7 14,2 6,8 14,2 23,75 24,5 17,25 20,5 35 32
L 0,4444 0,3617 0,3833

El grupo Chlorophyta y Bacillariophyta dominaron en riqueza y
abundancia de individuos en las diferentes charcas muestreadas, estos
mismos grupos han sido encontrados en sistemas relacionados con los
lixiviados (Pastich et al. 2016; Sardi-Saavedra et al. 2016; Khattabi et al.
2006), adem4s que caracteristicas como la profundidad, la turbidez o el color
del lixiviado han sido relacionados con la abundancia fitoplanctonica en

general.

Al establecer abundancias, riquezas y otros indices ecoldgicos se puede
entender el rol ecolégico que tienen las poblaciones en el medio en que se
encuentran. Estrategias como R (especies “oportunistas”) y K (especies de
“equilibrio”) pueden ser validas para un mejor entendimiento de cémo el
fitoplancton en estas aguas actia en condiciones no convencionales, y como
las poblaciones algales varian en densidad celular, crecimiento o en el tiempo
antes, durante y después del tratamiento ligado al cambio fisicoquimico que

estos tratamientos conllevan (Arauzo y Alvarez Cobelas, 1994).

Por otra parte, la época climatica tiene un rol importante ya que se ha
encontrado que no todos los géneros o especies son continuas en el tiempo,

esto da para pensar que algunas especies se ven favorecidas por las



condiciones fisicoquimicas de ese momento y de ahi encontrar altas o bajas
concentraciones celulares. Un ejemplo de esto fue lo hecho por Shantala et al.
(2009), para establecer una representacién fiable sobre la diversidad del
fitoplancton relacionada a una planta de tratamiento de aguas residuales,
ellos determinaron que un seguimiento de un afno es propicio para tal fin. En
este caso, podria pensarse que la comunidad fitoplanctonica aqui encontrada
es una muestra de lo que estaria presente a lo largo de un ano en los estanques
y charcas en esta planta, no obstante, es necesario un seguimiento mas

detallado en el tiempo.
Aislamiento y mantenimiento de cultivos de microalgas nativas

Teniendo el registro de las especies identificadas, se procedié a la
seleccion de cepas. Primero, en placas Petri se preparé un medio nutritivo
generalista llamado Agar Bacteriolégico entre 0,8 y 2% de agar, se disolvié en
agua destilada y se esterilizé en autoclave por 15 minutos a 121 °C. Luego, se
dejoé enfriar a temperatura ambiente y antes de su solidificacion, se vertieron
en las placas con aproximadamente 20 ml de medio y se dejaron enfriar por
completo. Finalmente, se guardaron las placas boca abajo en una nevera a 4
°C hasta su uso. A diferencia de un cultivo normal bacteriano, a esta
preparaciéon se anadieron nutrientes para el crecimiento de microalgas
generalista conocido como BG-11 (Sigma Aldridch) para asegurar el

crecimiento de las microalgas.

Durante 2-4 dias, las colonias de microalgas estuvieron creciendo en
las placas a 15 °C con baja intensidad luminica. Después de este tiempo, las
colonias fueron vistas por estereoscopio para seleccionar las colonias para el
siguiente aislamiento. Este proceso se repiti6 las veces necesarias hasta
encontrar, de forma homogénea, las mismas colonias visualmente. Teniendo
estas colonias, se resuspendieron en tubos de ensayo con medio BG-11 y
mantenidas entre 10-20 dias dependiendo de su crecimiento (Fig. 2.6). Este
crecimiento fue observado por microscopio éptico, tomando muestras en tubos
Eppendorf en cabina de flujo laminar para mantener los inéculos en las

mejores condiciones de esterilidad posibles.



Figura 2.6. Aislamiento de colonias microalgales en placa y crecimiento en tubos de ensayo.

Desde los tubos de ensayo, se hizo la adiciéon de antibidtico genérico
para prevenir el crecimiento de hongos y bacterias. Después de 15-20 dias de
crecimiento, con agitacion manual dos veces al dia e intensidad luminica
entre 25-30 umol m2 s'1y fotoperiodo de 16:8 luz-oscuridad, se tomaron 10 ml
de cultivo y fueron puestos en Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de
cultivo de 100 ml (10 ml inéculo, 88 ml agua destilada y 2 ml de BG-11). En
este volumen fueron mantenidos en iguales condiciones de tiempo de

crecimiento.

Finalmente, se recogié la biomasa suficiente para su identificacion
morfolégica usando guias taxonémicas (Barrios et al. 2012; Bellinger y Sigee,
2010; Prescott, 1974), el portal web Algaebase (http://www.algaebase.org) y el
uso de herramientas moleculares usando los genes I'TS1-5.8-1TS2 y 18S RNA.
Como resultado de ambos métodos de identificacion, las cepas fueron
caracterizadas como: Desmodesmus sp., Coelastrella sp. 1, Coelastrella sp. 2,

Tetracystis sp., Acutodesmus obliquus, Chlamydomonas sp. 'y Chlorella sp.



Capitulo 3

Crecimiento y remocion de nutrientes a partir de cepas de microalgas

nativas en lixiviado pretratado de Residuos Sélidos Urbanos (RSU).



INTRODUCCION

El aumento en la urbanizacion, la industrializacion, los patrones de
consumo en las grandes ciudades, entre otros factores, tiene como resultado
un incremento en la generacion de residuos sélidos. Como consecuencia, los
gobiernos regionales tienen mayor presion para supervisar a las plantas de
tratamiento en el uso de buenas practicas de manejo de basuras, de forma que
tengan menor impacto en el ambiente. El tratamiento de los residuos sélidos
urbanos, que conlleva a la formacion de lixiviados, liquidos derivados de la
descomposicion de la basura depositada en capas y la percolacion del agua en
superficie como la contenida en el mismo residuo, es un método ampliamente
usado y de los més econémicos de implementar (Herndndez-Garcia et al. 2019;

Chang et al. 2018; Cheah et al. 2016; Renou et al. 2008).

Previo a su descarga al medio acuatico, estos efluentes deben ser
tratados para reducir la carga organica e inorganica al minimo posible sin
generar problemas ambientales a futuro. No obstante, tanto los tratamientos
convencionales primarios como secundarios no llegan a ser del todo
suficientes, esto genera la atencién sobre los tratamientos bioldgicos
incluyendo la biorremediacion en el lugar de la afectacion y su viabilidad
econémica en el momento de la implementacién (Pacheco et al. 2015). Este
lixiviado puede tener un gran impacto negativo en el ambiente al ser
descargado de forma directa en el agua, debido a su alta concentracion de
contaminantes nitrogenados o fosforados, metales pesados, compuestos
xenobidticos, COD, entre otros; llegando a causar eutrofizacién, disminucién
en la disponibilidad de oxigeno, turbidez y hasta pérdidas de especies de

fauna y flora (Hernandez-Garcia et al., 2019).

Diferentes autores han propuesto el cultivo de microalgas como una
alternativa para disminuir la carga contaminante en el agua y generar
biomasa con multiples usos (El OQuaer et al. 2016; Sforza et al. 2015;
Edmundson y Wilkie, 2013; Lin et al. 2007). Estos organismos también

pueden ser usados en la remocién de nutrientes desde diferentes procesos de



pretratamiento como la decantacion, lodos activados y estanques de
oxidacién, entre otros (Chinnasamy et al. 2014). Las aguas residuales son una
buena alternativa como fuente de nutrientes, ya que generan una reduccion
en el costo y uso de fertilizantes a grandes volimenes de produccion; de igual
forma, tanto cultivos de microalgas como de cianobacterias presentan doble
ventaja, generando biomasa de gran interés al mismo tiempo que el
tratamiento del agua ocurre. Por otra parte, una de las desventajas de utilizar
esta agua como fuente de nutrientes es que dicha biomasa generada tiene un
mercado reducido por la posible presencia de contaminantes en el agua,
enfocandose como materia prima en la produccién de biocombustibles en vez

de otros subproductos (Markou et al. 2014).

Es importante resaltar la carga bacteriana que contienen estas aguas,
llegando a competir con las microalgas. Esta relacién microalga-bacteria llega
a ser beneficiosa durante la fitorremediacion en donde el consumo de
nutrientes por parte de las microalgas incentiva su crecimiento y la
produccion de oxigeno, el cual es aprovechado por bacterias aerobias que
ayudan a degradar contaminantes organicos dificiles de captar por las

mismas microalgas (Delgadillo-Mirquez et al. 2016).

Con respecto a los lixiviados, el crecimiento de la industria y de la
poblacién en general en las ciudades ha causado mayor produccién de
residuos sélidos y por consiguiente mayor lixiviado a tratar. Este efluente
varia en su composiciéon quimica dependiendo de la clase de residuo del cual
proviene y del tiempo de formaciéon; siendo asi que su compleja mezcla
organica e inorganica pueda ser mas o menos toxica respecto a otros tipos de
aguas residuales (Cheah et al. 2016). Especies como Chlorella sorokiniana 'y
Scenedesmus sp. (Chu et al. 1996), Chlorella vulgaris (Pereira et al. 2016),
Chlamydomonas sp. (Paskuliakova et al. 2018) y Picochlorum oculatum
(Dogaris et al. 2019) han sido candidatas para el tratamiento de lixiviados con
resultados prometedores en la produccién de biomasa, consumo de nutrientes,

produccion de lipidos y otras aplicaciones con importancia biotecnolégica.



Para 2015, en Espana se encontraban en operaciéon mas de 3.700
vertederos de residuos (Lopéz, 2015) y para el siguiente afo, del total de
basura producida, el 46% fue tratado en estos vertederos (EUROSTAT, 2019),
uno de los cuales se encuentra en Asturias. Alli, la planta RSU COGERSA,
creb el proyecto ReCOzvery cuyos objetivos eran el uso del diéxido de carbono
producido por incineradoras de residuos para el crecimiento de microalgas y
la utilizacién del lixiviado pretratado (LP) como tnica fuente de nutrientes.

Este proyecto fue creado en 2014 y puesto en marcha desde 2015 hasta 2017.

Con este proyecto, la planta de tratamiento busco por primera vez en
las microalgas un aliado para complementar el tratamiento de LLP, como parte
de su plan de desarrollo e investigacion, y asi seguir sumando esfuerzos en la
disminucién de nutrientes y otras sustancias aun presentes en el lixiviado
luego de su tratamiento y previo a su descarga en los rios, teniendo en cuenta
el cumplimiento del a normativa vigente ambiental; a la vez la generacion de
biomasa con diferentes usos comerciales. Otro aspecto importante que hizo
este proyecto atractivo fue el aprovechamiento de las comunidades algales
que se desarrollan en las instalaciones de la planta en diferentes charcas y
estanques y que estan relacionadas directa e indirectamente en la recoleccion
y el tratamiento de dicho efluente. Estas comunidades propias del vertedero
pueden ofrecer una ventaja frente a otras especies ajenas al sistema por su

adaptacion probada al medio.

Se ha encontrado que el uso de microalgas propias de este medio puede
reducir el tiempo de adaptacion de la cepa, exponiéndola al efluente y
logrando un mejor rendimiento en la fitorremediacién del agua (Paskuliakova
et al. 2016; Cheng y Tian, 2013); adem&s que este tipo de efluentes llega a
tener varios tipos de microflora y fauna, que cumplen varios roles incluyendo
la descomposicion de substancias complejas para mayor remocion, entre otros
(Chinnasamy et al. 2014). Teniendo en cuenta lo anterior y las cepas
identificadas previamente (Desmodesmus sp., Coelastrella sp. 1 y 2,
Tetracystis sp., Chlamydomonas sp., A. obliguusy Chlorella sp.), se llevaron

a cabo distintas pruebas de exposicién al lixiviado pretratado (LP) de residuos



sélidos no peligrosos como unica fuente de nutrientes para medir el
crecimiento y capacidad de remocién de nutrientes (nitrégeno y fésforo total)

a distintas concentraciones de LP.
MATERIALES Y METODOS

Las cepas de microalgas se mantuvieron en placas de agar
bacteriolégico (Sigma Aldrich) a 25+2 °C, 25-30 umol m2 sy 16:8 h de luz-
oscuridad, las colonias de mejor aspecto fueron resuspendidas en medio de
cultivo en tubos de ensayo de 20 ml durante 15 dias usando el medio nutritivo
BG-11 (Sigma Aldrich) a temperatura de 25+2 °C y 12-12 h de luz-oscuridad.
Las cepas de microalgas usadas fueron las identificadas por técnicas

moleculares descritas en el capitulo 2.

El lixiviado pretratado (Tabla 3.1) fue obtenido como producto final de
la planta depuradora, este efluente es el resultado del tratamiento de
nitrificaciéon y desnitrificacion hecho por las bacterias encontradas en el
sistema depurador y pasado por un sistema de filtraciéon de 0,020 um varias
veces para asi separar el sélido y cualquier tipo de microorganismo del LP.
Por ultimo, este lixiviado fue guardado en recipientes de plastico opaco y
transportado al laboratorio. Se realizaron diluciones usando agua destilada
estéril (121 °C por 20 min) y estableciendo cinco concentraciones, las cuales
fueron usadas como tratamientos (10-25-50-75-100% de concentracién de LP).
Los volimenes fueron almacenados en recipientes de plastico lavados
previamente y preservados a 4 °C en oscuridad hasta su uso. Los medios
nutritivos usados como control fueron BG-11 y Bold médium (BBM),
siguiendo una receta estandar (Andersen, 2005) y autoclavados a 121 °C por
20 min. Segun la bibliografia consultada, se determiné el uso de ambos medios
nutritivos al ser ampliamente usados para tener una referencia en
experimentos futuros como el medio de control para cada una de las especies

aqui probadas si fuese el caso.

Los cultivos fueron hechos en Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de
cultivo, tanto controles como tratamiento, y mantenidos a 25 °C periodos de

luz-oscuridad de 12-12 h, agitacion continua de 150 rpm e intensidad luminica



de 80 pmol m2 s't. La concentracion celular inicial fue calculada entre 104-105
cel ml!l y se realizé seguimiento diario hasta 96 h. Se tomaron alicuotas
diarias de 900 pl en tubos Eppendorf con 100 ul de paraformaldehido-
glutaraldehido para fijar las muestras y fueron guardados a -80 °C. Estos

experimentos fueron llevados a cabo por triplicado.

Tabla 3.1 Parametros fisicoquimicos de LP de COGERSA para esta investigacién.

Parametro LP
pH 6,7
Alcalinidad total (CaCOs) (mg11) | 20,404
Conductividad (us m2 s1) 11313,66
DBOs (mg 1) 28,933
DQO (mg 1) 1111,41
NT (mg ') 469,13
PT (mg ') 8,48
Cadmio (mg 1) <0,100
Cobre (mg 1'1) <0,100
Hierro (mg 1) 1,03
Manganeso (mg 1) 0,183
Niquel (mg 1) 0,181
Plomo (mg 1) 0,2
Zinc (mg 1) 0,155

El crecimiento celular fue estimado por citometria de flujo BD
FACSCalibur (Becton Dickinson) en el laboratorio de citometria del Instituto
Espanol de Oceanografia de Gijon. Antes de determinar los conteos, se
establecieron los parametros basicos del equipo para cada especie ya que el
tamano celular fue variable entre controles y tratamientos. Se tomaron 600
ul de los tubos eppendorf y se anadieron 10 pl con 105 microesferas
fluorescentes (Sigma Aldrich), estas microesferas se utilizaron como blanco al
momento de identificar las poblaciones celulares en los citogramas. Para
estimar el tamano celular de las microalgas se usaron microesferas de
diferentes tamafios (1, 2, 4, 6 y 10 micras de didmetro). La tasa de crecimiento

(u) fue calculada usando la siguiente ecuacién:

u= (LnXs2 — LnXjy) /t2 — t1



donde X2 y X; son las concentraciones celulares, final e inicial, y t2-t; son los

tiempos final e inicial por cada dia.

Para cuantificar la concentraciéon de NT y PT, se tomaron muestras al
inicio y final de cada seguimiento por especie y tratamiento por duplicado en
botes de plastico de 100 ml previamente lavados. El medio fue filtrado con
filtros de 47 mm de diametro GFFC para separar la biomasa del medio y luego
fue guardado a -20 °C hasta su determinacion. Las muestras fueron
determinadas por un autoanalizador de flujo segmentado SKALAR San Plus,
siguiendo los protocolos de Nitrégeno (5-500 ppb N) y Fésforo (2-200 ppb P)

del equipo. Para calcular tanto NT y PT se uso6 la ecuacién
%Remocion= Ci — Cf
siendo Ci y Cf las concentraciones iniciales y finales de N y P.

El analisis estadistico, por su parte, fue hecho con el programa R studio

(www.rstudio.com). Para ajustarse a los parametros, los datos se

estandarizaron con logaritmo neperiano y luego se contrasto el crecimiento de
cada especie en los diferentes tratamientos, buscando diferencias
significativas en el crecimiento de cada especie como entre los tratamientos
en general (ANOVA p < 0,05). Para encontrar diferencias significativas en las
tasas de crecimiento, se aplico el test de Tukey, encontrando en qué
tratamientos y para cudles especies fue mejor esta variable (p-valor <0,05
significativo). Para el consumo de nutrientes, se estimé la tendencia general
en el retiro de NT y PT del medio luego de 96 h de exposiciéon. Las graficas se

realizaron con el programa SigmaPlot version 12.5.

RESULTADOS

Luego de 96 horas de exposiciéon a diferentes concentraciones de LP
como unica fuente de nutrientes, se ha determinado que las cepas nativas
aisladas de charcas y estanques de la planta de tratamiento COGERSA
tuvieron diferencias significativas entre los medios nutritivos usados como

control (P-valor < 0,001) y las diferentes concentraciones de LP a las que


http://www.rstudio.com/

fueron expuestas las cepas (P-valor < 0,001). Referente a los medios nutritivos
usados como control (Fig. 3.1), el BG-11 fue mejor medio nutritivo para cinco
de las especies mientras que BBM lo fue para Coelastrella sp. 2. No obstante,
la cepa Coelastrella sp. 1 tuvo bajo crecimiento en bajos medios nutritivos,
siendo levemente superior en BBM. Para realizar una mejor comparativa,
tanto del crecimiento como de la captacion de nutrientes, cada cepa control
fue comparada con los distintos tratamientos con el medio nutritivo que mejor

resultado mostré durante las 96 h de seguimiento.
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Figura 3.1 Crecimiento de aislamientos microalgales nativos en BG-11 y BBM.

Se encontraron tres clases de respuesta para las concentraciones de LP
a las que fueron expuestas las cepas. La primera fue donde Desmodesmus sp.
(cepa A, Fig. 3.2) y Coelastrella sp. 1 (cepa B, Fig. 3.3) no crecieron en ninguno
de los tratamientos. El segundo tipo de respuesta fue la de las especies que
crecieron en concentraciones no superiores al tratamiento de 10% de LP, en
este grupo se encontraron las cepas ZTetracystis sp. (cepa C, Fig. 3.4),

Chlamydomonas sp. (cepa D, Fig. 3.5) y A. obliquus (cepa E, Fig. 3.6).
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Figura 3.2 Densidad celular de la especie A (cel ml'!) en tratamiento de LP como tinica fuente

de nutrientes
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Figura 3.3 Cultivo de la cepa B (cel ml'?) en distintos tratamientos de LP.

Durante las primeras 48 h de seguimiento de este segundo grupo de
respuesta, el crecimiento fue cambiante. Esto puede indicar que estas
especies requirieron un periodo de adaptaciéon al medio antes de observarse
un crecimiento continuo durante el periodo de seguimiento. Mientras la cepa
C aumenté (dia 1) y disminuyé (dia 2) su crecimiento, la cepa E decreci6
durante las primeras 24 h, seguido de un aumento a partir de 48 h hasta el

final. La cepa D por su parte, tuvo un periodo de aclimataciéon al medio fue



rapido y su crecimiento fue ascendente de forma continua a lo largo de las 96

h de exposicién al tratamiento de 10% de LP.
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Figura 38.4. Densidad celular (cel ml'?) de la cepa C en LP.
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Figura 3.5. Densidad celular (cel ml'?) de la cepa D en LP.

Finalmente, la respuesta tipo 3 (cepas F y G), conformaron el tercer
tipo de respuesta, en donde Coelastrella sp. 2 (cepa F) y Chlorella sp. (cepa G)
tuvieron un crecimiento similar a su medio de control en una exposicién hasta
del 50% de LP durante 96 h (Fig. 3.7). En ambas cepas, en 25-50% de LP, la
densidad celular se increment6 desde las 48 h. A rasgos generales, en todas

las concentraciones se pudo observar un crecimiento proporcional a la



concentracion, es decir, a medida que la proporcion de LP aumenté en la
muestra, las cepas tuvieron un desarrollo mas lento obteniendo un ligero

aumento respecto a su concentracion celular inicial.
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Figura 8.6 Crecimiento (cel ml'?) de la cepa E en LP.

La tasa de crecimiento de las microalgas fue calculada (Tabla 3.2),
determinando que el tratamiento al 10% (Test de Tukey, p-value <0,05) fue el
de mejor aclimataciéon por parte de las cepas durante las 96 h de seguimiento.
Por su parte, en los tratamientos del 75% y 100% de LP, la tasa de crecimiento

fue inferior al 50% de lo calculado en los demés tratamientos.

En lo que respecta a las microalgas, la cepa G fue la iinica que mantuvo
tasas de crecimiento estables en todos los tratamientos, mientras que las
demas presentaron tasas menores a lo encontrado en el control. Las cepas del
género Coelastrella (B y F) tuvieron mejor desempeiio con BBM,

correspondiéndose con lo encontrado en el crecimiento control (Fig. 3.1).
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Figura 3.7 Crecimiento (cel ml1) de la especie F (arriba) y G (abajo) en diferentes

concentraciones de LP.

Tabla 3.2 Tasa de crecimiento (d!) de las microalgas nativas expuestas a diferentes
concentraciones de LP. El asterisco (*) marca diferencias significativas en el Test de Tukey <

0,05. “nd” significa “no determinado”.

CEPA BG-11 BBM 10% LP 25% LP 50% LP 75% LP 100% LP
A 0,31+£0,09  0,08+0,07 Nd nd nd 0,07+0,06 nd

0,20+0,09  0,34+0,07 0,15+£0,08 0,27+0,07 0,27+0,04 0,28+0,06 0,36+0,05*
0,52+0,09 0,002+0,07 0,58+0,08* 0,32+0,07 0,39+0,04 0,42+0,06* 0,43+0,06*
0,64+0,09* nd 0,67+0,08* 0,31+0,07  0,19+0,04 0,29+0,06  0,32+0,05
0,37+0,09  0,05+0,07 0,65+0,09* 0,41+0,07 0,43+0,04 0,12+0,06  0,03+0,05
0,58+0,09 0,64+0,07* 0,55+0,08* 0,62+0,07* 0,46+0,04 0,27+0,06  0,06+0,05
0,65+0,09* 0,12+0,07 0,65+0,08* nd 0,59+0,04* 0,54+0,06* 0,56+0,05*

Q0 =3 09w




Sobre la remociéon de NT y PT, hubo consumo de ambos nutrientes por
parte de las microalgas, aunque no todos lo consumieron en las mismas
proporciones. Para el NT (Fig. 3.6) en BG-11 fue removido del medio entre
92,5-97,8% mientras que en BBM, el rango de consumo se encontré entre 93,3-
97,0%. En el caso de PT (Fig. 3.7), los controles mostraron un consumo
superior al 94% en todas las especies (98,53-99,85 % para BG-11 y 94,40-
99,97% para BBM), siendo las cepas E y F las que presentaron mayor

consumo de dicho nutriente.
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Figura 3.6 Tendencia del porcentaje de remocién de NT por parte de las microalgas nativas
expuestas a LP en distintas concentraciones respecto a los medios nutritivos control.

En lo relacionado al consumo en los distintos tratamientos de LP
(Tabla 3.4 y 3.5), a rasgos generales las microalgas no lograron consumir mas
del 20% de NT disponible, mientras el consumo de PT fue variado, siendo
menor en los tratamientos de 75% y 100% LP, y mayor entre los tratamientos
de 10% y 25%. Sobre las especies en las diferentes concentraciones, en el
tratamiento al 10%, la especie C fue la que mas consumibé ambos nutrientes

(15,91% NT y 83,19% PT); mientras en 25% LP la cepa A fue la de mejor
desempeno (13,68% NT y 92,58% NP).
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Figura 3.7 Tendencia del porcentaje de remocién de PT por las microalgas nativas expuestas

a LP en distintas concentraciones respecto a los medios nutritivos control.

Con LP al 50% de concentracion, la cepa F removié 14,72% de NT y
89,47% de PT; en el tratamiento del 75% LP no se logré determinar la
concentracion de los nutrientes en varias especies, quedando solo la especie A
con 2,21% NT y 32,42% PT y la especie B con 0,08% NT y 2,33% PT. Por
ultimo, en la concentracién del 100%, las cepas A y F tuvieron el mejor
rendimiento en remocién del NT (11,10% A y 7,02% F) y PT (31,48% A y
28,10% F).

Tabla 3.4 Porcentajes de remocién de nitréogeno total por parte de microalgas nativas

expuestas a LP. nd significa no determinado

Cepa %LP % NT Cepa %LP % NT Cepa %LP % NT Cepa %LP %NT
A 10 0,61 C 10 15,91 E 10 11,29 G 10 nd

A 25 13,68 C 25 6,23 E 25 8,03 G 25 5,61
A 50 13,37 C 50 5,13 E 50 10,43 G 50 10,23
A 75 2,22 C 75 0,93 E 75 nd G 75 nd
A 100 11,11 C 100 1,85 E 100 1,58 G 100 8,64
B 10 nd D 10 5,45 F 10 nd

B 25 10,90 D 25 7,13 F 25 11,97

B 50 3,09 D 50 8,96 F 50 14,73

B 75 0,08 D 75 nd F 75 nd

B 100 6,64 D 100 nd F 100 7,03



Tabla 3.5 Porcentajes de remocién de fosforo total por parte de microalgas nativas expuestas

a LP. nd significa no determinado

Cepa %LP %PT Cepa %LP %PT Cepa %LP %PT Cepa %LP %PT
A 10 91,08 C 10 83,20 E 10 78,74 G 10 56,68

A 25 92,59 C 25 34,61 E 25 50,94 G 25 44,76
A 50 57,32 C 50 10,12 E 50 23,32 G 50 18,64
A 75 32,42 C 75 nd E 75 7,26 G 75 8,55
A 100 31,49 C 100 0,76 E 100 0,29 G 100 8,03
B 10 25,28 D 10 84,31 F 10 85,82
B 25 10,27 D 25 20,46 F 25 91,85
B 50 6,71 D 50 19,75 F 50 89,48
B 75 2,33 D 75 2,12 F 75 48,39
B 100 4,40 D 100 nd F 100 28,10
DISCUSION

Las microalgas nativas Desmodesmus sp. (A), Coelastrella sp. 1 (B),
Tetracystis sp. (C), Chlamydomonas sp. (D), Acutodesmus obliguus (E),
Coelastrella sp. 2, (F) y Chlorella sp. (G) aisladas de la planta de tratamiento
RSU COGERSA han sido expuestas a diferentes concentraciones de LP
durante 96 h, midiendo como variables el crecimiento y el consumo de
nutrientes y asi determinar cual o cuales cepas seran las mejores en las
distintas concentraciones de lixiviado como una alternativa paralela al

tratamiento tradicional.

Se encontraron tres tipos de respuesta: las cepas A y B no mostraron
crecimiento en LP, las cepas C, D y E crecieron en 10% de concentracién y

finalmente las cepas F y G crecieron hasta 50% de LP.

La densidad celular en todos los tratamientos fue superior a la que
habia cuando se inici6 cada ensayo pero dicho crecimiento medio no fue
significativo en concentraciones de 75 y 100% de lixiviado (Fig. 3.8). Para que
un cultivo pueda tener buen desarrollo, se hace necesario que las condiciones
iniciales sean las 6ptimas, una de esos requisitos es la concentracién del

in6culo de partida. En este caso, dicha concentracién no fue superior a

100 000 cel ml 1.
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Figura 3.8 Promedio del crecimiento celular de las diferentes cepas en cada tratamiento de
lixiviado

Se ha encontrado que la fitorremediacion de lixiviado con
Chlamydomonas sp. SW15aRL (Paskuliakova et al., 2018b) fue significativa
partiendo de un inéculo con densidades celulares iniciales maximas de 500
000 cel ml1. Si bien es cierto que no es el unico factor a tener en cuenta, las
condiciones fisicoquimicas del lixiviado cumplen un papel fundamental ya que
no solo dependen del tipo de tratamiento sino del tipo de residuo del que
procedan. Se pudieron determinar caracteristicas fisicoquimicas distintas
entre efluentes en 22 muestras diferentes de lixiviado originario de residuos
sé6lidos urbanos peligrosos y no peligrosos, residuos industriales y residuos

domésticos (Clément et al. 1997).

En este trabajo, las condiciones del lixiviado luego de ser tratado por la
planta no fueron las mejores para las cepas A y B identificadas aqui. En el
caso de Desmosdemus, diferentes especies de este género fueron valoradas
durante 12 dias en lixiviado, encontrando una tolerancia y crecimiento en
concentraciones no superiores al 30% de lixiviado (Lin et al. 2007). Por otra
parte, el género Coelastrella reine especies que han sido usadas como
posibles bioindicadores de calidad ambiental gracias a los cambios en su
pigmentacién (Abe et al. 2004) y ha sido encontrada como parte de la sucesién

fitoplancténica en un sistema de tratamiento de aguas residuales con luz



solar (Chindah et al. 2007). Es posible que la cepa B identificada ac4 no haga
parte de la comunidad fitoplancténica comtn del sistema, esto se deduce
debido a la falta de tolerancia en los diferentes tratamientos del lixiviado a la
cual fue expuesta (Fig. 3.3), llevando a pensar que sea una cepa oportunista
en la que las condiciones unicas en el momento del muestreo le hayan

beneficiado para mantenerse, mas no para crecer.

En lo que respecta al grupo dos de respuesta, donde las cepas C, Dy E
toleraron y crecieron al 10% de concentracion del tratamiento, Tetracystis sp.
(cepa C) mostré un crecimiento continuo después de 48 h de exposicién,
Chlamydomonas sp. (cepa D) tuvo un crecimiento continuo desde el inicio,
mientras que A. obliquus (cepa E), aumenté su densidad celular después de
24 h de exposicion al LP. Tanto especies del género ZTetracystis como
Chlamydomonas han sido valoradas en distintos efluentes para ver su
tolerancia y generacién de biomasa, encontrando que 7etracystis fissurata
ES-67 murié y Chlamydomonas sp. ES-47 fue inhibida, ambas en sociedad
con distintas especies bacterianas en el tratamiento de agua residual de

origen industrial (Safonova et al. 2004)

Por otra parte, en aguas residuales domésticas, el género
Chlamydomonas fue identificado entre uno de los grupos taxondémicos
comunes en estos efluentes, siendo capaz de tolerar condiciones anaerobias y
altas cargas de metales pesados en estanques de estabilizaciéon como parte del
sistema de tratamiento (Amengual-Morro et al. 2012). En lixiviado diluido
previamente, Chlamydomonas sp. SW15aRL fue capaz de reducir en 83% la
carga de amonio del medio teniendo en cuenta una suplementaciéon de fésforo
de 1,2 g 1'! para tener una relacién N:P apropiada para el lixiviado estudiado
(Paskuliakova et al. 2018b). A. obliquus, por su parte, ha sido aislada del
propio sistema de lixiviados y usada para tratar el efluente a diferentes
concentraciones en Lazio, Italia (Sforza et al. 2015), los investigadores
determinaron su maximo crecimiento en lixiviado al 10% coincidiendo con lo

encontrado en este trabajo. Ademas, lograron demostrar la capacidad de



remociéon de amonio y foésforo del medio, siendo el fésforo el nutriente

limitante durante el crecimiento.

En el tercer grupo de respuesta se observé un aumento gradual del
crecimiento y de la tolerancia al lixiviado de la cepa F (Coelastrella sp. 2) y la
cepa G (Chlorella sp.) hasta un 50% del tratamiento (Fig. 3.5). Coelastrella
sp. QY01 fue usada para el consumo de nutrientes y producciéon de lipidos
durante en el tratamiento aerdbico y anaerdbico de aguas residuales
procedentes de granjas porcinas (Luo et al. 2016). El equipo investigador
determiné una tasa de crecimiento entre 0,2-0,3 d'! y un consumo de nitréogeno
en forma de amonio y fosforo total superior al 90% en ambos casos. Durante
este trabajo, la cepa F obtuvo mejores tasas de crecimiento encontrandose
entre 0,4-0,6 d'! pero con un consumo de nitrégeno total inferior al 15% (Tabla

3.4) y fésforo total entre 85-91% (Tabla 3.5).

La cepa G (Fig. 3.5) fue la de mayor estabilidad al momento de
determinar su crecimiento en los diferentes tratamientos entre las especies
aqui probadas. Su crecimiento diario estuvo entre 0,54-0,65 d'1 (Tabla 3.2) a
lo largo de 96 h, con un consumo final de NT inferior al 11% y PT al 60%.
Durante la valoracién sobre la adaptacién y uso de una cepa nativa de
Chlorella sp. aislada de un estanque perteneciente al tratamiento del
lixiviado (El1 Quaer et al. 2016), el mejor crecimiento fue en una concentracién
de lixiviado al 10%, los mismo investigadores también determinaron que para
un crecimiento Optimo en concentraciones superiores al 30%, la cepa debe
tener un tiempo de aclimatacién de al menos 14 dias para ser comparable con

el medio nutritivo control (BBM).

En este trabajo, se demostré que la cepa de Chlorella sp. tuvo mejor
rendimiento en concentraciones bajas y medias de lixiviado en menor tiempo
de exposicion, y que no requirié tiempo de adaptacion previo a su exposicion
a los tratamientos. Por otra parte, en este trabajo, la cepa G en su control tuvo
mejor crecimiento en medio BG-11 a diferencia de los visto por El Ouaer et al.

(2016) donde el medio seleccionado como control fue BBM.



En lo relacionado a los nutrientes, el consumo tanto de nitrégeno como
de fosforo de las cepas entre los tratamientos fue variable. El nitrogeno total
fue removido menos del 20% en todas las concentraciones de LP (Tabla 3.4),
a diferencia del fésforo total donde la remocién varié de acuerdo a la cepa y
del tratamiento (Tabla 3.5). Teniendo en cuenta que el lixiviado es un medio
con alta turbidez, donde la penetracion de la luz puede ser insuficiente
afectando el crecimiento algal, realizar diluciones puede reducir el efecto
nocivo del lixiviado a concentraciones altas (Herndndez-Garcia et al. 2019;
Lin et al. 2007) y mejorar el color caracteristico del efluente (café oscuro a
negro) debido a la presencia de acidos fulvicos y htimicos procedentes de la

degradacién de la materia organica (Renou et al. 2008) .

A pesar de esto, se deben tener otras alternativas en cuenta ya que al
diluir el efluente se reducen sustancias nocivas como elementos o iones
importantes para el metabolismo celular. El tratamiento de lixiviado
suplementado con minerales para la fitorremediacién con Chlamydomonas
sp. SW15aRL (Paskuliakova et al. 2018a) demostré6 que el hierro y el
magnesio cumplen un papel importante en la reducciéon de N y P, actuando
como cofactores en la conversiéon de los nutrientes dentro de los ciclos

biogeoquimicos.

Respecto a la relacion de N:P, para mantener una relacién adecuada
durante el proceso de nitrificacion-desnitrificacion, la planta de depuracion se
ve obligada a la adicciéon de metanol como fuente de carbono y acido fosférico
como fuente de fésforo por la alta concentracién de amonio en el efluente
manteniendo asi una relaciéon de 100:10:1. No obstante, luego de salir de la
depuradora, al no ser parte de los procedimientos estandar, y enfocandose
prioritariamente en la reduccion del amonio hasta niveles no téxicos teniendo

en cuenta la normativa ambiental, se estim6 una relaciéon de N:P de 55.

Especies del género Coelastrella han sido fuente de estudio por su
capacidad de producir carotinoides de gran valor, gracias a su capacidad
antioxidante (Abe et al. 2007); adicionalmente, debido a los cambios en su

pigmentacion segun las condiciones de nutrientes disponibles en el medio y la



temperatura a la que pueden crecer, se han categorizado como bioindicadores
(Hu et al. 2013; Abe et al. 2004). Durante la experimentacién, las especies de
Coelastrella usadas mantuvieron siempre el color verde, senal de haber
nitrégeno disponible en el medio. En ensayos preliminares (datos no
mostrados), el cambio de verde a naranja fue evidenciado en los cultivos de
mantenimiento al momento de la renovacion del medio nutritivo, al cabo de
varios dias, ambas cepas de Coelastrella retomaron de nuevo su color verde,

coincidiendo con lo encontrado por Hu et al. (2013).

Una mezcla de agua residual-lixiviado al 7% demostr6 ser la mejor
mezcla para el crecimiento de especies nativas del género Desmodesmus'y de
S. obliquus para la produccion de biomasa, carbohidratos y lipidos,
encontrando una relaciéon optima N:P de 29,4 para el crecimiento de las
microalgas, lo cual coincide con una relacién teérica N:P ideal entre 5 y 30
(Hernandez-Garcia et al. 2019). En la remediacién de agua residual y la
influencia en la composicién de nitrégeno y fésforo (Whitton et al. 2016) se
hizo necesario realizar una adicién de ambos elementos para mantener los
nutrientes necesarios durante el crecimiento de Stigeoclonium sp., C.
vulgaris, C. sorokiniana, S. obliquusy Microcystis aeruginosa. En este caso,
Whitton y colaboradores sostienen que en una actividad microalgal adecuada
para la remediacion, la relaciéon de N:P no debe ser mayor a 22. En pruebas
con C. vulgaris, Pereira et al. (2016) demostraron que una relacién N:P no
adecuada afecta el consumo de sales y el ion K+, factores importantes para

un buen crecimiento en lixiviados.

Teniendo como referencia la capacidad media de remocién de
nutrientes dependiendo de las cepas (Fig. 3.6 y Fig. 3.7), donde el fésforo a
concentraciones bajas y medias fue igual o superior al 50%, se puede pensar
que este nutriente también puede ser uno de los factores limitantes (ademas
de iones, elementos u otras sales) del crecimiento en los distintos
experimentos. Teniendo en cuenta que uno de los objetivos principales del
proyecto ReCOgzvery y de esta investigacion es el uso del lixiviado pretratado

como unica fuente de nutrientes, esto implicé usar dicho efluente sin cambios



en su composicion fisicoquimica original al momento de salir de la planta

depuradora

De acuerdo a los crecimientos y el consumo de nutrientes reportados
para las diferentes cepas nativas provenientes del sistema de depésito y
tratamiento de residuos y la formacion de lixiviado, se determiné que no todas
las cepas respondieron de forma significativa a las diferentes concentraciones
de LP usadas aqui. Si bien es cierto que se encuentran en el mismo sistema y
varias de ellas han sido reportadas en otros sistemas parecidos, la forma en
que se originan o reaccionan los distintos componentes quimicos que aparecen
en la degradacion de materia organica, pueden causar condiciones para las

que algunas de las cepas probadas no sean tolerantes.

Otro aspecto a resaltar es el tratamiento que lleva el lixiviado crudo
(alto en concentraciones de amonio) a la formacién del lixiviado pretratado o
LP (rico en nitratos). Se considera que una parte de este proceso puede ser el
que desde un inicio no se den las condiciones basicas para el crecimiento de
las algas y se vea la necesidad de suplementarlo con minerales o nutrientes,

como el fésforo, para una mayor remociéon de nitrégeno del medio.

El hecho de hacer diluciones ayuda a que ciertos compuestos puedan
ser mas facilmente captados por las microalgas y, al mismo tiempo, la
penetracion de la luz en el medio sea mucho mejor; sin embargo, la misma
dilucién puede causar una limitacion de otros elementos o sustancias que son

igualmente importantes en el metabolismo celular.

Finalmente, también se concluye que la capacidad de cinco de siete
cepas capaces de crecer en diferentes tratamientos de LP es muy importante
en ensayos posteriores, ya que ha sido demostrada su capacidad de crecer en
estos ambientes y a la vez la importancia que tiene la producciéon de biomasa
para la generacion de pigmentos o lipidos, siendo estos altamente apreciados

por la industria en la actualidad.

También es interesante mencionar que, ya teniendo estas cepas

identificadas, y como uno de los resultados relevantes del proyecto



ReCOgvery, el mantenimiento de estas cepas puede resultar valioso al
momento de seguir valorando su explotacién de forma comercial, requiriendo

un estudio mas detallado y prolongado en el tiempo.



Capitulo 4

Produccion de lipidos y perfil lipidico de microalgas nativas en lixiviado

pretratado.



INTRODUCCION

Debido a que las microalgas tienen la capacidad de alimentarse de
forma autotrofica mediante la captacion de COz como fuente de carbono para
producir oxigeno, por su habilidad para generar energia quimica util en
diferentes procesos intracelulares, por su composicion nutricional
prometedora y su produccion de metabolitos de gran valor, se constituyen en
una pieza estratégica en la produccion de alimento y fuente de energia con
menor impacto en el ambiente, al mismo tiempo podrian ayudar a mitigar la
creciente demanda de alimentos debido al crecimiento que vive la poblacién a
nivel global. Al no tener un complejo sistema de reproduccion, esta se puede
inducir incluso bajo condiciones de estrés generando proteinas, carbohidratos,
lipidos y pigmentos en altas concentraciones, sin olvidar la capacidad de
crecer en aguas tanto éptimas como atipicas (Varfolomeev y Wasserman,

2011), lo anterior representa una ventaja para la generacién de biomasa.

La produccion de lipidos, en particular, es de gran interés por su aporte
de acidos grasos esenciales como son el omega-3 y omega-6, necesarios en la
dieta y usados como suplemento tanto en humanos como animales (Marques
et al. 2012). Especies tales como Chlorella vulgaris, Porphyridium cruentum,
Dunaliella salina, Isochrysis galbana, Spirulina platensis son algunas
referencias que han sido usadas como fuente de investigacién (Chacén-Lee y

Gonzéalez-Marifio, 2010).

La generacion de aceites con fines energéticos también ha sido
estudiada, donde el factor dominante es el uso de efluentes o aguas residuales
(Wu et al. 2012; Sydney et al. 2011); ayudando, a su vez, a disminuir el efecto
nocivo en su descarga sobre los ambientes acuaticos. Mas al detalle, la
produccion de lipidos usando lixiviados, como un tipo de agua residual
generada a partir de la degradacion de materia organica y la percolacion de
agua superficial en capas de residuos soélidos dispuestos en vertederos
(Kjeldsen et al. 2002) , est4 causando gran interés (Chang et al. 2018; Zhao et
al. 2014; Richards y Mullins, 2013).



Las caracteristicas de los lixiviados procedentes de plantas RSU
muestran complejidad y es dificil establecer su composicién respecto a
compuestos organicos presentes. En lo que compete a contaminantes
convencionales, compuestos como cloruros, sulfatos, hierro o manganeso
suelen estar presentes en diferentes cantidades debido a la alta variedad de
materia organica presente. Ademadas, compuestos organicos especificos
también son hallados, requiriendo mayor prevenciéon en la depuracién con el
fin de asegurar la calidad del efluente producido y menor impacto sobre los

ecosistemas a la hora de se descarga (Pitarch et al. 2007).

Especies como C. vulgaris, P. oculatum, Chlamydomonas biconvexa,
Nannochloropsis sp. Desmodesmus sp. y S. obliquus han sido utilizadas en la
disminucién de la contaminacion en estas aguas y la generaciéon de lipidos con
fines energéticos (Dogaris et al. 2019; Ferreira et al. 2019; Hernandez-Garcia
et al. 2019; Chang et al. 2018); no obstante, este proceso sigue presentando
inconvenientes a niveles productivo y logistico que requieren una pronta
solucién para que los biocombustibles basados en algas se conviertan en una

realidad comercial (Guieysse et al. 2013)

Otra alternativa es la utilizacion de estas aguas residuales para el
crecimiento de biomasa, enfociandola en el consumo humano o animal, sin
embargo, esto sigue siendo un tema de dificil manejo ya que sugiere un dilema
tanto ético, como de seguridad alimentaria. Como punto de partida, se ha
comprobado el gran potencial que tienen las microalgas para proporcionar
alimentos, compuestos bioactivos, biocombustibles y nuevas capacidades para
el control de la contaminacién ( Varfolomeev y Wasserman, 2011, Chacén-Lee
y Gonzalez-Marifio, 2010;) pero, también es cierto que debe manejarse mas de
una tonelada métrica de agua por cada kilogramo de biomasa obtenida
(Guieysse et al. 2013) , indicando que el uso del agua representa un desafio

particular de gran importancia.

En Africa, se proyecta un aumento de la poblacién cuatro veces mayor
al actual para el ano 2037 y a su vez, mayor producciéon de agua residual

concentrandose la mayor generacién en zonas urbanas. Por otro lado, la



region arabe es considerada como la mas arida del mundo teniendo a 18 de
los 22 paises que la conforman por debajo del umbral de pobreza en lo que
respecta al acceso al agua y varios de estos paises no tienen la infraestructura

minima para tratar el agua residual que pueda generarse (WWAP, 2017).

Se estima para la region de Asia y el Pacifico que entre el 80 y el 90%
de todas las aguas residuales producidas se vierten sin tratar, contaminando
los recursos hidricos subterraneos y superficiales, asi como los ecosistemas
costeros. Europa y Norteamérica estan caracterizadas por el elevado uso de
los recursos y la falta de incentivos para el uso eficiente del agua, es asi que
grandes volumenes de agua suministrada se traducen en aguas residuales,
donde la mayoria del vertido tiene un tratamiento primario siendo este
msuficiente o simplemente es colectado y vertido sin tratamiento alguno
(WWAP, 2017). Finalmente, en Sudamérica y el Caribe se proyecta una
inversion superior a $ 33 billones de délares para 2030 para aumentar la
infraestructura para el tratamiento de aguas residuales y otros $30 billones

de ddlares mas para reducir al 50% las aguas residuales que no son tratadas

(WWAP, 2017)

Todas estas estadisticas y proyecciones apuntan a un replanteamiento
o un mejor aprovechamiento del agua residual, y aqui es donde un tema
controvertido como el uso de la biomasa a partir del tratamiento de agua
residual para el sector de la agricultura, la acuicultura y hasta la medicina o
cosmética juega un papel importante y merece ser discutido. Por una parte,
las entidades publicas y privadas encargadas de velar por la proteccién y
bienestar de la poblaciéon en general, deben asegurarse que las empresas
dedicadas a esta labor productiva cumplan con los requisitos exigidos por la
normativa vigente. Especificamente, controlar que la biomasa tenga una
caracterizaciéon quimica, fisica y microbioldgica seguin el uso que se le vaya a
dar, acompanado de posibles niveles toxicos que puedan estar presentes en el

agua y vayan a ser depurados por las microalgas (Rawat et al. 2016).

Por otra parte, diferentes investigaciones han validado el uso de la

biomasa generada en agua residual para la creacion de fertilizantes



(Cabanelas et al. 2013), produccién de pigmentos de interés en la industria
alimentaria (Liu et al. 2012) y la acuicultura (Olguin, 2003). Proyectos como
SABANA, con presupuesto de 10,6 millones de euros, duraciéon de cuatro anos,
coordinado por Espana y apoyado por instituciones publicas y privadas de
Italia, Alemania, Hungria y Republica Checa (http://www2.ual.es/iq/?p=171),
tiene como objetivos la obtenciéon de nuevos biofertilizantes y biopesticidas
alternativos a los productos quimicos convencionales ofreciendo frutas y
hortalizas de mejor calidad con una producciéon mas sostenible y segura para
el consumidor, y la adicién de la biomasa en la fabricacion de piensos para la
acuicultura y asi reducir el uso de harinas y aceites de pescado, siendo estos

mas escasos cada vez por el agotamiento de los recursos pesqueros.

Todo lo anterior hace evidente la necesidad de mantener el debate
sobre el uso de agua residual para la produccion de microalgas y sus
implicaciones. Estas implicaciones no solo obligan a medir las consecuencias
éticas y de sanidad, sino ademas las repercusiones sociales y econémicas para
la ciudadania en general, enfocandose en aquella poblacién vulnerable que
puede verse beneficiada con este tipo de medidas.Los lixiviados generados por
la planta RSU COGERSA (Asturias, Espafia) son el resultado de la
recoleccion y tratamiento de los desechos s6lidos almacenados en el vertedero
central luego de un tratamiento quimico seguido de una ultrafiltracién, lo que
genera el lixiviado pretratado con caracteristicas tunicas gracias a su

tratamiento (Tabla 4.1).

Gracias a la iniciativa generada por COGERSA a través del proyecto
ReCOgvery, cuyo objetivo general era el uso de microalgas para la captacién
de COz producido por una planta incineradora y de usar el lixiviado como una
fuente de nutrientes para el crecimiento de los cultivos, surgié como idea usar
las propias microalgas que se desarrollan en el vertedero como una
herramienta de tratamiento de estas aguas, pensando a futuro como una
alternativa al tratamiento del lixiviado después de ser tratado y al mismo

tiempo la produccién de biomasa para multiples usos.


http://www2.ual.es/iq/?p=171

Tabla 4.1 Variables fisicoquimicas del LP usado en este disefio experimental.

Parédmetro LP
pH 6,88
Alcalinidad total (CaCOs) (mg 1) 22,6
Conductividad (us m2 s) 11270
DBOs (mg 1Y) 12
DQO (mg 1Y) 1010
Amonio (mg 1'1) <5
Nitratos (mg 1) 414
Nitritos (mg 1) <1,3
Fosfato (mg 1) 3,8
Cadmio (mg 1) <0,05
Cromo Total 0,18
Cobre (mg 1) <0,09
Hierro (mg 1'1) 0,92
Manganeso (mg 1) 0,09
Niquel (mg 1) <0,18
Plomo (mg 1) <0,2
Zinc (mg 1'1) 0,08
Sulfatos (mg 1) <100
Cloruro (mg1?) 2027
Fluoruro (mg 1) 2,3

Debido a todo lo anterior y teniendo en cuenta el estudio de la
comunidad fitoplancténica hecho anteriormente (Capitulo 2) y el
mantenimiento e identificaciéon de las cepas nativas para el estudio de
crecimiento y remocién de nutrientes de LP en distintas concentraciones
(Capitulo 3), surgié como objetivo para esta Tesis, la caracterizacién de la
produccion lipidica y perfil de acidos grasos de las cepas de microalgas nativas
teniendo en cuenta las concentraciones de LP a las que se encontraron los
mejores resultados (ver capitulo 3). En adicién a este objetivo, se hizo un
seguimiento al consumo de nutrientes, produccion de pigmentos fotosintéticos

como clorofila a y B-carotenoides y la produccién de carbohidratos totales.
MATERIALES Y METODOS

Las cepas de microalgas usadas son descritas en la tabla 4.2. Se
hicieron cultivos en biorreactores de plasticos con capacidad de 3,56 L y

volumen de cultivo de 3 L.



Tabla 4.2. Cepas de microalgas nativas usadas para este experimento.

Especie Cédigo
Desmodesmus sp. Cepa A
Coelastrella sp. 1 Cepa B
Tetracystis sp. Cepa C

Chlamydomonas sp. Cepa D
Acutodesmus obliguus Cepa E
Coelastrella sp. 2 Cepa F
Chlorella sp. Cepa G

Teniendo en cuenta las concentraciones a las que las cepas dieron
mejores respuesta al LP, se hicieron diluciones agua destilada estéril (121 °C
durante 20 min) y usando como inéculo 300 ml de cultivo de cada cepa con
densidad celular de 100.000 cel mll, los tratamientos fueron los siguientes:
Cepa A y B solo crecimiento en el medio nutritivo control correspondiente,
Cepa C, D y E crecimiento en LP al 10% de concentraciéon y Cepa F y G
crecimiento en LLP en concentraciones de hasta 50%. El seguimiento se realizé
durante 18 dias con intensidad luminica de 100 pmol m2 s1, fotoperiodo de 12
h luz-oscuridad y aireaciéon continua. Tanto los controles como los

tratamientos fueron hechos por triplicado (Fig. 4.1).

Figura 4.1 Crecimiento de microalgas en biorreactores durante 18 dias.



El crecimiento fue estimado por cAmara de Neubauer cada tres dias en
microscopio 6ptico. La determinacién de clorofila a y B-carotenos se llevo a
cabo siguiendo la metodologia de Arredondo y Voltolina (2007) por
espectrofotometria al inicio, dia 9 y dia 18 de seguimiento, usando acetona al
90% y extrayendo entre 24-48 h a 4 °C (Fig. 4.2). El consumo de nutrientes
fue hecho en los mismos dias que la determinaciéon de los pigmentos, se
tomaron muestras para luego ser filtradas con filtros de microfibra de vidrio
de 47 mm y guardadas en tubos de ensayo de 15 ml a 4 °C hasta su uso. El
método de cuantificacién de nutrientes es el usado por el autoanalizador de
flujo segmentado SKALAR San Plus siguiendo los protocolos de Nitrégeno (5-
500 ppb N) y Fésforo (2-200 ppb P) del equipo.

Figura 4.2 Biomasa para la determinacién de pigmentos fotosintéticos.

Al cabo de los 18 dias, la biomasa producida de cada cepa fue cosechada
y liofilizada obteniendo una biomasa entre 0,5y 1 g de peso seco. Entre 10 y
15 mg fueron puestos en tubos de ensayo de vidrio de 12 ml para la
determinaciéon de carbohidratos totales por métodos espectrofotométricos
siguiendo el protocolo descrito por Arredondo y Voltolina (2007). Se agregé al
tubo de ensayo con muestra 1 ml de HaSO4 1M a temperatura ambiente, con

una varilla de vidrio se macero6 la biomasa durante unos minutos y luego fue



puesta en un sonicador durante 15 min. Luego, se anadieron 4 ml de H2SO4
1M y se taparon los tubos con papel parafilmy puesto en termobano a 100 °C
durante 1 h. Transcurrido ese tiempo, se dejaron enfriar a temperatura
ambiente para luego centrifugar 4000 rpm durante 15 min. Se retiré el
sobrenadante en un tubo de ensayo intermedio para luego tomar 1 ml de este
ponerlo en otro tubo de vidrio limpio. Se afiadi6é 1 ml de fenol al 5% y se mezcl6
manualmente. Se dejé reposar entre 45-60 min, enfriandose a temperatura
ambiente y se ley6 por espectrofotometro a una absorbancia de 485 nm usando
como blanco 1 ml de H2SO4 1M. Para calcular el porcentaje o el contenido total

se tuvieron en cuenta las férmulas descritas por el manual (Arredondo y

Voltolina, 2007).

La biomasa restante fue enviada al Banco Espanol de Algas ubicado en
Las Palmas de Gran Canaria (Espafia) para la determinacién y cuantificacién
de lipidos totales y perfil de 4cidos grasos (AG). El laboratorio analitico estimé
la produccién de lipidos totales usando una mezcla de cloroformo-metanol 2:1
(Folch et al. 1957) en las muestras por triplicado. Para el perfil de 4cidos
grasos, se realizé un proceso de trans-esterificacion con H2SO4 al 1% en
metanol obteniendo asi los acidos grasos metil esteres y luego cuantificados
por Cromatégrafo de Gases (AGILENT TECHNOLOGIES GC SYSTEM)
modelo 7820A.

Los AG aislados fueron separados con Helio como gas portador a una
presion constante de 100 KPa usando una columna Supelcowax 10 de 30 m x
0,32 mm y 0,25 i.d (Ref.: 24080-U). La temperatura inicial de la columna fue
de 170 °C durante 2 min, luego se increment6 hasta 220 °C manteniéndose
por 15 min mas, para un tiempo total de 40 min. La deteccién de los picos se
realizé con un detector de ionizacién de llama (FID) y el método de trabajo
utilizado fue en SPLIT. La temperatura de los puestos de inyeccion y de
ionizacién de llama fue de 250 °C. Por ultimo, los AG se identificaron por

comparacién con estdndares externos (EPA 28).

Para el tratamiento de los datos, se realizaron prueba para dos

muestras (Prueba T) para cepas con un solo tratamiento o entre si y andlisis



de la varianza (ANOVA) para determinar las diferencias entre la produccién
lipidica entre controles y tratamiento con 95% de significancia. Cuando los
datos no cumplian los criterios de normalidad, se llevd a cabo una

transformacién a logaritmo neperiano.
RESULTADOS

Luego de 18 dias de seguimiento y donde algunas de las cepas crecieron
en las concentraciones de LP evaluadas anteriormente, se ha caracterizado la
produccién de pigmentos, carbohidratos totales, lipidos totales y perfil de
acidos grasos. De la cepa A y B, se encontraron diferencias significativas
(Prueba T, p-valor = 0,0004) en su desarrollo siendo mejor la B (Tabla 4.2).
Entre cepas y su tratamiento del 10% LP (cepa C, D y E), el LP mostré mejor
crecimiento (ANOVA, p-valor = 0,0025) que los controles en estas cepas (Tabla
4.2). Sin embargo, ninguna de estas especies fue mejor que otra mostrando
un efecto similar a la exposicién de LP (ANOVA, p-valor = 0,9386). Por otro
lado, las cepas F y G (Tabla 4.2) fueron significativamente diferentes los
tratamientos a sus controles (ANOVA, p-valor < 0,0001) y entre cada

tratamiento de cada especie (p-valor < 0,0001).

Referente a los niveles de clorofila a y B-carotenoides (Tabla 4.2), la
cepa B produjo mayor pigmento en ambos casos (Prueba T, p = 0,0002 para
Chl-ay p-valor = 0,00016 B-carotenoides). Para las cepas expuestas al 10% LP
(Tabla 4.2), los tratamientos arrojaron mejor produccién de clorofila (Prueba
T: Cepa C, p-valor = 0,0302; Cepa D, p-valor = 0,0412; Cepa E, p-valor <
0,0001). Ademas, la cepa C fue la de mejor produccién respecto a la cepa E,
pero igual a la cepa D (ANOVA, p-valor = 0,0471 con E y p-valor = 0,950 con
D). Con respecto a los B-carotenoides por su parte (Tabla 4.2), solo la cepa D
y E mostraron mejor produccién que su respectivo control (Prueba T, p-valor

=0,0266 para D y p-valor < 0,0001 para E).

Por ultimo, de las cepas expuestas hasta 50% LP (Tabla 4.2), 1a cepa F
obtuvo mayor produccién de clorofila en LP (ANOVA, p-valor < 0,0001),
siendo el mejor (Test de Tukey) a 50% LP con un 95% de confianza. La cepa

G no mostré diferencias significativas en clorofila (ANOVA, p-valor = 0,3717)



respecto al control. Por ultimo, no se encontraron diferencias en la produccién
de clorofila entre ambas cepas. Con los B-carotenoides, nuevamente la cepa F
mostré mayor contenido de pigmento en los tratamientos (ANOVA, p-valor <
0,001) y el 50% LP con la mayor produccién con un 95% de confianza. La cepa
G no mostré diferencias estadisticas (ANOVA, p-valor = 0,4327) respecto al
contenido de este pigmento. Comparando entre cepas tampoco se encontraron

diferencias en la produccién de B-carotenoides.

Tabla 4.2 Crecimiento (d'1), pigmentos fotosintéticos (ug ml1) y biomasa total (g I'1) de cepas

nativas luego de 18 dias de seguimiento.

Grupo1l D.celular T.crecimiento Chl-a B-carotenoides Biomasa final

Cepa A 4,09+0,86 0,7 0,29 nd 0,161
Cepa B  11,73+0,76 1,18 3,3 2,14 0,250
Grupo 2
Cepa C = 6,79+1,22 1,33 0,224 0,015 0,190
10% LP 10,73+2,03 1,82 2,656 0,623 0,418
CepaD | 5,43+2,12 0,82 0,257 0,048 0,272
10% LP 10,39+2,35 1,14 2,948 0,892 0,418
Cepa E | 3,45+2,17 0,95 0,207 0,251 0,176
10% LP  8,00+1,06 1,23 1,108 0,656 0,433
Grupo 3
Cepa F  0,40+0,12 0,59 0,177 nd 0,396
10% LP 0,71+0,11 0,83 2,106 0,723 0,401
25% LP  0,65+0,06 0,83 1,484 1,381 0,430
50% LP = 8,05+0,60 0,13 2,604 2,285 0,126
Cepa G 10,36+1,91 1,38 1,23 0,376 0,456
10% LP = 9,66+1,20 1,45 10,053 3,676 0,148
25% LP  14,51+0,84 1,47 12,802 4,77 0,286
50% LP 12,65+2,17 1,27 6,54 3,405 0,132

La remocion de NT y PT al cabo de 18 dias de exposiciéon al LP fue
estimada. El consumo de NT en 10% de LP se encontr6 entre 29-33% para las
cepas C, D y E, mientras que el porcentaje de PT retirado del medio fue mas
variable, siendo mayor en la cepa C (62%), seguido de la cepa D (55%) y por
ultimo la cepa E (28%). Para el caso de la cepa F, el NT consumido estuvo
entre 17-33,1 % siendo mayor en el tratamiento 10% LP. El1 PT removido fue

superior al 70% y en un caso hasta 90% en concentraciones altas. Para



finalizar, la cepa G no super6 el 7% en consumo de NT en los tratamientos y

el PT consumido no fue superior al 80% en general.

Es interesante resaltar que para este caso, en comparaciéon con el
seguimiento de 96 h hecho previamente (Capitulo 3), 18 dias fueron
suficientes para determinar que el mayor retiro de ambos nutrientes ocurrid
durante los primeros nueve dias, mientras que en los siguientes nueve dias
se mantuvo constante con leves descensos respecto a la concentraciéon inicial.
Esto muestra que el crecimiento logaritmico de las especies en LP se observd
hasta el noveno dia y desde ese dia hasta el dia 18 un periodo de latencia o

estabilidad.

La generacién de carbohidratos totales fue variada tanto en especies
como entre los tratamientos de las especies expuestas a LP, sin embargo la
produccién no fue superior a la estimada por los controles. La produccion
general fue: Cepa A > Cepa C > Cepa B > Cepa D > Cepa E > Cepa F > Cepa
G, mientras que la produccion en los tratamientos fue 10% LP > 25% LP >
50% LP (Tabla 4.3). Respecto a los lipidos totales, de mayor a menor, la
produccion fue: Cepa A > Cepa B > Cepa C > Cepa G > Cepa D > Cepa E >
Cepa F, con rangos de produccién entre tratamientos fue 13,32-14,75%. Con
diferencias significativas (ANOVA, p-valor < 0,05), los tratamientos de LP al
10% de la cepa C y D fueron mayores que sus controles. Con la cepa F, todos
los tratamientos fueron mayores que el control (ANOVA, p-valor < 0,001),
siendo la mejor produccion: 50% > 25%-10% > Control. Finalmente la cepa G,
solo mostré diferencias significativas entre el control y 50% LP (ANOVA, p-
valor < 0,005) siendo la de menor produccién. Por otro lado, en la cepa F, la

produccion fue: Control-10%-25% > 50%.

Para el analisis del perfil lipidico, se calcul6 la cantidad de aceite
saturado (SFA), monoinsaturado (MUFA) y poliinsaturado (PUFA), y la
proporcion de omega-6 y omega-3 obtenido del aceite poliinsaturado
encontrado. Tanto la generaciéon como la cantidad producida de acidos grasos
puede ser diferente en cada especie y su respectivo tratamiento, tanto las

grasas saturadas como insaturadas estan representadas por los acidos grasos



energéticos o A.G.E siendo: C14:0 Acido Miristico, C15:0 Acido
Pentadecanoico, C16:0 Acido Palmitico, C16:1 Acido Palmitoleico, C18:0
Acido Estearico, C18:1 Acido Oleico, C20:0 Acido Araquidico, C20:1 Acido
Eicosenoico; y los 4cidos grasos de interés biotecnolégico (A.G.B); siendo las
grasas poliinsaturadas: (C16:2 Acido Hexadecadienoico, C16:3 Acido
Hexadecatrienoico, C18:2 Acido Linoleico, C18:3n3 Acido a-Linolénico,
C18:3n6 Acido y-Linolénico, C20:4 Acido Araquidoénico, C20:5 Acido
Eicosapentaenoico, C22:6 Acido Docosahexaenoico. De esta manera, fue
posible agrupar a las especies de mejor manera teniendo en cuenta la mayoria
de atributos en términos de produccion de lipidos, tanto general como

especifico, segun la especie y al tratamiento de LP expuesto.

Tabla 4.3 Carbohidratos y lipidos totales procedentes de las microalgas nativas usadas. Los

valores reportados son la media de un triplicado.

Cepa Carbohidratos Lipidos Productividad de
totales (%) totales (%) lipidos (g I'1 d'1)
A 20,44+11,88 26,04+0,43 0,234
B 14,54+3,90 24,30+0,52 0,338
C 17,48+9,23 18,32+2,30 0,277
10% LP 8,994,217 14,24+0,37 0,331
D 12,49+1,71 21,33+1,54 0,225
10% LP 12,96+6,98 16,47+0,06 0,382
E 9,99+5,49 14,44+1,02 0,141
10% LP 12,03+3,05 16,57+1,23 0,399
F 9,24+2,08 2,65+0,29 0,058
10% LP 7,24+1,66 9,56+0,50 0,213
25% LP 5,05+3,70 8,41+0,12 0,201
50% LP 7,09+1,99 14,07+1,01 0,099
G 8,20+2,48 19,37+0,37 0,491
10% LP nd 16,93+0,83 0,139
25% LP 5,93+2,30 18,28+1,35 0,291
50% LP 6,39+£7,06 14,49+0,53 0,107

La cepa A y B produjeron mayor cantidad de lipidos insaturados (Fig.
4.3). En los tratamientos con lixiviado al 10%, las cepas C, D y E tuvieron
mayor concentracién de lipidos insaturados respecto a sus controles (Fig. 4.4).
Por ultimo, en los diferentes tratamientos con lixiviados en la cepa F y G, los

lipidos insaturados fueron predominantes (Fig. 4.5).
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Figura 4.3 Produccién de lipidos de la cepa A y B.

100%
80%
60%
40%
20%

0%

Produccién de lipidos

CepaC C-10% CepaD D-10% CepakE E-10%

M Lipidos saturados M Lipidos insaturados

Figura 4.4 Produccion de lipidos de las cepas C, D y E en lixiviado permeado al 10%.
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Figura 4.5. Produccién de lipidos de las cepas F y G en concentraciones hasta de 50 % de

lixiviado permeado.



Por su parte, la cantidad o aporte de A.G.E (Tabla 4.4) y A.G.B
(Tabla 4.5) fue diferente, tanto entre las diferentes microalgas como entre los
tratamientos. En general, los acidos grasos de mayor produccion de interés
energético fueron C16:0, estando entre 24,66 - 37,93%, siendo la cepa A la de
mayor produccion y la menor la de la cepa G; en cuanto a los tratamientos, se
encontrd la menor concentraciéon en la cepa F a 50% LP y la mayor la cepa G

a 10% LP, con un intervalo entre 11,13-44,03%.
Tabla 4.4 Perfil de acidos grasos con fines energéticos (A.G.E.)

AG.E. C14:0 C15:0 C16:0 C16:1 C18:0 C181 C20:0 C20:1
Cepa A 021 0,09 3793 196 3,19 3338 0,62 0,28
Cepa B 1,1 027 2533 0,72 1739 1796 03 0,1
Cepa C 0,33 0,06 29,76 0,3 1,74 2258 0,15 0,17
C-10%LX 0,2 005 27,16 0,29 149 19,03 0,12 0,11
Cepa D 0,32 0,07 2921 293 165 2153 0,17 0,18
D-10%LX 0,2 004 2721 4,08 148 174 015 0,11
Cepa E 0,7 0,31 2856 3,25 - 2059 045 0,73
E-10%LX 097 026 3966 29 141 20,49 03 024
Cepa F 0,55 0,16 26,56 3,57 4,01 3884 06 0,82
F-104LX 0,32 0,11 19,82 2,85 108 16,57 0,18 0,63
F-25%LX 048 0,15 333 3,61 1,83 19,13 024 0,34
F-50%LX 0,11 01 11,13 1,21 055 7,08 0,118 0,53
Cepa G 0,35 02 24,66 246 155 1973 0,27 0,57
G-10%LX 0,27 44,03 1,78 3,03 2498 0,7 0,43
G-25%LX 0,19 021 1997 35 135 1399 0,38 0,41
G-50%LX 021 037 20,16 3,78 102 11,14 043 0,95

En el caso de C18:1, su presencia fue de alrededor de 17,96-38,84%,
siendo las cepas B y F la menor y mayor respectivamente. En los
tratamientos, la concentracion de este acido graso fue menor en la cepa F a
50% LP (7,08%) y mayor en la cepa G a 10% LP (24,98%). En lo relacionado a
los acidos grasos con interés biotecnologico, C18:2 y C18:3n3 produjeron
mayor porcentaje. Para C18:2, la cepa C (27,74%) y las cepas A y F (9,34-
9,42%) fueron las encargadas de producir mas y menos cantidad. Por su parte,
el tratamiento con mayor produccion fue el de la cepa G con 25% LP y menor

porcentaje en 10% LP de las cepas G y E.



Tabla 4.5 Perfil de acidos grasos con interés biotecnolégico (A.G.B.).

A.G.B. C16:2 C16:3 C18:2 C18:3n6 C18:3n3 C20:4 C20:5 C22:6

Cepa A 0,002 0,06 9,34 0,59 6,44 0,01 0,01 0,05
Cepa B 0,04 0,06 | 27,33 0,02 16,16 0,01 - 0,02
Cepa C 0,02 0,1 27,74 0,01 9,03 0,11 0,03 0,05
C-10%LX 0,02 0,1 25,95 0,01 12,53 0,04 0,06 0,04
Cepa D 0,02 0,11 26,02 0,07 8,49 0,07 0,04 0,06
D-10%LX 0,03 0,09 25,41 - 11,51 0,05 0,01 0,02
Cepa E - 1,95 10,73 1,04 6,43 0,39 0,11 0,81
E-10%LX - 2,29 8,43 0,95 9,12 0,92 - 0,52
Cepa F 0,008 @ 3,32 9,42 0,3 6,69 0,48 0,07 0,13
F-10%LX 0,11 5,41 11,46 0,98 20,94 0,9 0,16 0,35
F-25%LX 0,056 2,92 11,89 0,47 12,93 2,19 - 0,12
F-50%LX - 0,26 9,31 1,59 36,33 0,51 1,56 0,6
Cepa G 0,17 0,25 25,71 0,35 10,19 0,35 0,3 0,38
G-10%LX 0,03 0,08 8,05 0,64 7,36 0,09 0,14 0,11
G-25%LX 0,26 0,22 | 29,69 0,43 16,72 0,36 0,34 0,33
G-50%LX 0,25 0,84 @ 28,44 0,53 18,22 0,81 0,44

Finalmente, el C18:3n3 fue encontrado con mayor presencia en la cepa
B (16,16%) y menor presencia en las cepas A, E y F, con valores inferiores al
7%; por su parte, el mas productivo de los tratamientos fue 50% LP para la
cepa F, con 36% aproximadamente, mientras que el de menor porcentaje fue
10% LP de la cepa G, con menos del 8%. Cabe mencionar que C20:4, C20:5 y
C22:6, los acidos mas buscados en microalgas, no tuvieron una produccién
superior a 1,5% en ninguno de los ensayos bajos las condiciones

experimentales aqui usadas.

DISCUSION

Entre las cepas sin exposiciéon al LP, la cepa A obtuvo menor produccién
de biomasa y de pigmentos en comparaciéon a la cepa B. Entre las especies
que fueron expuestas solamente a 10% LP (Cepa C, D y E), los cultivos control
mostraron menor tasa de crecimiento y contenido de pigmento generado
respecto al tratamiento (Tabla 4.2). Por otra parte, las cepas F y G tuvieron

respuestas similares en los tratamientos de 10 y 25% de lixiviado en cuanto a



la tasa de crecimiento y contenido pigmentario. Ademas, el tratamiento al
50% dela cepa G y F tuvieron menor tasa de crecimiento afectando
directamente a una producciéon de biomasa menor al control, no obstante, se
comportan de forma similar en la produccién de pigmentos como en los demas

tratamientos (Tabla 4.2).

Contrastando, se encuentran especies como C. vulgaris que obtuvo
una producciéon de entre 15 mg L'l y 35 mg L1 de clorofila a en lixiviado al 7%
a lo largo de 8 dias (Chang et al. 2018); Kirchneriella sp. que, después de 21
dias en agua residual, generod niveles superiores a 5 mg Li'! tanto de clorofila
como de B-carotenos (Frampton et al. 2013) o C. pyrenoidosa donde la
exposicion a distintas dosis de lixiviado-agua residual generé mayor cantidad
de clorofila a respecto a su control (Zhao et al. 2014). Adicionalmente, se ha
determinado la capacidad productora de pigmentos de Coelastrella sp. F50
bajo condiciones de estrés salino, nutrientes e intensidad luminica en fase

estacionaria durante un mes (Hu et al. 2013).

Se debe tener en cuenta que la produccion de pigmentos fotosintéticos
se debe principalmente a la disponibilidad de la luz para su crecimiento y la
intensidad con que esta luz sea emitida y captada por las células es de gran
importancia ya que afecta directamente la fotosintesis. Teniendo presente
dicha intensidad luminica, las células pueden inhibirse o aclimatarse
haciendo un mejor aprovechamiento de la luz y directamente de la eficiencia
fotosintética (Juneja et al. 2013). Es conocido que para una buena generacién
y acumulacion de pigmentos es necesario un cultivo a mayor escala como
también establecer dos fases de crecimiento donde la primera se basa en el
aumento de la biomasa bajo condiciones ideales y la segunda fase donde se

genera el estrés adecuado para el aumento de pigmentos (Sun et al. 2018).

Teniendo en cuenta estas condiciones para este caso, concentraciones
de 10 y 25 % LP fueron suficientes para el aumento de los pigmentos y a su
vez en una sola fase de cultivo. Es posible que las caracteristicas, tanto
quimicas como fisicas del lixiviado sean suficientes para que la diferencia

entre los pigmentos generados entre controles y tratamientos deba ser tenida



en cuenta, sin embargo, es necesario seguir haciendo analisis a futuro donde
la tasa de dilucién del lixiviado sea éptima para incrementar la produccion de
biomasa de forma que no sea necesaria una segunda fase de estrés para la

generacion de pigmentos.

Otra de las caracteristicas generales del lixiviado es su color oscuro,
pudiendo alterar la capacidad de captacion de luz por parte de las células
teniendo que adaptarse a dicha situacion. Dicha fotoadaptacion puede ocurrir
a través de multiples mecanismos como los cambios en los tipos y cantidades
de pigmentos, la tasa de crecimiento o la disponibilidad de acidos grasos
esenciales (F4abregas et al. 2004). Esto coincide con lo encontrado en las tasas
de crecimiento y concentracién de pigmento (Tabla 4.2) por parte de las cepas
expuestas al lixiviado en comparacion a los controles. Ademas, la produccion
de acidos grasos insaturados se vio también beneficiada en presencia del

lixiviado en todas las cepas expuestas a los tratamientos (Fig. 4.4. y Fig. 4.5.).

Sobre la base de haberse usado un fotoperiodo basico de 12:12 luz-
oscuridad en este experimento, este parametro puede tener algo que ver en la
produccion de pigmentos como de biomasa ya que, al tener mayor intensidad
luminica, los resultados aqui obtenidos podrian cambiar. Se demostrdé que
Nannochloropsis sp. expuesta a condiciones limitadas de luz, un aumento
gradual de la intensidad luminica gener6 mayor produccién de proteina al
tiempo de una disminucion en la concentraciéon de carbohidratos y lipidos
(Fabregas et al. 2004). Para este caso, independiente del tratamiento de
lixiviado usado, el color de este parece ser suficiente para generar una
limitacién en la disponibilidad de luz en los diferentes ensayos, y dar mayor
contenido de pigmentos, produccién de biomasa y acidos grasos insaturados

respecto a las condiciones habituales como lo fueron los ensayos control.

En los ultimos anos se han investigado diferentes usos de la biomasa
microalgal mas alla de sus cualidades nutricionales, por ejemplo, para el uso
de las biomoléculas o compuestos como los pigmentos a modo de alternativa
a clertos aditivos en la industria alimentaria, siendo cada vez mas

demandados, reemplazando los tipicos suplementos de origen quimico



(Chacén-Lee y Gonzalez-Marifio, 2010). Reportes han demostrado la
posibilidad real de la inclusién de esta biomasa como pigmento e ingrediente
funcional en productos alimentarios. Pigmentos como astaxantina,
ficocianina o B-carotenos encontrados en especies marinas y de agua dulce,
han llegado a ser usados no solo en la industria alimentaria sino cosmética

(Grubisié et al. 2019; Sun et al. 2018; Varfolomeev y Wasserman, 2011).

Respecto a la captacion de nutrientes, cada especie tuvo diferentes
niveles de remocién demostrando la singularidad de cada especie segun el
medio en el que se encuentre. El radio N:P encontrado para este experimento
fue muy superior (datos no mostrados) teniendo como referencia teérica una
tasa de N:P = 16. Por otra parte, esto puede mostrar que, a pesar de que el
lixiviado pase por el mismo proceso de tratamiento una y otra vez, sus
caracteristicas quimicas no siempre seran las mismas. En el caso de
Desmodesmus sp y Scenedesmus obliguus (Hernandez-Garcia et al. 2019), la
tasa N:P estuvo por encima al tedrico, siendo en ese caso el factor limitante el
nitrégeno. Luego de establecer una tasa N:P adecuado, la remocién de
nitréogeno y fosforo  fueron de 41% y 78% respectivamente. Por otra parte,
concentraciones superiores al 10% de lixiviado limitaron el crecimiento
teniendo como caracteristica una baja penetraciéon de luz en los cultivos
gracias al color del lixiviado (café oscuro), lo cual resulta en una intensidad
luminica insuficiente (53 pmol m?2 s, siendo probablemente un factor

inhibitorio para el crecimiento.

Pruebas con Desmodesmus sp. y otras dos especies de cianobacterias
(cultivo mixto) mostraron un consumo entre 55% y 83% del nitrégeno
disponible y 30% a 60% del ortofosfato en agua residual dispuesta en sistemas
abiertos de 20 L y fotoperiodos de 12:12 luz-oscuridad (Komolafe et al. 2014).
Ellos determinaron que el bajo consumo de fésforo pueda relacionarse al
tiempo de residencia del cultivo en el medio, ya que al superar dicho tiempo,
las células retornan los nutrientes al medio durante o posterior a su muerte.
Esto coincide con ensayos previos realizados a lo largo de este trabajo donde

las microalgas expuestas al lixiviado durante rangos distintos de tiempo



mostraron ligeros incrementos en la concentracion de nutrientes durante y

posterior al seguimiento.

Después de probar 11 especies diferentes (Xin et al. 2010),
establecieron que Scenedesmus sp. LX1, una especie propia de agua residual,
no solo fue la mejor en la captacion de nutrientes sino también la de mejor
produccion de lipidos respecto a las otras especies que no se desarrollaban de
forma natural en la planta de tratamiento de aguas residuales. Esto refuerza
la idea de usar microalgas propias del sistema de tratamiento, ya que al estar
adecuadas a estas condiciones en comparacion a una cepa que no lo esta, so

n mejores candidatas en la fitorremediacion de estos sistemas.

Para el caso de produccion de lipidos, se han encontrado diferentes
estudios relacionados con la produccién de acidos grasos (Tabla 4.7) y cémo su
variacion puede verse afectada no solo debido a la tasa de dilucién a la que
puede estar el agua residual o lixiviado, sino también por el tiempo de
exposicion y las especies usadas. Fuentes de nutrientes como el agua residual
y lixiviados de residuos urbanos han sido probados de forma individual y como
una mezcla respecto a los medios nutritivos estandar en el cultivo de
microalgas (Ferreira et al. 2019; Hernandez-Garcia et al. 2019; Komolafe et

al. 2014).

Tabla 4.7 Comparativa en la produccién  de acidos grasos saturados (SFAs), monosaturados

(MUFASs) y poliinsaturados (PUFAs) en diferentes cultivos con agua residual y/o lixiviados.

Este trabajo Ferreira et al. 2019 Hernandez Garcia et Komolafe et al.
Lipidos al. 2019 2014
. Medio Agua Lixiviado Lixiviado .
Sin LP Con LP comercial residual 0% 7% Agua residual
SFAs ‘ 27,3-42 12,9-48,1 17,7-64,8 27,8-63,6 32,1-38,8 30,4-34,5 37,9-59,2
MUFAs ‘ 21,6-46,1 14,4-33,4 31,2-42,6 35,6-47,1 7,6-11,9 7,6-10,3 18-38,2

PUFAs ‘ 18,6-44,2 22,1-73,7 217,3-46, 5,8-32,3 49,3-60,4 55,2-62 12,1-34,3

Los resultados aqui encontrados tanto de SFAs como MUFAs entran
entre los valores medios publicados por diferentes investigadores (Tabla 4.7).
Por otra parte, los rangos aqui presentados son el resultado de la produccion
de una sola especie (este trabajo) respecto a otros donde no solo han sido

probados monocultivos (Ferreira et al. 2019; Hernandez-Garcia et al. 2019)



sino en cultivos mixtos (Komolafe et al. 2014). Es de resaltar que la formacién
de acidos grasos en condiciones 6ptimas de cultivo se encuentran entre los
valores reportados en otros trabajos (Tabla 4,7), mientras que los datos de
produccién de lipidos en microalgas en el tratamiento de aguas residuales
sugieren un resultado beneficioso pensando en la generacion de PUFAs
dependiendo teniendo en cuenta la concentraciéon del medio y la especie a

usar.

Enfocandose en la producciéon de AG, estos lipidos debe cumplir
requerimientos basicos, como el poseer una cadena larga de carbono, el grado
de insaturaciones y el radio de 4cidos grasos saturados:insaturados (Guldhe
et al. 2016). Los acidos Miristico (C14:0) Palmitico (C16:0) y Oléico (C18:1)
han sido caracterizados como de buena calidad para la produccion de biodiesel
(Song et al. 2013). Comparando el contenido porcentual de estos frente a otras
fuentes como el aceite de soya o el aceite de pescado (Sarpal et al. 2019), el
valor de C14:0 fue inferior en este trabajo sin superar el 1% de los A.G.E
tenidos en cuenta. Para el caso de C16:0, tanto los controles como los
tratamientos en diferentes concentraciones de LP fueron mayores que lo
encontrado en la soya o el aceite de pescado (14,1% y 17,9% respectivamente).
Por otra parte, el C18:1 en los ensayos control fue inferior solamente en la
cepa B, mientras que la cepa E y G al 10% de LP fueron superiores. Las demas
cepas obtuvieron mejores resultados comparando solamente uno de los dos
aceites y la cepa F al 50% de LP fue la tinica en producir por debajo de los

niveles comparados (Sarpal et al. 2019).

Por su parte, los A.G.B son de gran interés por sus largas cadenas de
carbono con insaturaciones sobre la cadena principal (Varfolomeev y
Wasserman, 2011). En este caso, los acidos Linoléico (C18:2) y a-Linolénico
(C18:3n3) fueron los de mayor produccién, tanto en controles como en LP.
Comparando con el aceite de soya (Sarpal et al.2019), las microalgas aqui
probadas generaron menor cantidad de C18:2, mientras que las cepas F y G
al 10% LP produjeron ambos AG inferior a lo reportado. Con el aceite de atun

y sardina (Suseno et al. 2014) ocurrié lo contrario, en donde los ensayos



control y los tratamientos de todas las cepas superaron la producciéon de estos
acidos grasos. Existe la posibilidad de que el aceite de pescado sea una baja
fuente de estos 4cidos poliinsaturados ya que los autores (Sarpal et al. 2019;
Suseno et al. 2014) han determinado sus cantidades por debajo del 1% o
inexistentes, haciendo de las cepas aqui probadas una fuente importante de
estos compuestos que son considerados esenciales ya que el cuerpo no los
puede sintetizar; especialmente en el caso de C18:3n3, porque de este se
pueden sintetizar los 4cidos eicosapentaenoico (EPA (C20:5n3) y
docosahexaenoico (DHA (C22:6n3), altamente valorados en la nutricién
(Packer et al . 2016) con un valor en el mercado de 650 USD el kilogramo
(Griffiths et al. 2016)

Mas alla del uso para el cual sean oOptimas las microalgas,
generalmente se deben tener en cuenta factores importantes como las
instalaciones pensando en su capacidad, el tipo de sistema (raceways o
fotobiorreactores), el crecimiento indoor o outdoor, entre otros. Estos
componentes haran que el cultivo de microalgas no solo sea productivo sino
también rentable al momento de evaluar qué tipo de producto es el que se

quiere y a qué mercado va dirigido.

En el campo energético, se han realizado diferentes analisis técnico-
econ6micos en donde se establece una produccion de biomasa minima realista
de 13 g m? d, con un porcentaje de lipidos entre 15%-30%, cuyo biodiesel
resultante podria venderse por un valor aproximado de 5 USD el litro.
Ademas, 1 producciéon de un litro de biodiesel con este procedimiento
requeriria 8,45 Kg de COg, 0,3 Kg de nitrégeno, 0,02 Kg de fésforo, decenas
hasta cientos de litros de agua y una demanda de energia aproximada entre
5-3000 MdJ dependiendo del sistema. Para reducir los costos de esta
produccion, se han generado alternativas para el uso de la biomasa restante
en la busqueda de co-productos como los pigmentos, proteina para alimento
animal, productos cosméticos o la fitorremediaciéon de aguas residuales y la
biomasa generada para la creacién de bioestimulantes agricolas (Louw et al.

2016).



En el caso de otras lineas de interés comercial, los carotenoides son
pigmentos con colores entre café y amarillo, dependiendo de la especie que
los produzca. Suelen estar agrupados en B-carotenos, astaxantina, pasando
por luteina y zeaxantina, todos de gran interés comercial ya que son buscados
como colorantes naturales y aditivos para alimento animal. También son
solicitados en las industrias alimentaria, cosmética y farmacéutica por su
capacidad antioxidante, precursores de vitamina A y capacidad anti-
inflamatoria. La sintesis de estos pigmentos puede hacerse a bajo costo y el
mercado de formas naturales de B-carotenos le puede dar al comprador una
percepcion de una forma natural del producto, llegando a facturarse entre
2000-2500 USD el kilogramo como aditivo y superior a 100.000 USD el
kilogramo como suplementos saludables (Griffiths et al. 2016).

Teniendo en cuenta toda esta informacion y acorde a los resultados
obtenidos durante la fase de experimentacion durante el crecimiento, su
desarrollo en el medio y la produccién de compuestos de interés, sea como uso
directo de la biomasa o en la busqueda de co-productos (Tabla 4.8), los
resultados sugieren que: a) Desmodesmus sp. (A) y Acutodesmus obliquus,
sin estar y estando expuestas al lixiviado, son buenos candidatos en cuanto a
la produccién energética; b) tanto Coelastrella sp. 2 al 25% de LP (F 25) como
Chlorella sp. al 10% LP (G 10) pueden tener doble uso; ¢) Coelastrella sp. 1
(B), Tetracystis sp. (C) y Chlamydomonas sp. (D), expuestas o no al lixiviado,
Coelastrella sp. 2 al 10% y 50% de LP, y Chlorella sp., tanto el control como
expuesta al 25% y 50% de lixiviado, son candidatos para su explotaciéon con
fines biotecnolégicos; d) se sugiere realizar mas seguimientos con las cepas C
y D con lixiviados, ya que los resultados en la produccién de lipidos han sido

similares, llegandose a plantear una concentracion de lixiviado menor al 10%.

Por otra parte, el cultivo control de la cepa F requiere de mayores
pruebas a futuro ya que los resultados no fueron concluyentes (Tabla 4.8), por
lo que sugiere realizar pruebas a futuro con la adiciéon de otros componentes
que complementen al lixiviado u optimizando la tasa de dilucién probada en

cada ensayo para mejorar los resultados aqui obtenidos.



Tabla 4.8 Clasificacion de los cultivos e microalgas teniendo en cuenta los atributos evaluados

en este trabajo.

Cepa Biomasa Pigmento Lipidos Interés
SI NO SI NO SFA MUFA ©PUFA Energia Biotecnologia

Desmodesmus sp. (A) X X X X
Coelastrella sp. 1 (B) X X X X
Tetracystis sp. (C) X X X X
C 10% LP X X X X
Chlamydomonas sp. X X X X

D)

D 10% LP X X X X

A. obliquus (E) X X X X

E 10% LP X X X X

Coelastrellasp. 2 (F) X X

F 10% LP X X X X
F25% LP X X X X X
F 50% LP X X X X
Chlorella sp. (G) X X X X
G10%LP X X X X X
G 25% LP X X X X
G50%LP X X X X



Capitulo 5

Retos y mejoras en la produccién de Nannochloropsis gaditana a escala

industrial para la produccién de lipidos



INTRODUCCION

El cultivo de microalgas a escala de laboratorio ha sido, y seguira
siendo fundamental para identificar especies de interés comercial, tanto de
agua dulce como marinas. Es asi que la generacién de biomasa como materia
prima es considerada de alto valor en mercados como los biocombustibles,

aditivos, alimentarios, quimicos, farmacéuticos y cosméticos (Fret et al. 2017).

Al mismo tiempo, el escalado de estos cultivos a volimenes de
produccion comercial es complejo ya que requiere personal con experiencia y
cualificado. Este equipo de trabajo debe considerar optimizar el proceso de
produccion teniendo suficiente inéculo para los sistemas, minimizando asi el
tiempo y los costos. Teniendo en cuenta esto, el sistema de cultivo (abierto o
cerrado), la fuente de nutrientes (autétrofa o heterétrofa) y el volumen de
in6culo en términos de concentracion celular, juegan un papel importante en

dicho escalado.

Desde el punto de vista de la nutricién, las vias autétrofas y
heteroétrofas han sido valoradas como alternativas a gran escala. La primera
via puede requerir pasos intermedios para lograr una concentracién como
volumen suficiente y asi poder ser escalado al siguiente nivel. Sin embargo,
la segunda via puede requerir no solo menos volumen de cultivo inicial en
cada paso de escalado, sino también menos dias de crecimiento apoyandose

en fermentadores para optimizar el aumento de biomasa (Barros et al., 2019).

Una alternativa a la adicién de nutrientes es el reciclado del medio
debido a que la adicién nueva de nutrientes y de agua puede aumentar los
costos en la produccién de la biomasa ademas del impacto negativo sobre el
ambiente por el uso desmedido de agua, sin embargo, debe tenerse en cuenta
que restos de residuos, bacterias y compuestos organicos excretados por las

microalgas también pueden estar presentes (Fret et al. 2017).

En el caso del indculo, se ha establecido una regla en que cada volumen

escalado debe ser inoculado en una proporcién de 1:10, esto indica un 10% de



volumen de indculo respecto al volumen total en cada paso del cultivo
escalado. Es posible que estos volumenes sean variables respecto a la especie
a cultivar, como en el caso de especies sensibles a la luz, en donde se hace
necesario que la proporcién del inéculo sea reducida a 1:5 para minimizar la

foto-inhibicién luego de la inoculacién (Borowitzka y Vonshak, 2017)

La producciéon microalgal a gran escala ha sido probada desde 1950,
dando un alto potencial comercial a las empresas ya que su biomasa contiene
un amplio rango de moléculas de gran valor econémico. No obstante, los costos
de una alta produccién de esta biomasa pueden restringir la comercializacion
de productos de valor anadido en mercados especializados como los
suplementos alimentarios (Barros et al. 2019). Gran parte de los altos costos
se debe a las técnicas de cultivo utilizadas y estos métodos se ven
influenciados por el tipo de cepa, fuente de nutrientes y los costos de inversion
inicial. Sistemas cerrados como fotobiorreactores o PBR tubulares verticales
u horizontales, biorreactores con agitacion y PBR en forma de panel, y
sistemas abiertos como estanques, sistemas circulares, sistemas raceways o
race-track han sido probados y fabricados en diferentes partes del mundo
obteniendo resultados prometedores; sin embargo, problemas como la
evaporacion, la optimizacion en el uso de la luz, la calidad del producto, el
periodo de crecimiento, el sistema de cosechado y costos del personal (Chew
et al. 2018) siguen estando presentes, ya que estos sistemas no son éptimos

para todas las especies.

Luego de escoger el sistema de producciéon adecuado y viable
econémicamente, se deben tener en cuenta problemas técnicos como la
escogencia del material para la fabricacién del biorreactor, la durabilidad del
material, entre otros. También surgen retos desde el ambito biolégico como la
concentracion de oxigeno, control de la temperatura o la contaminacion, que
deben resolverse para que el funcionamiento a gran escala sea 6ptimo (Lopes
da Silva y Reis, 2015). Se estima que la puesta en marcha y la optimizacién
basica de estos sistemas tome aproximadamente tres anos considerando un

volumen productivo de hasta 300 000 litros (Lopes da Silva y Reis, 2015).



En la industria de los biocombustibles, por ejemplo, se cree que con las
tecnologias existentes, su produccion sea hasta cinco veces mas cara que la de
los combustibles fésiles, dependiendo basicamente del rendimiento del
cultivo, disefio del sistema de cultivo y el método de cosecha empleado;
ademés, la generacién de coproductos (inherentes a la produccién de la
biomasa u otros compuestos) y su valor de estos en el mercado respecto a los
biocombustibles tiendan a ser mejor valorados econémicamente (de Boer y

Bahri, 2015).

De la informacién técnico-econémica que se encuentra publicada con
relacion a la produccion de biomasa a nivel industrial, dichos analisis
econémicos se han orientado de sistemas abiertos o hibridos (usando
biorreactores cerrados para la produccion del inoculo para luego ser escalado
en los sistemas abiertos) y, en sistemas cerrados como PBRs, esto ha causado
que dicha informacién no pueda ser comparable ya que los rendimientos y
costos referidos a los sistemas de cultivo, diferentes cepas y condiciones
socioeconémicas diferentes hacen dichas predicciones poco realistas (Tredici

et al. 2016).

Sin embargo, las grandes diferencias en los costos de producciéon son,
principalmente, la variabilidad en la productividad de los cultivos, el
escalado, el sistema de cultivo y los nutrientes. En los diferentes escenarios
probados teniendo en cuenta sistemas abiertos y cerrados (Vuppaladadiyam
et al. 2018), el costo relacionado al escalado es el de mayor incertidumbre ya
que los datos de casos reales son pocos teniendo que extrapolar una
produccion a escala laboratorio o planta piloto. Los mismos autores
mencionan como segunda variable que juega un rol importante en el analisis
econémico el sistema de cultivo como tal, sistemas abiertos (raceways) y
cerrados (tubulares o tipo panel) han mostrado productividades de los cultivos
cambiantes dependiendo del tipo de adaptacion que tengan las cepas a dichos

sistemas.

Un estudio comparativo sobre la produccion de biomasa algal en

sistemas de raceways, PBRs tubulares y tipo panel, teniendo en cuenta el



area productiva de 1-100 ha fue valorada econémicamente (Norsker et al.
2011). Dicho trabajo encontr6 que el sistema PBR tubular en un &rea
productiva de 1 ha (€9,90) y 100 ha (€ 4,15) fue el sistema de menor costo
para producir 1 Kg de biomasa seca, mientras que el tanque tipo raceway en
1 ha y 100 ha de area productiva, produjo 1 Kg de biomasa seca por €17,72 y
€4,95 respectivamente. Ademas, los mayores costos en dichas proyecciones
estan relacionados a la radiaciéon luminica, eficiencia fotosintética y los

nutrientes usados.

En los dltimos anos, especies como Chlorella vulgaris, Nannochloropsis
sp., Tetraselmis sp., Phaeodactylum tricornutum o Arthrospira platensis han
sido producidas a gran escala en diferentes sistemas de producciéon con
rendimientos y generacion de biomasa o co-productos a diferentes niveles
(Barros et al. 2019; Quelhas et al. 2019; Pereira et al. 2018; Zhu et al. 2018;
Fret et al. 2017); resultado de esto, se han establecido tasas de mitigacién de
CO:2 en fotobiorreactores tubulares, reciclado de agua y nutrientes en
biorreactores de paneles, uso de medios heterotréficos como herramienta de
bajo costo y sostenible en el tiempo en fotobiorreactores como fermentadores

y prueba de sistemas productivos a bajo costo.

Puntualmente, el género Nannochloropsis es conocido por una
produccién de lipidos totales de entre 12% y 53% (Mata et al. 2010), en
especial, N. gaditana es de gran interés por su alto contenido de grasas
poliinsaturadas entre los cuales se encuentran el Acido Linoleico (C18:2n6),
Acido a-Linolénico (C18:3n3, ALA), Acido Araquidénico (C20:4n6, ARA),
Acido Eicosapentaenoico (C20:5n3, EPA) y Acido Docosahexaenoico (C22:6n3,
DHA) (Mitra et al. 2015; Brown et al. 1997).

Estos compuestos hacen que dicha especie pueda situarse en un nicho
de mercado para el consumo humano (104 ton afio) o para animales (105 ton
afo) acercandose a la produccién real de biomasa a nivel global de 104 ton por
afo (Vuppaladadiyam et al. 2018). En escenarios diversos y teniendo en
cuenta parametros como la ubicacién geografica (sur-centro-norte de Europa),

especies a producir, 4rea productiva (10-100 ha) y producto final como EPA-



DHA (van der Voort et al. 2017), el costo de producir un 1 Kg de biomasa seca
tanto en el panorama optimista como conservador fue de $3,14 y $9,15
respectivamente, mientras que 1 Kg de aceite EPA/DHA en la proyeccién
optimista fue de $12,57 y conservadora de $43,76. Para este caso, la diferencia
en costos de estas proyecciones es debido al precio de la maquinaria necesaria

para producir y centrifugar la biomasa.

Debido a su geografia, el sur de Espana brinda condiciones climaticas
ideales para la produccion de algas, obteniendo mejores rendimientos en
costo-efectividad en diferentes sistemas de cultivo (Quelhas et al. 2019;
Vuppaladadiyam et al. 2018); sin embargo, esta drea también es reconocida
por épocas de largas sequias y bajas precipitaciones, obligando a reducir los
volumenes de agua requeridos. En cambio, la zona norte es conocida por gran
vegetacion y altas tasas de precipitacion, pero condiciones ambientales como
la irradiacién solar y la temperatura hacen que las empresas dedicadas a la
produccién de microalgas usen parte de su inversion en la adecuacion de
instalaciones para el mantenimiento de los cultivos haciendo que el gasto sea
mayor en la construccién de invernaderos, sistemas de tuberias complejos
para el bombeo y conduccién de agua, conexiones eléctricas complejas, entre

otros.

ALGATEK S.L. es una empresa de inversién privada creada hace cinco
anos, ubicada al suroeste de la ciudad de Oviedo, en Asturias. Esta empresa
maneja especies como A. maxima, P. cruentum y N. gaditana, especies con
una valoracién econémica notable en el mercado (Borowitzka, 2013) debido a
su contenido de proteina, hidratos de carbono en forma de azucares, lipidos
en forma de acidos grasos poliinsaturados y pigmentos como ficocianina y
ficoeritrina. La continua busqueda para la optimizacién y mejoramiento,
tanto en las condiciones de cultivo como del sistema de producciéon, hace que
esta empresa y muchas otras centren esfuerzos en realizar mayor inversion
en investigaciéon y desarrollo y asi estar a la vanguardia en el mundo
empresarial y a su vez elaborar productos que satisfagan las necesidades del

mercado.



Debido a las necesidades de establecer una metodologia base para la
produccion de N. gaditana, enfocandose en la produccion de lipidos y
generacion de acidos grasos polilnsaturados como omega-3 y omega-6, el
objetivo de esta investigacion es la optimizaciéon en la produccién de la
microalga N. gaditana desde escala de laboratorio hasta fotobiorreactores
(PBR) de 700 L, siendo este volumen el inéculo de un PBR con capacidad de
30 m3 dividido en tres secciones de 10 m3 cada una. En paralelo, se estimaron
diferentes costos relacionados a algunas materias primas que son

importantes en la producciéon de biomasa en dicha empresa.
MATERIALES Y METODOS

El experimento se llevdo a cabo en las instalaciones de ALGATEK
(43°10°09.6”N-6°05’55.8"W). Las condiciones del PBR de donde fue tomado el
inoculo de V. gaditana eran 22+1 °C de temperatura, fotoperiodo de 12 h luz-

oscuridad, pH a 7,5 con adicién de CO2 para su control.

Los nutrientes utilizados fueron Proline (Proline-Pentair) en dos
soluciones: solucién A contiene los macronutrientes y soluciéon B contiene
minerales y metales traza. Dichas soluciones eran dosificadas 1,3 ml L'! cada
una. Para mayor control de la toma de muestras y su seguimiento, se disefi
un calendario de cultivo que tuviera en cuenta inicio y final de cada etapa de
los escalados, toma de muestras y medicién de pardmetros (Tabla 5.1), y un
esquema general indicando la cantidad de nutrientes, sal y volumen de

in6culo para cada momento de escalado (Fig. 5.1).

El disefio de escalado se dividié en tres etapas: a) Inéculo y crecimiento
en botellas de 1 L, b) Inéculo y crecimiento en botellas de 20 Ly ¢) Inéculo y
crecimiento en PBR de 700 L. El seguimiento de los cultivos de 1 y 20 L fue
hecho en la sala de inoculacion del laboratorio, mientras que el cultivo en PBR

fue realizado en la zona de produccién.



Tabla 5.1 Calendario de cultivo y escalado de N. gaditana. IB in6culo botella, IPBR inéculo
PBR, TM toma de muestra, C cosechado.

Inicial Dia 1 Dia 3 Dia 6 Dia 9
IB-1L TM-1L TM-1L TM-1L TM-1L/IB 20L
Dia 10 Dia 12 Dia 15 Dia 19 Dia 20
TM-20L TM-20L TM-20L TM-20L/IPBR-700 L. TMPBR-700L
Dia 22 Dia 25 Dia 29
TMPBR- TMPBR-700L. CPBR-700L
700L

Botellade 1 L (n=10) Botellade 20 L (n=4) PBRde 700 L (n=1)

Vol. Inoculo: 10% del vol. Vel. Inoculo: 10% del Vol. Inoculo: 10% del vel.
total x botella vol. total (2 L) x botella total (TOL}
D.celular: 1 7x10%cel puLt D. celular:9x 107 cel ui? D. celular: 2,3x10% cel pt
Nutrientes: 2,5 ml Lt Nutrientes: 2,6 ml L1 Nutrientes: 2.6 ml Lt
NaCl:17g L NaCl:17g L? NaCl:17g Lt

Figura 5.1 Esquema general del disefio de escalado de N. gaditana.

Antes de iniciar, todo el material necesario para llevar a cabo el diseno
experimental fue lavado y esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 min.
Para el cultivo en botellas de 1 L, se usaron 10 botellas de vidrio con tapén de
doble via y aireacion por burbujeo. La intensidad luminica media fue 28,8 +
5,1 umol cm2 s1, con fotoperiodo de 12 h luz-oscuridad emitida por dos tubos
de luz halégena (Fig. 5.2) y sin dosificacién de COs. La decisién de no
suministrar CO2 se debe a que es uno de los gastos en la producciéon de la
biomasa que la empresa quiere suprimir teniendo en cuenta el gran volumen
de cultivo que se maneja a diario. Para determinar la concentracién celular,
se tomaron muestras de tres botellas al azar a los dia 1, 3, 6 y 9 de crecimiento
en tubos de ensayo limpios previamente con isopropanol al 70% y lavados
varias veces con agua destilada, y se hicieron conteos por camara de Neubauer

por triplicado en microscopio 6ptico.



Figura 5.2 Cultivo de . gaditana en botellas de 1 L.

Al noveno dia de crecimiento, se realizé el escalado a cuatro botellas de
20 L, las cuales llevaban tapones de triple via, y se usé el mismo tipo de
aireacion que en los cultivos de 1 L. La fuente de luz  estaba compuesta por
cuatro tubos de luz halégena con una intensidad luminica media total de 124,
5+ 10 umol cm™ s y fotoperiodo de 12 h (Fig. 5.3). De igual manera que en
las botellas de 1 L, se hicieron conteos por triplicado al microscopio en los
dias 10, 12, 15 y 19. Por dltimo, se tomaron 20 ml de cada botella para
determinar el peso seco inicial y final al cabo de 10 dias de seguimiento en
esta etapa del escalado. Las muestras se filtraron mediante filtros de
membrana de 47 mm de didmetro y tamafio de poro 0,2 pm (VWR). Los filtros
se secaron en horno a 100 °C por 1 h y finalmente en desecador por 10 min
antes de pesar. El peso se realizé en balanza analitica de cuatro cifras (VWR)
antes y después del filtrado y asi se determiné la biomasa. Tanto los cultivos
de 1L y 20 L tuvieron temperatura programada a 21 °C y no tuvieron

dosificacion de COo.

Figura 5.3 Cultivo de M. gaditana en botellas de 20 L.



En el dia 19 de seguimiento se llevo a cabo el tltimo paso del escalado
a PBR de 700 L (Fig. 5.4). Este PBR est4 fabricado en acero inoxidable con
forma conica y tiene cuatro ventanas en vidrio templado de 1 cm de grosor y
dos ventanas en la parte superior con tapa en metacrilato, en estas ventanas
estan ubicados los paneles de luz led. La toma de muestras para el conteo se
hizo en los dias 20, 22, 25 y 29 de seguimiento usando una jeringa de 50 ml
con una manguera introducida hasta la mitad de la profundidad del PBR y
puesta en botes plasticos limpiados previamente con isopropanol al 70% y
lavados varias veces con agua destilada. En este caso, el fotoperiodo fue 24:0
luz-oscuridad, controlado por medio de seis paneles de luz led (cuatro a los
lados y dos en la parte superior del reactor) con una intensidad total media
de 253,4 + 26,9 pmol cm2 s1 ((Wholesale Inc) modelo PL-55W-66-28-TG-01,
por su parte, una bomba de aireacion soplante, compuesta por una manguera
con micro-burbuja y controlada por una valvula de paso central en PVC de
forma manual, estd situada en la base del sistema. Finalmente, la
temperatura del cultivo fue de 25 + 0,5 °C, siendo controlada por un sistema
helicoidal en la base del reactor y como complemento se usé un equipo de
calentamiento-enfriamiento Chiller que toma el agua del medio, la pasa a

través del calentador y la deposita al sistema nuevamente.

Figura 5.4 PBR con capacidad de 700 L usado en el escalamiento de V. gaditana.

Por otra parte, se llevé a cabo el pesado en seco al inicio y final del

seguimiento nuevamente. En las tres etapas de escalado se hizo el



seguimiento del pH por medio de un pH-metro de mesa (VWR) para
determinar el rango de variaciéon al no tener CO2z controlando el medio.
Acabado el seguimiento, el PBR fue cosechado por centrifugaciéon con
capacidad de 750 L h1 (EVODOS) y la biomasa fue pesada (Fig. 5.5).
Posteriormente, se tom6 una muestra para ser congelada a -80 °C y luego fue
liofilizada durante 48 h para asegurarse de que la biomasa quedase con la

menor cantidad de humedad posible.
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Figura 5.5 Centrifugacién y obtencién de la biomasa luego de 29 dias de seguimiento del

cultivo de N. gaditana.

La biomasa liofilizada se envié al Banco Espafiol de Algas (BEA, Las
Palmas de Gran Canaria) para la determinacién de lipidos totales y un perfil
de acidos grasos detallado. El laboratorio analitico estimé la produccion de
lipidos totales usando una mezcla de cloroformo-metanol 2:1 (Folch et al.
1957) en las muestras por triplicado. Para el perfil de 4cidos grasos, se realiz
un proceso de trans-esterificacion con H2SO4 al 1% en metanol, obteniendo
asi los acidos grasos metil-esteres y luego cuantificados por Cromatégrafo de
Gases (AGILENT TECHNOLOGIES GC SYSTEM) modelo 7820A. Los AG
separados fueron separados usando Helio como gas portador a una presion
constante de 100 KPa en una columna Supelcowax 10 de 30 m x 0,32 mm y

0,25 i.d (Ref.: 24080-U).



La temperatura inicial de la columna fue de 170 °C durante 2 min,
luego se increment6 hasta 220 °C, manteniéndose por 15 min mas-; para un
tiempo total de 40 min. La deteccion de los picos se realizé con un detector de
ionizacién de llama (FID) y el método de trabajo utilizado fue en SPLIT. La
temperatura de los puestos de inyeccion y de ionizacion de llama fue de 250
°C. Por ultimo, los AG se identificaron por comparacion con estandares

externos (EPA 28).

Para el tratamiento de los datos, se realizaron diagramas de caja para
determinar el comportamiento de la densidad celular y el pH con respecto a
los volimenes de escalado del cultivo. Ademas, se realizé6 un andlisis de
varianza (ANOVA) para determinar diferencias significativas en la densidad
celular y pH durante todo el escalado. Referente al contenido de lipidos totales
y porcentaje de acidos grasos en la biomasa, se realiz6 una comparacién
descriptiva teniendo en cuenta los analisis hechos anteriormente por la

empresa en otros laboratorios y los encontrados en este trabajo.

Como parte del acuerdo de colaboracién con la empresa, los resultados
obtenidos en este trabajo fueron presentados en diferentes sesiones con los
trabajadores y la gerencia de la empresa para darles asesoria y
recomendaciones en la optimizacién en el proceso productivo. Finalmente, se
determinaron costos de algunas de las materias primas usadas
cotidianamente en dicho proceso para que la gerencia de la empresa pueda

darle a la biomasa un precio competitivo en el mercado.
RESULTADOS

Después de 29 dias de seguimiento de N. gaditana desde cultivos de 1
L hasta PBR de 700 L (Fig. 5.6 y Fig. 5.7)) y no tener problemas durante el
crecimiento en cada fase, el volumen sobrante o de respaldo (2 L en la primera
etapay 10 L en la segunda etapa) fue tenido en cuenta al momento de inocular

el siguiente volumen de cultivo.

Teniendo en cuenta lo anterior, se determind una concentraciéon final,

al cabo de nueve dias de 4,1x107 cel ml'! y una variacién de pH entre 6,3 y 9



y la tasa de crecimiento media se estimé en 0,90 + 1,40 d'! en la primera fase
del escalado (Fig. 5.6 y Fig. 5.7). En la segunda etapa del escalado (20 L), la
concentracién celular luego de 19 dias fue de 1,5x107 cel ml! (Fig. 5.6) y un

rango de pH entre 5,8 y 9 (Fig. 5.7).
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Figura 5.6. Distribucién de la densidad celular en cada uno de los volimenes de cultivo.
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Figura 5.7. Distribucién del pH cada volumen del cultivo.



La biomasa registrada de los cultivos al principio de esta segunda parte
del escalado fue una media de 0,33 g L'l y al dia 19 de 0,45 g L'1, dejando una
productividad diaria de 0,012 g L't d'!. Se pudo observar que durante los
primeros tres dias el cultivo decay6 y comenzé a crecer después del dia tres.
Por su parte, el pH mostré pequenas variaciones hasta el dia seis donde

aumentd en forma notoria.

Por ultimo (etapa tres del escalado), en el PBR se encontré un
crecimiento final (dia 29) de 9,5 x 106 cel ml'! (Fig. 5.6) y un pH entre 6,9 y
8,1 aproximadamente (Fig. 5.7). De nuevo, se observé una disminucién en la
concentracion celular durante 24 h desde su inoculacion, teniendo el registro
de pH mas bajo. Entre las 24 y 72 h el cultivo comenzé a crecer y de nuevo los
valores de pH aumentaron; esto coincide con lo visto en cultivos de 20 L. La
biomasa inicial reportada fue de 0,30 g L'l y final de 0,42 g L.'1, siendo 0,03 g
menos que lo visto en la segunda etapa de escalado; esto indica una
transferencia de biomasa desde botellas hasta el PBR superior al 90%,
teniendo posibles pérdidas por la adherencia de biomasa en las paredes de las

botellas durante el crecimiento.

Otra posible razén para esto es que, al aumentar el volumen de cultivo,
la cepa de V. gaditana toma un poco mas de tiempo en adaptarse a las nuevas
condiciones de crecimiento. La productividad diaria en este paso fue de 0,012
g L't d'1, la misma que en botellas de 20 L. Luego de centrifugar el volumen
total en dos tiempos, la biomasa cosechada fue de 450 g, se congel6 a -80 °C y

finalmente fue liofilizada para su analisis de acidos grasos

El analisis de ANOVA encontr6 diferencias significativas en la
densidad celular respecto al volumen de cultivo (P-valor < 0,005), siendo cada
vez menor cuando el volumen de escalado es mayor (Test de Tukey P-valor <
0,05). Esto concuerda con lo estimado por los conteos celulares en donde a los
dias 9 y 19 del escalado las concentraciones celulares disminuyeron con el
aumento el volumen de cultivo (Fig. 5.9). Por otra parte, el pH mostré

diferencias significativas en todo el escalado (ANOVA P-valor < 0,05), pero no



lo suficiente para diferenciar las variaciones de dicha variable en cada etapa

de escalado.

Segun los resultados reportados por el laboratorio del BEA, M.
gaditana con una humedad relativa menor al 10%, produjo una media de 18,8
+ 1,5 % de lipidos totales de los cuales 8,32 % pertenecen a grasas saturadas
(SFAs), 16,05 % grasas monoinsaturadas (MUFAs) y 75,63 % poliinsaturadas
(PUFAS). Del porcentaje de PUFAs, omega-6 representé el 34,7 % y omega-6
de 36,75%.

Por Gltimo, se estimé un radio n3:n6 de 1,06, indicando mayor cantidad
de aceites omega-3 en N. gaditana. De los 48 acidos grasos analizados, solo
nueve no fueron detectados y los méas relevantes (fuente para energia y
alimentario) fueron tenidos en cuenta para realizar la comparativa con lo

obtenido anteriormente por la empresa (Tabla 5.2).

Por otra parte, se cuantificaron las diferentes materias primas usadas
para la obtencién de la biomasa final con el fin de evaluar, en cierta manera
algunos costos en dicha producciéon. Sin embargo, algunos valores, como el
costo de producir el PBR, no fueron suministrados por la empresa ya que se

encuentra a la espera de ser patentado.

Las variables a tener en cuenta fueron: a) composicién del medio
(nutrientes, sal, CO2), b) material fungible (botellas, mangueras, tapones) y

¢) material consumible (energia, agua) (Tabla 5.3).

El precio de una botella de CO2 de 50 L fue de 66,84 €, aunque no se
llegb a usar durante los cultivos, y el valor del KW de energia fue de 0,088 €;
sin embargo, el gasto energia para este PBR no pudo calcularse ya que parte
de los equipos son compartidos por otros sistemas cuya demanda fuentes de
luz y de aireacion es graduada de acuerdo a las necesidades, haciendo que la

demanda de energia sea diferente.



Tabla 5.2 Perfil y porcentaje de acidos grasos més relevantes de N. gaditana.

Acido Graso Nomenclatura %
A. Miristico C14:0 0,84
A. Pentadecanoico C15:0 0,29
A. Palmitico C16:0 5,68
A. Palmitoleico C16:1n7 5,21
A. Estedrico C18:0 0,74
A. Oleico C18:1n9 5,92
A. Araquidico C20:0 0,46
A. Eicosenoico C20:1n7 0,58
A. Hexadecadienoico C16:2n4 0,29
A. Hexadecatrienoico C16:3n4 0,44
A. Linoleico C18:2n6 30,39
A. a-Linolénico C18:3n6 0,37
A. y-Linolénico C18:3n3 14,81
A. Araquidonico C20:4n6 3,08
A. Ficosapentaenoico C20:5n3 17,73
A. Docosahexaenoico C22:6n3 1,11

Tabla 5.3 Costos (€) del material usado para el escalado de N. gaditana en cultivo Batch o

discontinuo.
Item Precio mercado Cantidad usada Gasto aproximado
Nutriente A 85,04 0,95 L 4,04
Nutriente B 85,04 0,95 L 4,04
Sal 294 11,9 ke 2,67
Botella 1L 39,63 10 39,63
Botella 20 L 94,84 4 94,84
Tapon 20 L 24,91 4 99,64
Manguera 3,95 5m 3,95
Lilave 3 vias 8 4 32
Tubo de ensayo 39,07 10 tubos 3,12
Bote plastico 75,75 4 botes 0,8
Agua 1,65 1 m3 1,65
Luz 0’2?\?\2}1169 1044 h 92,05
DISCUSION

En los diferentes trabajos o investigaciones acerca de la produccion a
escala no es comun observar analisis detallados o a profundidad, ya que, por

el namero de variables a tener en cuenta segun el tipo de sistema usado,



producto objetivo (biomasa, pigmentos, lipidos, etc.) o eficiencia en los
diferentes procesos de produccion y cosechado, algunos factores suelen ser
dejados de lado por falta de prevenciéon o desconocimiento. Otro factor que
dificulta una buena planeacién es la falta de informacion de ciertos procesos
que normalmente los propietarios no dan a conocer de forma publica

(Borowitzka y Vonshak, 2017).

Para este caso, la mayoria de los pasos y explicaciones de como realizar
el trabajo de produccién a diarios fueron ensefnados y explicados, pero no
pueden ser divulgados ya que hacen parte de la investigacién y desarrollo que
lleva la empresa internamente para el mejoramiento de los sistemas de
cultivos que alli usan. Por otra parte, el mejoramiento biolégico del cultivo de
N. gaditana se logré con éxito, teniendo como base lo ya implementado por la
empresa desde su creacién a la actualidad ayudando asi en la creacién en

nuevos protocolos de cultivo los cuales no estaban establecidos previamente.

Este sistema de escalado se basé bajo el principio de tener como inéculo
inicial el 10% del volumen al cual se quiera llegar, siendo 100 ml el inéculo
para 1 L, 2 L in6culo para 20 L y 70 L para 700 L y de esta manera llegar a
tener el doble de biomasa al cabo de aproximadamente 10 dias, y que este
ultimo volumen (700 L) sea el complemento para tener una produccién de 7m3
de cultivo. Esto coincide con lo presentado como modelo genérico de
produccién de Borowitzka y Vonshak  (2017), donde se realiza un escalado
cada cinco dias para tener en un mes una producciéon de 10000 L. Sin
embargo, los autores hacen referencia que esto dependera también de la
especie a producir y la concentracién del volumen de inéculo. También
recomiendan probar diferentes alturas de cultivo (dependiendo de si se usan
sistemas abiertos o cerrados), ya que esto puede beneficiar el inicio con baja
densidad celular o tener sistemas cubiertos para tener menor fluctuacion en

la temperatura o la cantidad de luz.

Una de las caracteristicas mas notorias en este proceso de escalado fue
la disminucién en la densidad cada vez que se aumentaba el volumen de

cultivo (Fig. 5.9). Una posibilidad para solventar de cierta manera esto es



aumentar el porcentaje de indculo inicial en cada etapa, logrando que se tarde
menos en llegar a la concentraciéon de biomasa ideal para el siguiente
escalado. No obstante, especies como Arthrospira (Borowitzka y Vonshak,
2017) requieren de una tasas de dilucién menor al 10% evitando asi la

fotoinhibicién.

Otro aspecto que merece ser revisado es la modalidad de cultivo usada
teniendo tres alternativas: a) es discontinuo cuando se cosecha el volumen
total del volumen de cultivo producido (recomendado a escala laboratorio), b)
es semicontinuo cuando se cosecha un porcentaje dejando un volumen
suficiente que sirve como inéculo del siguiente cultivo (recomendado en
sistemas cerrados o abiertos) y ¢) es continuo cuando el volumen retirado de
cultivo es reemplazado de forma simultdnea con nuevo medio (recomendado

en sistemas cerrados y abiertos).

Escalamiento de N. gaditana
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Figura 5.9 Diferentes fases de escalado de V. gaditana durante 29 dias.

Para este caso, el sistema usado fue en forma discontinua, obteniendo
mayor cantidad de biomasa posible en un tiempo fijo. Se ha establecido que
Chlorella mimutissima (Tang et al. 2012) no tuvo diferencias significativas en
cultivos continuos con suplementacion de CO2 y luz continua, presentando

menor concentraciéon al cabo de tres meses. En cultivos semicontinuos, la



produccion puede depender de la fase de crecimiento en donde se obtenga
mayor cantidad del compuesto de interés, debido a esto, se plantea como
alternativa el aumento de biomasa, primero usando sistemas como
fermentadores donde se puede incrementar la densidad celular del inéculo en
pocos dias y generar al mismo tiempo mas compuesto de interés en el volumen

de produccién comercial (Borowitzka y Vonshak, 2017).

En particular, comparando la produccion de lipidos previos a este
trabajo, el tiempo de produccion medio se encontraba entre 50 y 60 dias
independiente del volumen cultivado, dando tiempo a la adaptacién de la
microalga y el efecto de estrés buscado fuese el minimo. En este tiempo de
cultivo se obtuvo 15,02 % y 26,20% de omega 3 y 6, respectivamente, con
dosificacion de COz continua, manteniendo el pH inferior a 8. En este trabajo,
dichos valores fueron superados (36,7 % omega 3 y 34,6 omega 6) en la mitad
de tiempo y sin control de pH. Los datos demostraron que, al reducir tiempos
de cultivo, las variaciones de pH fueron menores a medida que se aumentaba
el volumen de escalado. Es posible que sea necesario un control de pH en
pequerios volimenes con medios heterotréficos (con glucosa como fuente de
carbono), fortaleciendo el cultivo al tiempo que se aumenta la biomasay se
reducen costos. Esa reduccion seria importante ya que, en promedio, en una
produccién de 7m3, la cantidad de CO2 requerida para mantener un solo
sistema duraria entre 3-4 dias, haciendo insostenible su mantenimiento que

seria mas econdmico con otra fuente de carbono como glucosa o bicarbonato.

Respecto al contenido de acidos grasos, se realiz6 una comparativa
teniendo en cuenta el primer analisis hecho, los resultados de este trabajo y
una prueba posterior en sistemas de produccién comercial de 8m3 (Tabla 5.4).
Bajo condiciones de fotoperiodo, tipo de luz, dosificaciéon de nutrientes y sin
adiciéon de COgz similares a las de este trabajo, se mejord la producciéon de los
mismos acidos grasos analizados en 2017, teniendo como tnica diferencia el
tiempo de crecimiento (55-95 dias en 2017, 30 dias en PBR de 700 L y 40-45
dias en PBR de 10m3 en 2018). Adema4s, el contenido de omega 3 aumenté y

omega 6 disminuyd con respecto a lo encontrado en este trabajo. Se debe



aclarar que estos tiempos de crecimiento corresponden a todo el proceso desde
la inoculacién del sistema comercial hasta su cosechado. Ademas, el diseno
del PBR usado aqui fue la base para la fabricacion del sistema productivo de

mayor volumen (30 m3) en el que se obtuvieron mejores resultados.

Tabla 5.4 Comparativa en la produccién de acidos grasos antes y después de la optimizacién

del cultivo de V. gaditana con aplicacion en sistemas productivos a gran escala de la empresa.

Andlisis Este trabaio Andlisis
AG laboratorio 1 03-201 8] laboratorio 2
09-2017 07-2018
C18:2n6 12,36 30,39 3,6
C18:3 12,36 15,18 8,4
C20:4n6 0,55 3,08 4
C20:5n3+C22:6n3 2,65 18,84 35,6

Poder incrementar los niveles de ARA, EPA y DHA hace que la biomasa
producida por la empresa tenga mejor mercado en la actualidad. Se sabe que
el consumo de estos AG se asocia con la prolongacién en la gestacion y
disminucién de los nacimientos prematuros, asi como la disminucién en la
mortalidad por enfermedades coronarias. Se estima que la mayor fuente de
omega 3 y 6 proviene de la comida de mar, sin embargo, estos alimentos llegan
a contener concentraciones elevadas de contaminantes como metales pesados
o compuestos persistentes (PCBs) debido a su capacidad bioacumuladora

(Watters y Edmonds, 2012).

La comercializacién de omega 3 en algas y en productos que contengan
aceite de pescado ha sido valorada anteriormente. En algas, el precio por
kilogramo de este aceite fue de $140, mucho mayor que las fuentes derivadas
del pescado. En Suramérica, la pesca de anchoa supli6 la necesidad de 300.000
ton de aceite de pescado con 30% de EPA+DHA, aproximadamente, pero en el
ano 2013 solo se logré6 una produccién cercana a 175.000 ton lo cual es
insuficiente para suplir dicha demanda (Borowitzka, 2013), ademas de ser de
amplio conocimiento la disminucién de los recursos pesqueros en el mundo
debido a la sobreexplotaciéon. Estas condiciones hacen del cultivo de

microalgas una gran alternativa, no solo para la produccion de dichos



compuestos sino ademds como una fuente rica en proteina, carbohidratos,

minerales y vitaminas tanto para consumo humano como animal.

Por dltimo, en relaciéon a los gastos generados durante este trabajo,
parte del material usado es amortizado por su uso continuo al iniciar un nuevo
moculo  desde laboratorio hasta los sistemas de produccion. En el caso de
los nutrientes, seria recomendable probar con fertilizantes comerciales,
teniendo en cuenta los ingredientes de las recetas usadas en la elaboracion de
medios nutritivos para cultivos microalgales como f/2, BG-11 entre otros.
Estos fertilizantes son encontrados en mercados locales, teniendo la ventaja
que pueden ser adquiridos al momento de la compra y en las cantidades
deseadas. Se debe tener en cuenta el contenido de metales en estos
fertilizantes, ya que dependiendo de cual sea y en qué concentracién se
encuentre, pueden llegar a ser nocivos para el cultivo teniendo en cuenta que

estos compuestos quimicos estan disenados para la agricultura o jardineria.

En el caso de la energia, debido a que la maquinaria relacionada con el
diseno experimental no fue usada de manera exclusiva para este fin, no se
pudo establecer un gasto aproximado. Por otra parte, se supo que el costo de
energia en esta regién es cobrado mensualmente y el valor aproximado por
KW h't es de 0,0882 € segun el plan de energia contratado por la empresa. El
costo del COz2 por su parte, aunque no se us6 en este diseno, es de 66,84 € por
50 L, siendo esta cantidad insuficiente para el volumen de produccién actual.
Una alternativa a probar seria la dosificacion de COg2 Uinicamente en los
in6culos para que este llegue en las mejores condiciones de concentracién
celular al volumen de produccién (10 000-12 000 L) y que en esta dltima fase
sea en donde se presenten las condiciones de estrés, reduciendo asi los

tiempos de crecimiento como gastos en fases previas.

Ya que el gasto de agua es contintio y teniendo en cuenta la
problematica de buscar mejorar procesos que ayuden a disminuir el impacto
sobre los recursos no renovables, se recomienda realizar una reutilizacion del
agua luego de cosechar la biomasa. En la produccion de aceites para la

generacién de biocombustible (Farooq et al. 2015), el reciclado de agua no solo



es importante para reducir la “huella hidrica” sino ademas minimiza la

energia requerida en la etapa de produccién del cultivo.

Por otra parte, también se puede ahorrar en nutrientes al ver que estos
no han sido consumidos por las algas en su totalidad. En el montaje y puesta
en marcha de un PBR para la produccién de microalgas (Martins et al. 2018),
la huella hidrica generada estuvo entre 2,4-6,8 m3 por kilogramo de biomasa
generada. Ademas, la fase de operacion fue la responsable de mas del 60% de
consumo de agua asociado a la produccién de electricidad y nutrientes

requeridos en esta fase.

Es de vital importancia establecer previamente la tasa de reciclado, ya
que existe la posibilidad de requerir un volumen determinado de agua fresca
manteniendo asi la calidad del agua de manera aceptable y una
suplementacién adecuada de nutrientes para el nuevo cultivo. Se ha
encontrado una tasa de reciclado del medio entre el 70-85% con resultados
notables en la producciéon de biomasa en un segundo cultivo, aunque esto es

variable dependiendo de la especie usada (Lowrey et al. 2015).

Para este trabajo, la modalidad de cultivo discontinuo o batch usado no
es el mas adecuado para una produccion a escala industrial, ya que iniciar un
volumen productivo viable econémicamente desde pequenos volimenes cada
vez que ese coseche por completo, hace que la producciéon de la biomasa sea
mas costosa. Se ha demostrado que una producciéon con mayor continuidad
generalmente tiene menor costo, teniendo en cuenta una menor inactividad
de los sistemas por limpieza, desinfeccién y mantenimiento del sistema

productivo (Coelho et al. 2014).

Como medida final, es muy importante tener en cuenta el objetivo por
el cual se lleva a cabo un cultivo de microalgas, si se busca la generacion de
biomasa o de algiin producto o metabolito particular. Debido a que al
modificar los parametros basicos que influencian el crecimiento de la biomasa
o la produccién de lipidos como en este caso, uno de estos productos se vera
afectado ya que la célula no logra invertir la energia necesaria en reproducirse

o producir metabolitos. A la hora de un mercado especifico, el por qué se



producen microalgas sera determinante para la estabilidad econdémica a
futuro de cualquier empresa siendo determinante el nicho de mercado en el

que esta se encuentre.



Capitulo 6

Discusién General



En las dltimas décadas el deterioro en la calidad ambiental ha ido en
aumento, la contaminacién se ha visto relacionada con el aumento de la
poblacién, urbanizacién e industrializacién a nivel mundial (Renuka et al.
2015; Rawat et al. 2011). Este incremento, a su vez, va ligado con la
generacion de residuos sélidos y aguas residuales, causando un impacto
negativo en los ecosistemas; estas aguas suelen tener altas cargas, tanto de
nutrientes como de contaminantes, que al momento de su descarga en los
diferentes cuerpos de agua generan una eutrofizacion del sistema teniendo
como consecuencia pérdidas en biodiversidad y econémicas considerables (Cai
et al. 2013). El trabajo desarrollado durante esta tesis de doctorado quiere
mostrar la viabilidad de las microalgas como tratamiento de aguas residuales
generadas a partir de residuos sélidos urbanos (lixiviados), en donde su carga
de materia organica e inorganica puede ser usada como fuente de nutrientes
para su crecimiento y generaciéon de biomasa con valor anadido en la

biotecnologia.

Para tener una visién general de lo que se puede encontrar en estos
sistemas, se hizo una caracterizacion fitoplanctonica de un sistema de
tratamiento de residuos teniendo en cuenta puntos de formacion, recoleccion
y tratamiento de lixiviados, encontrandose un rango amplio de especies alli
(capitulo 2). Establecido esto, fue necesaria una seleccién morfolégica y
molecular teniendo en cuenta el establecimiento de un cultivo base y asi
evaluar su crecimiento, consumo de nutrientes y produccién de compuestos
de interés (capitulos 3 y 4), para finalmente aplicar el conocimiento adquirido
en una producciéon de microalgas a nivel industrial mejorando las distintas
técnicas adquiridas en laboratorio (capitulo 5). En resumen, los resultados
aqui expuestos han mostrado la capacidad de siete especies de microalgas de
sobrevivir a diferentes concentraciones de lixiviado pre-tratado (LP) como su

unico aporte de nutrientes durante ensayos de 96 h hasta 18 dias, en donde



su capacidad de consumo de nitrégeno y fosforo, y su tasa produccion de

pigmentos y lipidos fueron diferentes en cada una de ellas.

Lixiviados como objeto de estudio

Los lixiviados son el resultado de una serie de complejos procesos
fisicos, quimicos y microbiolégicos en donde la filtracion del agua desde la
superficie y a través de las diferentes capas de residuos arrastra todo tipo de
material, generando agua residual con material organico disuelto,
componentes inorganicos, metales pesados y compuestos xenobidticos
(Kjeldsen et al. 2002). Un tratamiento no adecuado de estas aguas puede
causar una mezcla con las aguas subterraneas o superficiales, contribuyendo
a la contaminacién del suelo y de los distintos cuerpos de agua cercanos.
Ademas, su composicion especifica sera dependiente del lugar de tratamiento,
las caracteristicas de los residuos sélidos depositados (condiciones
fisicoquimicas), el régimen de lluvias de la zona y la edad del vertedero
(Gotvajn y Pavko, 2015), haciendo necesaria la bisqueda de alternativas que
puedan complementar dicho tratamiento para asi reducir atin mas el impacto

negativo en el medio.

En este contexto, la fitorremediacion basada en el uso de microalgas
aparece como un método viable para el tratamiento de estas aguas residuales,
ya que representan una parte integral de la diversidad microbiana que alli se
encuentra. Gracias a esta diversidad, estos microorganismos son capaces de
adaptarse a ambientes complejos, siendo de mayor interés para la comunidad
cientifica en su busqueda de géneros y especies para el desarrollo prometedor
de tratamientos de aguas residuales basado en estos organismos (Renuka et

al. 2015).

Varios de los trabajos desarrollados se han enfocado en la captacion,
principalmente, de distintos compuestos nitrogenados (amonio, amoniaco,
nitrato), de fésforo y de metales pesados u otros elementos que en altas

concentraciones, pueden ser téxicos o letales (Paskuliakova et al. 2018;



Renuka et al. 2015; Sforza et al. 2015; Chen et al. 2013; Renuka et al. 2013;
Monteiro et al. 2012; Rawat et al. 2011; Lin et al. 2007; Clément et al. 1997;
Chu et al. 1996). Viendo su capacidad de remocién, se ha valorado la
produccion de biomasa para la generacion de lipidos, pigmentos y otros
metabolitos que en la actualidad manejan un amplio mercado en la industria
farmacéutica, cosmética o alimentaria (Ferreira et al. 2019; Hernandez-
Garcia et al. 2019; Sarpal et al. 2019; Chang et al. 2018; Sun et al. 2018;
Cheah et al. 2016; Zhao et al. 2014; Abomohra et al. 2013; Varfolomeev y
Wasserman, 2011; Chacén-Lee y Gonzalez-Marifio, 2010). Las microalgas
evaluadas en este estudio, a pesar de tener una baja capacidad de remocién
de nitrégeno, han podido consumir mas de la mitad del fésforo disponible en

el medio.

Las diferentes especies aqui probadas respondieron de una forma
distinta a cada concentraciéon de LP expuesta, esto indica que realizar
diluciones previas (Paskuliakova et al. 2018b; Sforza et al. 2015; Chinnasamy
et al. 2014; Cheng y Tian, 2013; Ji et al. 2013; Lin et al. 2007) puede traer
ventajas al momento de exponer a cualquier microalga a este tipo de
ambientes por su contenido de sustancias, compuestos y otros elementos
nocivos, cuya presencia en el medio puede estar disminuida haciendo que su
efecto sobre el cultivo sea bajo. Sin embargo, esta dilucién también conlleva
una disminucién de elementos limitantes que desde un inicio ya vienen en
baja concentracién, como alguno iones, minerales o hasta ciertos nutrientes
(Paskuliakova et al. 2018b, 2018a, 2016), explicando por qué en los ensayos
realizados en remociéon de nitrégeno no se encontré un consumo relevante

frente al fosforo.

Otro aspecto a resaltar es el volumen de indculo. Si bien es verdad que
las concentraciones de los inéculos iniciales usados a los largo de esta
investigacién (105-106 cel ml?) fueron bajos a comparacién de lo referenciado
en otros trabajos (Tam y Wong, 1989), en ensayos preliminares siempre se
pudo observar una tolerancia como crecimiento al exponerla al LP sin diluir.

De todas maneras, es recomendable, de acuerdo a las caracteristicas



fisicoquimicas del agua residual, para mejores resultados sea posible el uso
de un indculo de mayor tamano tanto previniendo de cierta manera que al no

crecer las microalgas en el medio no sea por un volumen de inéculo adecuado.

Aplicaciones biotecnoldgicas

Durante el desarrollo de este trabajo, especies como Coelastrella sp. 1
y 2 han producido gran cantidad de B-carotenoides estando y sin estar
expuestas al LP. Estos pigmentos han sido de gran interés en la investigacion
por su capacidad antioxidante al igual que en la alimentacién como un agente
colorante natural (Abe et al. 2004) y alivio de los sintomas en diferentes
enfermedades (Sun et al. 2018). En grandes operaciones, también se ha
podido determinar su produccion en especies como A. platensis, llamativa por
su contenido nutritivo y otras de gran importancia en la acuicultura (di Lena
et al. 2019; Gu et al. 2005). Los géneros Chlamydomonas (Paskuliakova et al.
2018; Pham et al. 2014) y Desmodesmus (Herndndez-Garcia et al. 2019;
Komolafe et al. 2014; Jemec et al. 2012) no suelen usarse en cultivos de
microalgas; sin embargo, son géneros que se encuentran en aguas con alto
impacto de contaminacién como aguas residuales, su incremento en la
generacion de biomasa y su resistencia en ensayos de toxicidad, hace que
puedan ser tenidas en cuenta como posibles bioindicadores de aguas con alta

carga de materia organica, entre otros compuestos.

Tetracystis sp. no solo ha tenido la capacidad de tolerar hasta un 10%
de LP, sino que también puede generar biomasa en estas condiciones.
Especies como Tetracystis intermedium (Cuellar-Bermudez et al. 2015) han
sido reportadas con la capacidad de producir carotenoides secundarios
importantes en la industria biotecnolégica. No obstante, Tetracystis fissurata
(Safonova et al. 2004) no ha sido capaz de crecer en agua residual, siendo esta
toxica bajo dichas condiciones experimentales durante 10 dias. Acutodesmus
obliquus ha sido aislada y usada para el tratamiento de lixiviados urbanos
(Sforza et al. 2015), siendo la mejor en producir biomasa y remocién de

nutrientes del medio. En este trabajo no fue la mejor en crecimiento, pero si



una de las que mas nitréogeno total removié del medio y del fésforo total
consumi6é mas del 70% de lo disponible, produjo mas biomasa, carbohidratos

y lipidos en LP que en condiciones estandar de cultivo.

El género Chlorella ha sido estudiado ampliamente en estos ambientes
(Chang et al. 2018; Ouaer et al. 2016; Ji et al. 2013; Barthel et al. 2008; Lin
et al. 2007; Tam y Wong, 1989) y su respuesta ha sido variada. Desde su
dominio en aguas procedentes de granjas de animales donde los mejores
resultados no fueron superiores al 20% de concentracién de agua residual (Ji
et al. 2013; Barthel et al. 2008), pasando por su adaptacién al medio teniendo
en cuenta que un inéculo de mayor tamano tendra mayor remocién de
nutrientes como capacidad de sobrevivir y generar biomasa (Ouaer et al.
2016; Tam y Wong, 1989), hasta una produccién a mayor escala para la
generacion de lipidos en sistemas controlados con un rendimiento de hasta
0,95 g L' de biomasa al dia (Chang et al. 2018). En este estudio, se pudo
determinar que Chlorella sp. no fue una de las mejores especies en producir
biomasa, pero si de las que un porcentaje considerable de grasas
poliinsaturadas fueron cuantificadas en LP, tanto a concentraciones medias
como altas; también fue la tUnica especie que crecid en todas las
concentraciones probadas de LP a una tasa casi constante y fue capaz de

duplicar su densidad celular en 24 h al 50% del valor de referencia diario.

Un futuro més sostenible

El proyecto ReCO2VERY no solo logré6 demostrar la viabilidad de
generar biomasa a partir de aguas residuales conocidas como lixiviados,
generados a partir de una planta de tratamiento de residuos sélidos urbanos
con aplicaciones biotecnoldgicas, sino también mostro6 la posibilidad de seguir
reduciendo el impacto antropogénico sobre los ecosistemas acuaticos. En
diferentes partes del mundo se han estado llevando a cabo diferentes
investigaciones como proyectos donde estas aguas son protagonistas (Cheah
et al. 2016; Dogaris et al. 2019) a diferentes niveles teniendo en cuenta que el
uso de agua en cultivos es elevado (Chew et al. 2018; Martins et al. 2018;

Farooq et al. 2015).



Otro punto importante es el aprovechamiento de las comunidades
algales que pueden verse relacionadas con estos sistemas de tratamiento.
Esto genera una gran oportunidad, no solo de estudiar las comunidades que
alli existen tanto a corto como a largo plazo, sino ademas tener diferentes
tipos de cepas a disposicién ya que al ser parte “natural” de dichos sistemas,
los periodos de adaptacién que pueden tener las microalgas que no han sido
expuestas a estas condiciones, ademas de la variabilidad fisicoquimica como
ambiental a la que pueden estar sujetas de forma cotidiana, hace que estas
cepas nativas tengan mayor relevancia al momento de escoger las especies a

usar.

Aqui y en otros trabajos (Herndndez-Garcia et al. 2019; Renuka et al.
2015b; Costa et al. 2014; Renuka 2013; Safonova et al. 2004), ha sido
importante estudiar diferentes especies ya que no todas presentan
comportamientos similares ante las mismas condiciones experimentales. Se
ha visto que, a pesar de ser una misma especie o perteneciente al mismo
género, no se pueden garantizar resultados 6ptimos, como sucedié en esta
investigacion con Coelastrella sp. 1y 2, donde la primera no sobrevivié a las
condiciones aqui mostradas. Esto hace pensar que tanto Desmodesmus sp.
como Coelastrella sp. 1 no sean especies que se encuentren de forma frecuente
en este medio, llevando a plantearse que estos organismos pudiesen actuar
como agentes susceptibles a perturbaciones ambientales (Abe et al. 2004) o
simplemente sean oportunistas de acuerdo a las condiciones ambientales
dadas durante la toma de muestras. Para una mayor certeza, es necesario
hacer estudios preliminares que abarquen una escala de tiempo mayor a la
que fue tenida en cuenta aca donde, por razones de logistica y acceso a las
instalaciones debido a politicas de la planta de tratamiento, no se haya

logrado cubrir otras épocas del ano.



Capitulo 7

Conclusiones Generales



. Las microalgas y cianobacterias son microorganismos que tienen la
capacidad de adaptarse a diferentes condiciones ambientales
desfavorables y atipicas para su crecimiento y desarrollo. En el lixiviado,
estos organismos mostraron la capacidad de crecer, consumir nutrientes y
producir compuestos que son altamente valorados en el mercado

alimentario, energético, farmacéutico, entre otros.

. La determinacién taxonémica del fitoplancton presente en el sistema de
estanques y charcas que hacen parte de la planta de tratamiento
COGERSA da una vision global de las condiciones fisicoquimicas a las que
puede estar expuesta la comunidad, encontrando una relacién con las

caracteristicas morfométricas de los estanques y charcas muestreados.

. Los parametros fisicoquimicos del lixiviado usado no son constantes en el
tiempo, estos dependen de la naturaleza de la materia organica en
descomposicién, la presencia de agua, el tiempo de descomposicién que
lleva el proceso y el tratamiento de nitrificacién-desnitrificacion

bacteriano hecho por la planta depuradora.

. La respuesta de las cepas de microalgas a los tratamientos con lixiviado
tratado probadas fue distinta. A pesar de ser cepas aisladas del propio
vertedero, el grado de tolerancia estimado muestra que las cepas no estan
continuamente en el sistema a lo largo del tiempo ni de los parametros

fisicoquimicos del lixiviado.

. Tanto Desmosdesmus sp. y Coelastrella sp. 1 no crecieron en el lixiviado.
Por otra parte, Tetracystis sp., Chlamydomonas sp. y A. obliquuslograron
crecer hasta una concentracion de 10% de lixiviado tratado. Por dltimo,
Coelastrella sp. 2 y Chlorella sp. fueron las tUnicas en crecer en

concentraciones hasta de 50% de lixiviado.



6. En la produccion de lipidos, Desmodesmus sp. y Coelastrella sp. 1
produjeron mas acidos grasos saturados. Tetracystis sp. y
Chlamydomonas sp. fueron mejores productoras en lipidos
poliinsaturados tanto controles como en tratamientos, mientras que A.
obliquus obtuvo mayor cantidad de lipidos saturados en presencia de
lixiviado. Finalmente, Coelastrella sp. 2 produjo mayor lipido
poliilnsaturado en los tratamientos al igual que lo observado en

Chlorella sp.

7. El escalado de cultivos a nivel industrial genera grandes retos a la hora de
mantener un equilibrio entre la produccién de biomasa y el disefio de PBR
usado. Ademas, los costos generados en dicha produccién suelen ser
elevados y esto obliga a tener claridad sobre las cualidades que debe tener

la biomasa segtin el mercado objetivo.

8. El diseno de un calendario de escalado como el usado en este trabajo es de
gran importancia al momento de adquirir un ritmo de trabajo teniendo en
cuenta el tiempo de crecimiento del cultivo. El factor tiempo en este
calendario de escalado juega un papel importante debido a que la
proporcion de varios de los subproductos de interés que las microalgas

tienen pueden verse afectados.
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