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RESUMEN

Las microalgas son organismos capaces de crecer en ambientes acuaticos diversos incluyendo
aguas residuales, ya que pueden degradar sus nutrientes para su biorremediacion, ademas de
realizar fotosintesis y acumular una gran cantidad de biomasa que contiene lipidos de alta
energia, usados para la produccion de biocombustibles. En el presente estudio se usaron las
especies Scenedesmus sp y Chlorella vulgaris cultivadas en agua residual del proceso de
elaboracion de cerveza artesanal en fotobiorreactores planos, bajo las condiciones atmosféricas
de Quito con control de temperatura. Para las dos especies se analizo el crecimiento (conteo
celular y densidad optica), los parametros fisicogquimicos (NT, COT y PT) y extraccion de
lipidos, los cuales se caracterizaron en forma de acidos grasos libres (AGL) y ésteres metilicos
de &cidos grasos (FAMES) para su uso potencial como biocombustible. Los resultados indican
similares producciones de biomasa en las especies Scenedesmus sp y Chlorella vulgaris (0.028
y 0.027 g/L*d respectivamente), altos porcentajes de remocion de nutrientes en Scenedesmus
sp (75.82 % NT, 71.66 % PT y 78.08 % COT) y en Chlorella vulgaris (60.31% NT, 78.06 %
PT, 52.77 % COT). Los tres mejores solventes extractores en lipidos y AGL fueron etanol,
metanol y cloroformo: metanol (1:2), con rangos de extraccion de en 11.11 —19.07 % m/m para
lipidos y 7.51 — 41.68 % m/m para AGL. Para Chlorella vulgaris se obtuvieron mejores
porcentajes de extraccion en FAMEs usando H2SO4 con un rango entre 38.15 - 45.50 % m/m;
mientras que para Scenedesmus sp su mejor extraccion fue usando resina comercial CT-269
con un rango entre 30 — 70 % m/m. Aunque los valores de lipidos, AGL y FAMEs son bajos
comparado con estudios de otros autores, no se descarta el posible uso del agua residual de

cerveza para la obtencion de biocombustibles a partir del cultivo de estas dos especies.

Palabras claves: agua residual, cerveceria, Scenedesmus sp, Chlorella vulgaris, lipidos, AGL,

FAMEs.
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SUMMARY

Microalgae are organisms capable of growing in diverse aquatic environments including
wastewater, since they can degrade their nutrients for bioremediation, as well as
photosynthesize and accumulate a large amount of biomass containing high-energy lipids, used
for biofuel production. In the present study, Scenedesmus sp and Chlorella vulgaris species
were used, grown in wastewater from the craft beer brewing process in flat photobioreactors,
under the atmospheric conditions of Quito with temperature control. For both species, growth
(cell count and optical density), physicochemical parameters (NT, TOC and PT) and lipid
extraction were analyzed, which were characterized in the form of free fatty acids (FFA) and
fatty acid methyl esters (FAMES) for their potential use as biofuel. The results indicate similar
biomass productions in Scenedesmus sp and Chlorella vulgaris species (0.028 and 0.027 g/L*d
respectively), high nutrient removal percentages in Scenedesmus sp (75.82 % NT, 71.66 % PT
and 78.08 % TOC) and in Chlorella vulgaris (60.31 % NT, 78.06 % PT, 52.77 % TOC). The
three best extracting solvents in lipids and FFA were ethanol, methanol and chloroform:
methanol (1:2), with extraction ranges of 11.11 - 19.07 % m/m for lipids and 7.51 - 41.68 %
m/m for FFA. For Chlorella vulgaris better extraction percentages were obtained in FAMEs
using H>SO4 with a range between 38.15 - 45.50 % m/m; while for Scenedesmus sp its best
extraction was using commercial resin CT-269 with a range between 30 - 70 % m/m. Although
the values of lipids, FFA and FAMEs are low compared to studies by other authors, the possible
use of beer wastewater to obtain biofuels from the cultivation of these two species is not ruled

out.

Key words: wastewater, brewery, Scenedesmus sp, Chlorella vulgaris, lipids, FFA, FAMEs.
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1. INTRODUCCION

Los biocombustibles son combustibles que se obtienen a partir de la biomasa de
organismos Vvivos o sus desechos metabdlicos. Estos se clasifican en tres grupos: los de primera
generacion (G1) producidos a partir de cultivos alimentarios o alimentos de animales, los de
segunda generacion (G2) que se obtienen de materias primas no alimentarias, residuos agricolas
y forestales, por ultimo los de tercera generacion (G3) que se extraen de las algas; entre ellas,
las microalgas que tienen la biomasa méas abundante en el mundo (Chang & Murillo, 2017). La
ventaja con respecto a las otras generaciones es su crecimiento rapido, evita la competencia
alimentaria y el uso de tierras destinadas a cultivos alimentarios, ya que pueden cultivarse en
tierras no cultivables y empleando aguas residuales, pero hay desventajas como el alto consumo
de energia, lo cual hasta ahora hace su obtencién econdmicamente inviable (Jeswani et al.,

2020).

El crecimiento de microalgas en agua residual de cerveza se ha descrito como un proceso
eficiente, rentable y sostenible para la remediacion de aguas de descarga, ya que tiene un alto
contenido de nitrégeno, fosforo, carbono y otras cargas organicas que pueden aprovecharse para
obtener biomasa para la produccion de biocombustibles, bioplasticos y biofertilizantes (Ferreira
et al., 2018). Los beneficios de cultivar en agua residual son: la reduccién de costos en la
produccion de biomasa, menor demanda de energia, y optimizacion de la metodologia de
productividad y cosecha. (Navarro-Lopez et al., 2020). El agua residual de cerveza tiene las
siguientes caracteristicas: altos componentes organicos como azucares, almidon, etanol y
acidos grasos volatiles, su temperatura oscila entre 25-38 °C y pH variable entre 3-12,
dependiendo de su pretratamiento. Con estas caracteristicas las microalgas no tienen ningdn

problema en cultivarse en este tipo de agua residual (Amenorfenyo et al., 2019).
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Los biocombustibles derivados de biomasa como las microalgas, surgen de la idea de
remplazar los combustibles fdsiles debido a la preocupacion por el cambio climético, la
disminucion de recursos fosiles y el aseguramiento de la sostenibilidad energética (Ramos &
Villar, 2016). Se perciben como combustibles amigables con el ambiente, ya que su uso
disminuye la concentracién de contaminantes como el dioxido de carbono (CO.) en el aire
puesto que en la combustién de biocombustibles se emite la misma cantidad de CO; captada
por las microalgas durante su crecimiento (Chang & Murillo, 2017). La idea de obtener
biocombustible a partir de aceite vegetal surgi6 en Paris en el siglo XIX, Rudolph Diesel usd
aceite no procesado de origen vegetal para mantenimiento de motores, pero obtuvo algunos
problemas, de alli el pensamiento de que el aceite sea procesado para obtencion de
biocombustibles, y de esta manera sea similar a los combustibles fésiles en su capacidad térmica
y su perfil de emision (Ramirez & Chavez Norma, 2012). Algunos estudios demuestran que la
mezcla de aceite de algas con combustible fosil en una proporcion del 20% reduce el escape de
hidrocarburos; es por ello que los biocombustibles se consideran una alternativa a los

combustibles derivados del petrdleo y el carbon (Ganesan et al., 2020).

Las microalgas son organismos fotosintéticos microscopicos que crecen en ambientes
acuaticos y pueden ser eucariotas o0 procariotas, igual que las cianobacterias. Para su cultivo
hay que considerar las condiciones Gptimas para su crecimiento, tales como: macronutrientes
(fésforo, nitrégeno y carbono), micronutrientes, temperatura entre 20-30°C y el pH entre 6-
8.76; ademas de tomar en cuenta la salinidad, intensidad luminica, agitacion y alimentacion de
02y CO2 (Velez Tamayo, 2012). Algunas especies pueden resistir y/o adaptarse a altos valores
de temperatura, pH, y salinidad. (Khan et al., 2018). Pero para obtener un mejor rendimiento
de lipidos de las microalgas, se someten a condiciones de estrés limitando el nitrégeno y
aumentando el hierro en el medio (Serrano Bermudez et al., 2011). Debido a su tasa de

crecimiento rapido, produccion de biomasa, su aportacion de carbono, lipidos, proteinas,
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antioxidantes, entre otros bioproductos; son consideradas como una de las mejores biomasas
para la produccion de biocombustibles, suplementos de salud, productos farmacéuticos y

cosméticos (Khan et al., 2018).

Los biocombustibles pueden obtenerse a partir de microalgas, debido a que estas son
capaces de convertir el CO2 y la luz en biomasa que contiene lipidos de alta energia que son el
pilar fundamental de biocombustibles liquidos como biodiésel y bioaceites. Los lipidos que se
producen se dividen en lipidos polares glicerofosfolipidos (estructura celular) y lipidos no
polares triacilgliceroles (almacenamiento de energia). Los lipidos polares tienen largas cadenas
de acidos grasos que se transforman en acidos grasos polinsaturados con potencial para producir
biocombustibles. (Alishah Aratboni et al., 2019). Para la extraccion de estos lipidos de la
biomasa microalgal se han desarrollado varias técnicas mecanicas, quimicas y enzimaticas. En
la extraccion quimica, se utilizan diferentes disolventes organicos y catalizadores para
extraccion de éster de metilo de acidos grasos (FAMEs por sus siglas en inglés), por medio de
reacciones de transesterificacion en biomasa seca y humeda. Pero también después de todos
estos procesos se pude recuperar la biomasa residual para producir biogas y licores para uso de

fertilizantes (Musa et al., 2019).

La biosintesis de lipidos empieza con la unidn del complejo luz-biomasa medida por la
clorofila, quienes capturan energia en forma de fotones y que son empleados en la oxidacion
catalitica del agua para formar electrones, protones y O.. Los electrones promueven la
produccion de NADPH, mientras que los protones generan un gradiente electroquimico para
formacion de ATP, estos dos compuestos son usados en el ciclo de Calvin para formar acetil-
CoA, las cuales son carboxiladas en el cloroplasto formando malonil-CoA, quien es
transportada a la ACP (proteina portadora de acilos) y es condensada con otra molécula de
malonil-CoA. Este ciclo se repite hasta formar cadenas saturadas de &cidos grasos (Scott et al.,

2010).
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Loa triglicéridos (TAG) se forman en los plasticos del reticulo endoplasmético donde
se producen lipidos neutros. La sintesis de TAG empieza con la condensacion de glicerol-3-
fosfato con acil-CoA formando &cido lisofosfatidico, el cual es condensado con otra molécula
de acil-CoA para produccion de &cido fosfatidico; esta molécula es desfosforilada por enzimas
formando diacilglicerol, al cual se une otro grupo de acil-CoA formando TAG, los cuales son

la materia prima para la obtencion de biocombustibles (Carlos Fernandez-Linares et al., 2012).
2. HIPOTESIS

El agua residual de cerveza tiene un alto contenido de nutrientes que pueden
aprovecharse como medio de cultivo para que microalgas de las especies Chlorella vulgaris y

Scenedesmus sp tengan una mayor tasa de crecimiento y un alto porcentaje de lipidos.
3. OBJETIVOS
General.

Obtener un alto rendimiento de lipidos a partir de microalgas cultivadas en agua residual
de una industria de cerveza artesanal como materia prima potencial para la produccion de

biocombustibles.
Especificos.

Caracterizar el agua residual de cerveza artesanal mediante métodos fisicoquimicos para

su uso como potencial medio de cultivo para las microalgas de estudio.

Determinar la cinética de crecimiento, parametros fisicoquimicos y productividad de
biomasa de microalgas cultivadas en el agua residual de cerveza artesanal en fotobiorreactores

expuestos a las condiciones atmosféricas de la ciudad de Quito.
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Obtener un rendimiento de lipidos, acidos grasos libres y ésteres metilicos aptos para la
produccion de biocombustibles a partir de microalgas cultivadas en agua residual de una

industria de cerveza artesanal.
4. MATERIALES Y METODOS
Area de estudio.

El estudio se realiz6 en Ecuador en la regién sierra en la ciudad de Quito en el laboratorio
de Quimica de la Facultad de Ingenierias y Ciencias Aplicadas de la Universidad Internacional
SEK que se encuentra ubicado en la avenida Einstein y quinta transversal. La recoleccion del

agua residual se realiz6 en las instalaciones de una cerveceria ubicada en Cumbaya, Ecuador.
Materiales.

e Inoculo de microalgas.
e Agua residual de cerveza artesanal.

e Reactivos y equipos.
Metodologia.
Fase de campo.

e Obtencion del in6culo.

Las cepas de microalgas de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp que se
utilizaron en este estudio se obtuvieron del Banco Espariol de Algas y se conservaron en medio
liquido BBM (Bold’s Basal Medium) que aporta los nutrientes necesarios para su crecimiento
Optimo (Sharma et al., 2016).

e Obtencion del medio de cultivo.
Para el estudio se recolectaron 100 | de agua residual de cerveza de una fabrica de

cerveza artesanal ubicada en Quito, Ecuador en el sector de Cumbaya.
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Fase de laboratorio.

e Preparacion del inoculo.

Previamente a la siembra en el fotobiorreactor con agua residual de cerveza se realizaron
cinco réplicas de cada una de las cepas en medio BBM (Bold’s Basal Medium) en botellas
autoclavablesde 1 | con una dilucion 1:10 dentro de una campana de flujo laminar para evitar
cualquier tipo de contaminacion; a continuacion, se coloco una conexién de aireacion continua
de 4.2 I/min durante 15 dias a temperatura ambiente, con luz artificial constante, con
fotoperiodos de 12 horas a 60 pmol m2 s,

e Preparacion del medio de cultivo.

Se prepararon 80 | del agua residual recolectada a una dilucion 1:10 para Chlorella
vulgaris y dilucion 1:20 para Scenedesmus sp, luego se esteriliz6 en autoclave a 121.5 °C
durante 30 minutos y se dejo enfriar a temperatura ambiente. A continuacién, los restos de
particulas solidas se removieron con un filtro de multicapas de forma analoga a las
investigaciones de (Qin et al., 2014; Wang et al., 2015).

e Siembra en el fotobiorreactor.

El in6culo de microalgas con densidad celular de 2.1*10° cel/ml para Scenedesmus sp y
4.98*10° cel/ml para Chlorella vulgaris se cultivaron a razon de 40 L de agua residual
previamente tratada y filtrada con dilucion 1:20 para S. sp y 1:10 para C. vulgaris en
fotobiorreactores con control de temperatura 2742 °C y aireacion constante durante 14 dias sin
reposicién de nutrientes. El fotobiorreactor se mantuvo expuesto en la intemperie a condiciones
ambientales de Quito durante el mes de agosto del 2021.

e Determinacion de crecimiento microalgal.

Se recolectaron 350 ml de muestras diarias de los fotobiorreactores de cada especie

durante 14 dias; el crecimiento de los cultivos de microalgas se determind mediante conteo

celular, densidad 6ptica y peso seco. Para el conteo celular se realiz6 un recuento de células en
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camara de Neubauer para ser visualizadas a continuacion en un microscopio éptico marca Leica
a 20X y se determind su nimero de células totales diarias mediante el protocolo y la Ec (1)
(Bastidas, 2011). Para la densidad Optica se utiliz un espectrofotometro marca HACH DR5000
y se realiz6 a 680 nm segun el método de turbidez. (Morales et al., 2019). Con relacién al peso
seco se usaron filtros de papel para el analisis cuantitativo con un secado de 60 °C por 24 h
similares a la investigacion de (Chia et al., 2013). La productividad total se determiné con la
Ec (2) con la suma de la biomasa seca y humedad como la total en gramos relacionada con el

volumen total del cultivo en ml y el tiempo de cultivo en dias.

Concentracion de células = (# de células*10000) / (# de cuadros * dilucién) cel/ml  Ec. (1)

Productividad total = (biomasa total) / (volumen * tiempo) g/I*d Ec. (2)

e Determinacion de parametros fisicoquimicos (NT, COT, PT).

Las muestras que se recolectadas diariamente se centrifugaron a 4000 rpm por 5 min; a
continuacién, se recolecté el sobrenadante para hacer los respectivos analisis de los parametros
fisicoquimicos del cultivo por duplicado. La determinacion de los nutrientes carbono total COT
(mg/1 C), nitrégeno total NT (mg/I N) y fésforo total PT (mg/l PO4>) se realizé utilizando kits
y protocolos estandarizados HACH 10128 (HACH, 2014), HACH 1072 (HACH, 2014) y 10127
(HACH, 2014), respectivamente. Con los sobrenadantes anteriormente centrifugados se

procedid a realizar la medicion de su pH por cada dia.
¢ Recoleccion de cultivo y obtencion de biomasa.

Transcurrido el tiempo de cultivo para la produccion de biomasa, cuando alcanzé su

fase estacionaria segun las mediciones de su densidad Optica, se recolectd el cultivo del

10



OBTENCION DE LIPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL CULTIVADA
EN AGUA RESIDUAL DE CERVEZA ARTESANAL

fotobiorreactor y se a continuacion de procedio a centrifugar el contenido a 4000 rpm por 5 min
en tubos falcon de 50 ml con un volumen de 35 ml para obtener recuperacion de biomasa segun
las técnicas de recoleccion de (Singh & Patidar, 2018). Obtenida la biomasa himeda se procedi6
a conservar en tubos falcon de 50 ml en refrigeracién de -4°C, tal como indica el método de
Ynga Huaman (2011) y el sobrante de biomasa himeda se trasvaso a cajas Petri y se secaron

en una estufa marca WiseVen WOF105 a °60 durante 24 h para obtener biomasa seca.

e Extraccion de lipidos.

Para la extraccion de lipidos totales se usé la biomasa himeda y seca obtenida
anteriormente, se extrajeron los lipidos de estos por medio de ultrasonido y con seis solventes
organicos de alta pureza (grado HPLC) que fueron etanol, acetato de etilo, metilciclohexano,
hexano, metanol y cloroformo: metanol (1:2), andlogamente a los métodos de (Hadrich et al.,
2018) y (Salazar Perez, 2012). El porcentaje de rendimiento de lipidos obtenidos se determiné
mediante la Ec (3) donde, WI es la diferencia entre el peso del tubo recolector con los lipidos
extraidos (g) y el peso del tubo recolector vacio (g) y Wa es el peso de la biomasa microalgal
seca 0 humeda (g) utilizada para la extraccion. Para la productividad total de lipidos se utilizo
la Ec (4) donde Ml es la masa de lipidos secos (g), V es el volumen del cultivo (I) y t es el

tiempo de cultivo (d).

% Lipidos = (WI/ Wa) 100 Ec. (3)

Productividad total = MI / (V = t) g/lxd Ec. (4)

e Extraccién de acidos grasos libre (AGL).

Los acidos grasos libres se obtuvieron por medio de la saponificacién de la biomasa seca
microalgal con los mismos seis solventes organicos descritos anteriormente e hidroxido de

potasio (KOH) en un bafio térmico de 60°C por 4 h a 700 rpm segun el protocolo de extraccion
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de AGL de Dejoye Tanzi et al., (2013). El porcentaje de rendimiento de extraccién de AGL se
expresd mediante la Ec (5) donde Wagl es la diferencia del peso del tubo recolector con la
extraccion de AGL (g) y el peso del tubo recolector vacio (g) y Wa es el peso de la biomasa

microalgal seca utilizada (g).
% AGL = (Wagl / Wa) * 100 Ec. (5)

e Extraccion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (Fatty acid methyl esthers

-FAMESs).

Los ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) que se encuentran presentes en la

biomasa seca microalgal se extrajeron por medio de tres procesos:

1. Proceso directo: por medio de la biomasa seca obtenida anteriormente y
utilizando dos catalizadores diferentes.

2. Proceso indirecto: por medio de lipidos obtenidos anteriormente de la biomasa
seca y humeda y utilizando dos catalizadores diferentes.

3. Proceso con AGL: por medio de sus &cidos grasos libres obtenidos

anteriormente y utilizando dos catalizadores diferentes.

Para la extraccion de FAMEs en los tres procesos se utilizaron el acido sulfarico
(H2S04) como catalizador acido homogéneo y la resina comercial CT-269DR como catalizador
acido heterogéneo, ademas del solvente metanol. El procedimiento de los tres procesos se
realizé por duplicado para el catalizador homogéneo colocando catalizador, solvente y biomasa
dentro de reactores de vidrio en relacion (1,74:30:1), respectivamente; mientras que para el
catalizador heterogéneo se colocaron catalizador, solvente y biomasa en una relacion
(1,1:100:1). Los reactores se colocaron en bafio térmico a 90°C por 4 horas a 900 rpm.
Concluida la reaccion, se procedi6 a filtrar en un equipo Millipore, al filtrado se le agregaron 5
ml de agua Mili-Q para lavarlo y 2 ml de la mezcla Hexano: dietileter (80:20) para eliminar
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impurezas, trazas de catalizador y del solvente; a continuacion, se trasvasé a embudos de
decantacion y se dejé reposar por 10 min obteniendo separacion de fases, después se recolectd
la fase organica en tubos pequefios previamente pesados y se dejé secar en una estufa a 60° C
por 24 h (César Narvéez Rincon et al., 2004) (Sanchez-Bayo et al., 2020). Los resultados se
expresaron mediante la Ec (6) donde Wf es la diferencia del tubo peso del tubo recolector con
la extraccion de FAMEs (g) y el peso del tubo recolector vacio (g) y Wx es el peso de la biomasa

0 grasa utilizada segun el proceso (g).
% FAM Es = (Wf/ Wx )* 100 Ec. (6)

e Analisis estadistico de los datos.

Los datos obtenidos de los analisis de concentracion celular, peso seco, densidad oOptica,
pH, remocion de nutrientes (NT, PT y COT), porcentaje de lipidos, AGL y FAME se hicieron
por duplicado las cuales fueron replicas técnicas y se realiz6 las comparaciones de sus medias
a través de la prueba Kruskal Wallis con el programa Statgraphics versién 18 y se expresaron
con valores de desviacion estandar (X + DE). Las diferencias entre medias significativas se dan
cuando (p< 0,05)

5. RESULTADOS

e Densidad celular.

En la figura A se aprecia la comparacion de las curvas de crecimiento de células por dia
de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza
artesanal por un periodo de 14 y 12 dias, respectivamente; ademas de sus cultivos controles en
medio BBM. En la figura se puede observar que para la especie Chlorella vulgaris los valores
de concentracion de células diarias inicial fueron 2.6*10° + 5.25*10* cel/ml, obteniendo un
valor final de 3.92*10° + 1.77*10° cel/ml; mientras que su control alcanzé valores de 1.96*10°

+1.10*10% cel/ml y 3.97*10° + 6.63*10% cel/ml. En cambio, para la especie Scenedesmus sp se
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percibe el crecimiento de células por dia teniendo como valor inicial 1.09*10° + 1.22*10° cel/ml
y final de 5.66*10° + 6.63*10* cel/ml, mientras que su control tuvo valores de 2.95*10° +

3.31*%10% cel/ml y 9.77*10° + 8.84*10* cel/ml, respectivamente.

Figura A: Densidad celular en (cel/ml) vs tiempo de cultivo (d) de Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza artesanal con sus respectivos controles
cultivados en medio BBM por 14 y 12 dias.
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e Densidad optica.

En la figura B se detallan las curvas de absorbancia a 680 nm de las especies Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza artesanal por un periodo de
14 y 12 dias con sus respectivos controles cultivadas en medio BBM. Para la especie Chlorella
vulgaris se ve un valor inicial de absorbancia de 0.422 + 0.0006 y un valor final de 1.008 +
0.003, mientras que su control obtuvo valores de 0.376 + 0.017 y 1.640 = 0.014,
respectivamente. Para la siguiente especie se aprecia un valor de absorbancia inicial de 0.402 +

0.011 y un valor final de 1.246 + 0.005, mientras que su control tiene valores de 0.178 + 0.002
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y 1.617 = 0.004. El valor del agua residual de cerveza previo al cultivo de microalgas fue de

0.0363 + 0.002.

Figura B: Absorbancia a una longitud de onda de 680 nm vs tiempo de cultivo (d) de las especies
Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza con sus respectivos

B
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e Peso seco.

En la figura C se describe la curva de peso seco de Chlorella vulgaris y Scenedesmus

sp cultivadas en agua residual de cerveza durante 14 y 12 dias para cada uno ademas de sus

respectivos controles en medio BBM. Para la especie Chlorella vulgaris se observa que su valor

inicial es 0.0006 + 1.57*10-16 g/ml y 0.00885 + 0.0011 g/ml como valor final, mientras que su

control tiene un valor inicial de 0.0073 £ 0.0009 g/ml y 0.0191 + 0.0004 g/ml. Para la siguiente

especie Scenedesmus sp se presenta un valor inicial de peso seco de 0.0013 + 0.0001 g/ml y

0.007 £ 0.0001 g/ml como valor final mientras que su control obtuvo valores de 0.00185 *

0.0005 g/ml y 0.01485 + 0.0046 g/ml, respectivamente.
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Figura C: Peso seco en (g/ml) vs tiempo de cultivo (d) de las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza con sus respectivos controles en medio
BBM por 14 y 12 dias.
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En la tabla 1 se observa la biomasa total de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp
obtenida a partir de los 40 | del cultivo en agua residual de cerveza y en medio BBM como

control, ademas de sus productividades totales.

Tabla 1: Biomasa (g) y productividad (g/I*d) total obtenida las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza con sus respectivos controles en medio
BBM por 14 y 12 dias en un volumen de 40 .

Medio de _ ] Tiempo Productividad
cultivo Especies Biomasa total (g) | Volumen (I) (d) total (g/I*d)
sSllc):enedesmus 13,403 40 12 0,028
Cerveza
Chlore_lla 15,267 40 14 0,027
vulgaris
SSlcc):enedesmus 22,286 40 12 0,046
BBM
Chlorella 18,340 40 14 0,033
vulgaris
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e Remocioén de nutrientes.

En la tabla 2 se reflejan los parametros fisicoquimicos analizados del cultivo de agua
residual de cerveza antes y después de ser inoculadas con las especies de estudio y el porcentaje
de remocidn de nutriente respectivo luego de la cosecha del cultivo en términos de nitrogeno
total (NT), fosforo total (PT) y carbono organico total (COT). Previo a la inoculacion para

Scenedesmus fueron los siguientes:

Tabla 2: Parametros fisicoquimicos (NT, PT y COT) (mg/l) de Chlorella vulgaris y Scenedesmus
sp cultivadas en agua residual de cerveza previo a la inoculacién y después de su inoculacion por

14y 12 dias.

Scenedesmus sp Chlorella vulgaris
Parametros |Agua Agua Remocion Agua Agua Remocidn
fisicoquimicos [ residual S/N | residual . residual S/N | residual .

. . final (%0) |. . final (%0)

inocular inoculada inocular inoculada
Nitrégeno
total (mg/l N) 31 45,5 75,82 120 131 60,31
Fosforo total
(mg/l PO 136,7 154,2 71,66 492,5 511,4 78,06
Carbono total| o4 8645  |7808  |8564 868 52,77
(mg/l C)

En la figura D se observa el porcentaje de remocion de fésforo total de Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp cultivada en agua residual de cerveza durante 14 y 12 dias,
respectivamente, junto a sus controles en medio BBM. En Chlorella vulgaris se ve un valor
inicial de fosforo (tabla 2) de 511.4 + 11.1723 mg/l PO+* y un valor final de 112.2 + 6.2225
mg/l PO+* en el dia 14 con un porcentaje de remocidon del 78.06 %, mientras que su control
contiene las siguientes concentraciones de fosforo 111 + 21.7789 mg/lI PO4* inicial y 93.2 +
1.5556 mg/l PO.* final y un porcentaje de remocion del 16.04 %. Para la siguiente especie se
tienen los siguientes valores de concentracion de fésforo (tabla 2) al inicio 154.2 + 4.1012 mg/I
PO.*y al final 43.7 + 0.7071 mg/l PO+* con una remocion del 71.66 % mientras que su control
en medio BBM tienen valores de 116.05 + 2.8991 mg/l PO4> y 106.35 + 0.6364 mg/l PO4> con

una remocion del 8.36 %.
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Figura D: Remocion de fosforo total (%) vs tiempo de cultivo (d) de las especies Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza con sus respectivos controles en
medio BBM por 14y 12 dias.
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En la figura E se encuentra graficado el porcentaje de remocion de nitrégeno total de
Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivada en agua residual de cerveza durante 14 y 12 dias
para cada especie con sus respectivos controles cultivados en medio BBM. Para la especie
Chlorella vulgaris contiene un valor inicial de nitrégeno (tabla 2) de 131 £+ 4.9497 mg/I Ny un
valor final de 52 + 5.6569 mg/lI N con un porcentaje de remocion del 60.31 % y para su control
en BBM se obtuvo un valor inicial de 45.5 £ 2.1213 mg/l N y un valor final de 8.5 £ 0.7071
mg/l N, equivalente a una remocidn del 75.36 %. En Scenedesmus sp el valor inicial en agua
residual de cerveza fue (tabla 2) de 35 = 1.4142 mg/l N y su valor final fue de 11 + 0 mg/l N
con un porcentaje de remocion del 75.82 %, mientras que con su control en medio BBM se
obtuvieron valores de 34.5 + 0.7071 mg/I Ny 4 + 1.4142 mg/l N con una remocion del 88.57

% al dia 12.
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Figura E: Remocidn de nitrdgeno total (%) vs tiempo de cultivo (d) de las especies Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza con sus respectivos controles en
medio BBM por 14y 12 dias.
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En la figura F se ilustran los porcentajes de remocién de carbono total de Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp cultivada en agua residual de cerveza por un periodo de 14 y 12
dias, respectivamente; incluyendo sus respectivos controles en medio BBM para cada especie.
El valor inicial de carbono en Chlorella vulgaris cultiva en agua residual de cerveza (tabla 2)
fue de 868 + 1.4142 mg/l C y el valor final fue de 410 + 7.0711 mg/l C, teniendo un porcentaje
de remocién fue de 52.77 %; en cambio su control en medio BBM tuvo un valor inicial de 258
+ 29.6985 mg/l C y su valor final fue de 95 + 1.4142 mg/l C, con una remocion del 63.18 %.
En Scenedesmus sp sus valores en agua residual de cerveza (tabla 2) fueron de 864.5 + 0.7071
mg/l C inicialmente y 189.5 + 2.1213 mg/l C finalizando al dia 12 con una remocién del 78.08
%, los valores de su control en medio BBM fueron inicialmente de 59 + 1.4142 mg/l C y

finalmente al dia 12 su valor fue de 15 £ 1.1442 mg/l C con una remocion del 74.58 %.
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Figura F: Remocion de carbono total (%) vs tiempo de cultivo (d) de las especies Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza con sus respectivos controles en
medio BBM por 14y 12 dias.
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e Extraccion de lipidos.

En la figura G se encuentran los porcentajes de extraccion de lipidos obtenidos a partir
de la biomasa seca expuestos a seis solventes organicos diferentes que fueron:
metilciclohexano, acetato de etilo, etanol, cloroformo: metanol (1:2), hexano y metanol. El
mejor solvente extractor para Chlorella vulgaris con biomasa seca cultivada en agua residual
de cerveza fue el cloroformo: metanol (1:2) con un porcentaje de extraccion del 17.59 % m/m
y con una productividad de 1.58*10* g/I*d, pero para su control el mejor solvente fue el
metanol con un porcentaje del 27.19 % m/m y una productividad de 2.43*10. Para
Scenedesmus sp el mejor solvente al igual que Chlorella vulgaris fue el cloroformo: metanol
(1:2) con un porcentaje del 19.07 % m/m y una productividad de 1.71*10* g/I*d. Su control
también tuvo el mismo solvente como mejor extractor de lipidos con un porcentaje del 21.82

% m/m y productividad de 1.97*10* g/I*d.
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El segundo y tercer mejor solvente extractor en biomasa seca para Chlorella vulgaris cultivada
en agua residual de cerveza fueron el metanol y etanol, con un porcentaje de extraccion de 16.44
% m/m y una productividad de 1.49*10* g/I*d para metanol y 13.42% m/m con una
productividad de 1.20*10* g/I*d para etanol, respectivamente. Para su control en medio BBM
el segundo y tercer mejor solvente fue el cloroformo: metanol (1:2) y etanol sus valores fueron
del 22.13 % m/my 10.81% m/m con productividades de 1.99*%10* g/I*d y 9.68*107 g/I*d para
cada solvente, respectivamente. En cambio para la especie Scenedesmus sp el segundo y tercer
mejor solvente extractor de lipidos con biomasa seca cultivada en agua residual de cerveza
fueron el etanol y el metanol, para el etanol su porcentaje de extraccién fue del 11.11 % m/my
una productividad de 1.00*10* g/I*d y para el metanol fue del 10.69 % m/m y una
productividad de 9.75*10° g/I*d, para su control al igual los siguientes mejores solventes
extractores de lipidos fueron el metanol y etanol con los siguientes valores en metanol su
porcentaje fue del 15.89 % m/m con productividad de 1.43*10* g/I*d y para el etanol fue del

8.74 % m/m con productividad de 7.89*107° g/I*d.

Figura G: Determinacién de la extraccion de lipidos con biomasa seca de las especies Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza con sus respectivos controles en
medio BBM por 14y 12 dias.
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En la figura H se presentan los porcentajes de extraccion de lipidos de la biomasa
himeda con seis solventes orgénicos diferentes: metanol, etanol, cloroformo: metanol (1:2),
acetato de etilo, hexano y metilciclohexano de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivada
en agua residual de cerveza. Los tres mejores solventes extractores en términos de porcentajes
en peso de lipidos y productividades Chlorella vulgaris fueron cloroformo: metanol (1:2) (5.26
% m/m con 0.0854 mg/I*d), etanol (4.71 % m/m con 0.2125 mg/lI*d) y metanol (4.49 % m/m
con 0.2121 mg/l*d) y para Scenedesmus sp fueron los tres mismos solventes con porcentajes
de extraccion y una productividad de 2.72 % m/m con 0.159 mg/I*d para cloroformo: metanol

(1:2), 2.50 % m/m con 0.134 mg/I*d para etanol y 2.37 % m/m con 0.129 mg/I*d para metanol.

Figura H: Determinacion de la extraccion de lipidos con biomasa humeda de las especies
Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza por 14y 12 dias.
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e Extraccion de AGL.

En la figura | muestra los porcentajes de extraccion de acidos grasos libres (AGL) de
las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp con seis solventes organicos diferentes:

hexano, metilciclohexano, metanol, etanol, cloroformo: metanol (1:2) y acetato de etilo
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cultivados en agua residual de cerveza y en medio BBM como control. Los tres mejores
porcentajes de AGL para Scenedesmus sp cultivada en agua residual fueron 38.52 % m/m con
metanol, 37.81 % m/m con etanol y metilciclohexano con 11.10 % m/m, mientras que para su
control fueron metanol, etanol y acetato de etilo con 41.33 %, 38.61 % y 19.20 % m/m,
respectivamente. Para la siguiente especie cultivada en agua residual se encuentra que los
mejores tres solventes extractores fueron el metanol, etanol y cloroformo: metanol (1:2) con un
porcentaje de 41.68 %, 40.64 % y 16.93 % m/m, respectivamente y su control cultivado en
medio BBM fueron el metanol, etanol y metilciclohexano con 25.09 %, 18.33 % y 10.17 %

m/m para cada solvente.

Figura I: Determinacion de la extraccion de acidos grasos libres (AGL) con biomasa seca de las
especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua residual de cerveza con sus
respectivos controles en medio BBM por 14 y 12 dias.
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e Extraccion de FAMEs.

En las figuras J, K, L y M muestra los porcentajes de extraccion de ésteres metilicos de
acidos grasos (FAMESs) hechos con los extractos de lipidos de la biomasa seca y biomasa
humeda con los seis solventes organicos (hexano, metanol, etanol, metilciclohexano,
cloroformo: metanol (1:2) y acetato de etilo), adicionalmente las extracciones de FAMESs hecha

con la biomasa directa y AGL extraidos con metanol.

Las figuras J y K muestra las extracciones de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp
utilizando un catalizador heterogéneo (resina comercial CT-269), donde en la figura J se
observan resultados de FAMEs a partir de los lipidos extraidos con biomasa hiumeda de las dos
especies aplicando el catalizador resina y se aprecia que las tres mejores extracciones de
FAMEs para ambas especies se obtuvieron a partir de lipidos extraidos con los solventes
metanol, etanol y cloroformo: metanol (1:2). Para Scenedesmus sp se obtuvieron valores del
35.5 %, 62.5 % y 67 % m/m, respectivamente; pero para la especie Chlorella vulgaris se
presentaron valores del 32 %, 31 %y 23 % m/m de extraccion. La figura K en cambio, presenta
los valores de extraccion de FAMES de las dos especies a partir de lipidos extraidos con biomasa
seca donde las tres mejores extracciones para Chlorella vulgaris se obtuvieron a partir de los
solventes etanol, metilciclohexano y cloroformo: metanol (1:2) con porcentajes del 44 %, 46 %
y 43 % m/m, respectivamente. Sus porcentajes para la extraccion a partir de la biomasa seca
directay AGL fueron del 20.79 %y 21 % m/m; en cambio para Scenedesmus sp las tres mejores
extracciones fueron hechos a partir de los solventes metilciclohexano, cloroformo: metanol
(1:2) y acetato de etilo con 76 %, 44.5% y 76 % m/m para la biomasa directa y AGL fueron del

14.62 %y 75 % m/m.
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Figura J: Determinacion de la extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) con
biomasa himeda y resina de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua
residual de cerveza por 14y 12 dias.
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Figura K: Determinacién de la extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) con
biomasa seca y resina de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua
residual de cerveza por 14 y 12 dias.
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En la figura L y M se muestran las extracciones de FAMEs de Scenedesmus sp y
Chlorella vulgaris utilizando &cido sulfdrico (H2SO4) concentrado como catalizador
homogéneo. En la figura L se encuentran representados los porcentajes de extraccion hechos a
partir de lipidos extraidos con la biomasa humeda en donde los tres mejores solventes para
Chlorella vulgaris fueron hexano, etanol y acetato de etilo con el 45.1 %, 43.7 %y 47.65 %
m/m, respectivamente. Para Scenedesmus sp fueron metanol, etanol y cloroformo: metanol
(1:2) con 42.9 %, 40.5 % y 40.25 % m/m. En la figura M se presentan lo valores de porcentaje
de FAMEs con los lipidos extraidos a partir de la biomasa seca donde la especie Chlorella
vulgaris con los tres mejores solventes hexano, metanol y metilciclohexano obtuvo valores de
45.5%,52.6 %y 47.25 % m/my para la extraccion con la biomasa directa'y el AGL en metanol
tienen valores de 46.01 %y 45.75 % m/m. Para Scenedesmus sp los tres solventes fueron etanol,
metilciclohexano y acetato de etilo con el 45.45 %, 56.15 % y 46.4 % m/m, los valores para la

biomasa seca directa y AGL en metanol son el 38.38 % y 46.3 % m/m.

Figura L: Determinacion de la extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) con
biomasa himeda y H,SO. de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua
residual de cerveza por 14 y 12 dias.
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Figura M: Determinacidn de la extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) con
biomasa seca y H,SO, de las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivadas en agua
residual de cerveza por 14y 12 dias.
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6. DISCUSION DE RESULTADOS

e Crecimiento celular.

En la figura A se observan valores obtenidos de crecimiento celular de la especie
Chlorella vulgaris cultivada en agua residual de cerveza donde se ve un periodo llamado fase
de retraso o adaptacion al medio hasta el dia 4 como lo menciona Chinnasamy et al., (2010), un
periodo rapido a diferencia del estudio de Subramaniyam et al., (2016) debido que la turbidez
del medio es muy alta evitando la penetracion de la luz y afectando de esta manera el proceso
de fotosintesis y por ende su crecimiento (Larsdotter, 2006); transcurrido estos dias hay un
periodo de crecimiento en fase exponencial hasta el dia 14, a diferencia de su control cultivada
en medio BBM, que alcanz6 su mayor crecimiento en el dia 4 sin tener periodo de adaptacion;
su fase estacionaria estuvo entre el dia 4 y 10 y a partir del dia 10 se observa la fase de muerte

celular; cabe recalcar que la dilucién del agua residual de cerveza para esta especie fue 1:10 y
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la dilucion medio de cultivo microalgas fue también 1:10. En comparacion con el estudio
realizado por Farooq et al., (2013) donde se realiza el tratamiento del agua residual de cerveza
el cual obtuvo casi 10 veces mas el crecimiento de células; esto pudo deberse a que la relacion
cerveza microalga fue de 1:2 y su turbidez fue menor en comparacion con este estudio. El
aumento en la concentracion de células guarda relacion con la disminucion de nutrientes lo que

quiere decir que las microalgas utilizan los nutrientes para su desarrollo y crecimiento.

Para Scenedesmus sp cultivada en agua residual de cerveza se aprecia un
comportamiento normal sin tener periodo de adaptacion debido a que el agua residual tenia una
dilucion 1:20 este factor de dilucion se la realizo para reducir la turbidez, los nutrientes y el
color mejorando la captacion de luz para el mecanismo de fotosintesis por parte de las
microalgas y por ende su crecimiento celular a diferencia de la utilizada en la anterior especie.
Se ve la fase exponencial hasta el dia 7 con un valor de 7.5*10° cel/ml y su fase estacionaria
hasta el dia 9; a partir de este dia se ve muerte celular coincidiendo con el estudio de Yirgu et
al., (2020), resultados similares se obtuvieron en el estudio de Nagi et al., (2020) donde
utilizaron Scenedesmus sp para produccion de biocombustible a partir de agua residual de
curtiduria donde se obtuvo un valor maximo de crecimiento de 7*10° cel/ml, al igual que el de
este estudio, y a diferencia de otro estudio donde se analiz6 el efecto del agua residual de
almazara en Scenedesmus sp (Dahmen-Ben Moussa et al., 2021) donde se obtuvo un valor
maximo de 4*108 cel/ml, un valor menor en comparacion con los estudios anteriores. El control
en este estudio alcanzé su fase exponencial hasta el dia 6, luego la fase estacionaria hasta el 11

y después su muerte celular.

Para las dos especies se percibe que sus controles cultivados en BBM obtuvieron un
mayor crecimiento que en el agua residual, ademas de la influencia de la turbidez también pudo
deberse al pH, ya que este influye en la solubilidad de los nutrientes y el diéxido de carbono.

En condiciones desfavorables de pH se reduce la absorcion de nutrientes por parte de las
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microalgas y su produccion de metabolitos y por ende afecta el crecimiento celular (Gémez-
luna, 2021). En el agua residual de cerveza su pH estuvo entre 4-6 pero para los controles el pH

se mantuvo entre 7-10.

En la figura B se ve un aumento de la absorbancia desde el dia 0 hasta el dia 14 para las
dos especies; el control cultivado en BBM tuvo valores més altos en comparacion a los
cultivados en el agua residual de cerveza; en este medio para la especie Scenedesmus sp su
valor mas alto de densidad fue en el dia 11 con 1.246; un valor mucho mayor que Chlorella
vulgaris donde su valor mas alto de absorbancia fue en el dia 7 con 1.101. Esto pudo deberse a
que la turbidez del medio era mas alta en Chlorella vulgaris a comparacion con la otra especie
debido a la dilucion realizada al medio. En el estudio realizado por Farooq et al., (2013) con
Chlorella vulgaris obtuvo una mayor densidad Optica, esto pudo deberse a que el cultivo solo
era de 500 ml, su pH se mantuvo entre 7-9 y la turbidez del medio fue menor en comparacion
a los 40 | realizados en el presente estudio; ademas de que los parametros antes mencionados
fueron menores. Comparando el estudio de Ferreira et al., (2017) donde se utiliz6 Scenedesmus
obliquus el valor mas alto de densidad optica fue 0.2, un valor menor en comparacion a este
estudio. Esto pude estar relacionado a la dilucién del medio de cultivo estudiado por Ferreira et
al., (2017) que fue de 1:17; a diferencia de la dilucién 1:10 realizada en este estudio;
adicionalmente en el estudio anteriormente mencionado tiene valores de nutrientes bajos y se
cultivaron 2 | en reactores por lotes primero para aclimatacion y posteriormente se realizaron

su cultivos pertinentes.

En la figura B se observan los valores de peso para las dos especies de peso seco
teniendo aumento desde el dia 0 hasta el 12 o 14. Sus respectivos controles en medio BBM
tuvieron una mayor cantidad de peso seco que las cultivadas en el agua residual de cerveza y
estos datos concuerdan con la biomasa total obtenida en la tabla 1. Para la especie Scenedesmus

sp el valor mas alto de peso seco fue de 0.007 g/I, en comparacion con Chlorella vulgaris que
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obtuvo un valor de 0.089 g/l; por ende, la produccion de biomasa total fue mayor en esta Gltima
especie. Esto pudo deberse a que la especie Scenedesmus sp tuvo un tiempo de cultivo de 12
dias, dos dias menos comparado con la otra especie de microalga. En algunos estudios acerca
de los parametros de tratamiento de efluentes del agua residual de cerveza utilizando Chlorella
vulgaris obtuvieron un peso seco mucho mayor al estudiado con 0.91 g/l esto pudo deberse a
que el estudio se realizo sin luz por un tiempo de 16 dias, a pH 7, con agitacién constante y su
turbidez era menor (H. J. Choi, 2016). Los estudios para Scenedesmus sp como el de Han et al.,
(2021) donde analiza la intensificacion de la depuracion del agua residual de cerveza mediante
co-cultivos de microalgas, mostro al igual que el estudio anterior, valores superiores de peso
seco en esta especie con 0.86 g/l, esto puede estar relacionado al tiempo de cultivo que fue de
10 dias de cultivo, los nutrientes fueron controlados para aumentar la productividad de biomasa,
la turbidez fue menor, su pH estaba entre 6.8-7.1 y el volumen de cultivo fue de 250 ml,
favoreciendo el crecimiento y aumento de biomasa para las microalgas. Normalmente, los

cultivos en menor escala presentan mejores resultados que los cultivos a mayor escala.

La productividad total mostrada en la tabla 1 fue mayor en los controles de las
microalgas cultivadas en medio BBM, a diferencia de las especies de microalgas cultivadas en
el agua residual de cerveza. Aungue la biomasa total de Chlorella vulgaris cultivada en el agua
residual es superior a la biomasa de Scenedesmus sp con una diferencia de casi 2 gramos, su
productividad es casi igual comparando con la otra especie los valores son: para Chlorella
vulgaris 0.0273 g/l*d y para Scenedesmus sp 0.0279 g/lI*d. Cabe destacar que las especies
tuvieron diferentes dias de cultivo (14 y 12 dias, respectivamente). Aunque los controles revelan
que la especie Scenedesmus sp tiene una mayor productividad que Chlorella vulgaris; en
estudios hechos por Lois-Milevicich et al., (2020) donde analiza la produccion de biomasa de
Chlorella vulgaris usando agua residual de cerveza con diferentes sistemas obtuvo una mejor

productividad de 0.47 g/I*d, a diferencia de 0.02 g/I*d, obtenido en el presente estudio. Esto
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pudo deberse a los parametros fueron diferentes ya que se control6 el pH, el DQO con el medio
de cultivo BG11 haciendo diluciones, hubo irradiacion, agitacion constante, el volumen fue de
30 ml y el periodo de incubacién fue por 20 dias (Lois-Milevicich et al., 2020). La especie
Scenedesmus sp tuvo una productividad menor a los estudiados por Yirgu et al., (2021) donde
se obtuvo un valor de productividad de 0.06433 g/I*d debido a que se controlé el nivel de pH,
los nutrientes, su turbidez, el volumen de cultivo fue de 2 | en una dilucién medio de cultivo:
microalga 1:5 y cultivada en un periodo de 18 dias, lo que hace que su productividad aumente.
No se encontraron valores significativos para crecimiento celular, absorbancia y peso seco

(p>0.05)
e Remocidén de nutrientes.

En la figura D se ve los porcentajes de remocion de fésforo donde sus porcentajes fueron
mayores en el agua residual de cerveza que los removidos en su control con el medio BBM,;
esto pudo deberse a que el fosforo se une facilmente con algunos iones de COs* y Fe*
resultando en su precipitacion evitando la disponibilidad del nutriente para ser absorbido por
las microalgas (Prochazkova et al., 2014), el pH ayuda a esta precipitacion segun W. Zhou et
al., (2012). En Chlorella vulgaris su porcentaje de remocién fue mayor con un 78.06 % respecto
de la remocidn en Scenedesmus sp que tuvo 71.66 %; que puede deberse a los tiempos de
cultivo, aungue si comparamos la remocion en el dia 12 de Chlorella vulgaris adn sigue siendo
mayor con 74.63 %. En estudios donde analizan los pardmetros del agua residual de cerveza
tratados con Chlorella vulgaris (H. J. Choi, 2016) donde su mayor remocion con luz constante
y aireacion fue de 66.18 % al décimo dia, resultan muy similares al estudio presente ya que en
el décimo dia se obtuvo el 66.98 %, un valor doble al estudiado en tratamiento de efluentes
primarios y secundarios (AlMomani & Ormeci, 2016). Esto pudo deberse a las diferentes
concentraciones de fdésforo que tienen las aguas residuales al ser tratadas. EL valor de

Scenedesmus sp en el estudio fue menor al analizado por Yirgu et al., (2020) donde identifica
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la remocidn de nutrientes de Scenedesmus sp en agua residual de cerveza el valor obtenido fue
72.81 % debido a que el cultivo se realiz6 por 18 dias con entrada de CO> que segln estudios,
aumenta la remocidn de nutrientes al inyectar concentraciones del 1-5 % de CO. (W. Zhou et
al., 2012), aunque comparando en el dia 12 tiene valores entre 40-60 %, menores al del estudio
de Ye et al., (2020) donde utiliza Scenedesmus sp para tratamiento de diferentes aguas

residuales alcanzado valores del 80-90 % de remocion a los 12 dias.

La figura de E muestra los resultados de remocidon de nitrégeno teniendo como resultado
que los controles de las especies de microalgas cultivadas en BBM fueron mas altos que los
cultivados en agua residual de cerveza; esto se debe a que el pH en este medio ayudd a su
absorcion. La especie Scenedesmus sp en agua residual tuvo en valor mas alto de remocion de
nitrégeno con 75.82 %, a diferencia del 60.31 % que removid Chlorella vulgaris. En estudios
realizados con la misma especie se presenta una remocion del 90.11 % en agua residual de
cerveza (H. J. Choi, 2016) se ve que el valor de remocion es mas alto que el analizado y se debe
a que el tiempo de cultivo fue de 16 dias y el pH estaba controlado en 7.3. La remocion de
nitrogeno para Scenedesmus sp en estudios hechos por Yirgu et al., (2020) donde estudia la
remocion de nutrientes de esta especie en la misma agua residual y Ye et al., (2020) que estudié
el tratamiento de aguas residuales con la misma especie fueron de 95.95 % y 87.6 %,
respectivamente; valores mayores al presente estudio debido a su control de pH y sus diferentes

dias de cultivo.

En la figura F se muestra el porcentaje de remocién de carbono total y se ve que al igual
que los anteriores nutrientes, los controles de las especies de microalgas tuvieron un mejor
porcentaje de remocién que las cultivadas en el agua residual de cerveza. Para este nutriente,
Scenedesmus sp cultivada en el agua residual tuvo un mejor porcentaje de remocion con 78.08
% mientras que Chlorella vulgaris que tuvo 52.78 %. Aunque este valor puede compararse con

el estudio de Zheng et al., (2018) donde obtuvo una remocion del 32.5 % a los 8 dias de cultivo
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y en ese dia en este estudio se obtuvo el 29.66 % de remocion. El estudio con Scenedesmus sp
para la remocion de carbono total como el de Ye et al., (2020) muestra una remocién mayor al
90 % al dia 12, un valor superior al presente estudio debido que la concentracion de fosforo fue
alta, no hubo control de pH y la turbidez era alta. Cabe recalcar que la absorcion de carbono
depende de la forma en que se encuentre disponible en el medio sea orgénico o inorganico y la

asimilacién de las microalgas.

Por el momento, las concentraciones de COT, NT y PT estan por encima del limite
permitido en la normativa ambiental del Ecuador para descargas al sistema de alcantarillado
(MAATE, 2011), pero se observa una clara tendencia a seguir disminuyendo las
concentraciones si se alargan los dias de cultivo; lo cual se puede estudiar para un futuro

tratamiento del agua residual de la produccion de cerveza.

Tabla 3: Limites maximos permisibles de descarga al sistema de alcantarillado publico por parte
de la normativa de la calidad ambiental y de descarga de efluentes del Ecuador

Parametros Expresado Unidad L|m|t_e maximo
como permisible
*Carbono total C mg/l No reporta
Cobre Cu mg/l 1
Demanda Bioquimica
de Oxigeno (5 dias) D.B.Os. mg/l 250
Demanda Quimica de
Oxigeno D.Q.0. mg/I 500
*Fésforo Total P mg/l 15
Hierro total Fe mg/l 25
Mercurio (total) Hg mg/l 0,01
Niquel Ni mg/l 2
*Nitrogeno Total
Kjedahl N mg/l 40
Plomo Pb mg/l 0,5
Sulfatos S04= mg/l 400
Sulfuros S mg/I 1
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e Extraccion de lipidos.

En la figura G y H se muestran las extracciones de lipidos con biomasa seca y himeda
de Scenedesmus sp y Chlorella vulgaris con seis solventes diferentes y sus respectivos controles
en medio BBM solo para lipidos secos. Los lipidos humedos para el control no estan
determinados en este estudio. El control tuvo mejores porcentajes de extraccién que los
cultivados en agua residual dando como mejor solvente extractor el cloroformo: metanol (1:2)
para los dos medios de cultivo, las dos especies y en las dos biomasas diferentes. La especie
Scenedesmus sp con cloroformo: metanol (1:2) obtuvo un mayor porcentaje de extraccion con
19.07 % m/m; a diferencia de la otra especie que obtuvo 17.59 % m/m, aunque en biomasa
himeda con el mismo solvente Chlorella vulgaris tuvo un mejor rendimiento de extraccion con
5.26 % m/m de lipidos. En estudios realizados por Farooq et al., (2013) donde analiza la
maximizacion de la productividad de lipidos con agua residual de cerveza tratada con Chlorella
vulgaris mostré un porcentaje de extraccion del 18.8 % m/m con el solvente cloroformo:
metanol (2:1 v/v) porcentaje poco mayor que el mostrado en este estudio, aunque se ha podido
tener un porcentaje mucho mayor que el presente utilizando otro tipo de agua residual como el
analizado en Ebrahimian et al., (2014) el cual obtuvo un porcentaje de 25.92 % m/m con el
mismo solvente y esto pudo deberse a que las concentraciones de fésforo y nitrogeno eran
menores, lo que ayuda al aumento de la produccion de lipidos, aunque disminuye la produccion
de biomasa segun (Prochazkova et al., 2014). EIl estudio de Han et al., (2021) analiza la
productividad de lipidos en Scenedesmus sp en agua residual de cerveza inyectando flujos de
CO. y utilizando una mezcla cloroformo: metanol (2:1) v/v como solvente, encontrando un
porcentaje del 20.60 % m/m de extraccion, valor poco mayor al presente estudio que es 19.07
% m/m. Es importante mencionar que la diferencia minima pudo deberse a que la concentracién

fosforo del anterior estudio fue de 7 mg/l en el agua residual, mientras que la de este estudio
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fue de 154.2 mg/l. En otro estudio realizado por Ye etal., (2020) utilizando cloroformo: metanol
(1:2) como solvente, el porcentaje de lipido extraido fue del 15.56 % m/l de la misma especie
cultivada en una agua residual simulada; aqui la composicion de nutrientes y minerales del
medio tuvieron efecto en la productividad aunque Xin et al., (2010) muestra un porcentaje

mayor a los analizados, entre 31-33 % m/m en efluentes secundarios.

El segundo mejor extractor de lipidos con biomasa saca fue el metanol para los dos tipos
de especies en los dos medios de cultivo, debido a que el metanol tiene mayor polaridad que el
etanol y tiene la facilidad de penetrar la pared celular de las microalgas hasta llegar al
citoplasma para la extraccion de lipidos (Yusoff et al., 2014) , aungue se obtuvo un mejor
rendimiento de extraccion con las microalgas cultivadas en BBM que es el control en
comparacion con las microalgas cultivadas en el agua residual de cerveza. La extraccion en
biomasa himeda tuvo como segundo mejor solvente el etanol. EI metanol tuvo mejor
rendimiento de extraccion de lipidos en agua residual con la especie Chlorella vulgaris con el
16.44 % m/m a partir de biomasa seca y un porcentaje de 4.49 % m/m a partir de biomasa
himeda, a diferencia de Scenedesmus sp que con el mismo solvente alcanzé valores de 16.44 'y
2.37 % m/m, respectivamente. Comparando los resultados de Chlorella vulgaris con estudios
realizados por Y. H. Yang et al., (2015) utilizando Chlorella pyrenoidosa, se observan
resultados de extraccion de lipidos con metanol del 31.9 % m/m, valor mucho mayor al obtenido
en el presente estudio, pudiendo deberse a que el estudio utilizé un medio de cultivo especifico
para aumentar la extraccion de lipidos, aunque el valor del resultado obtenido esta mas cercano
al estudio de Qin et al., (2014) que utiliza metanol para obtener una extraccién del 14.38 %
m/m a partir de agua residual de lacteos. No se reportan estudios para la extraccion de lipidos
con metanol de Scenedesmus sp pero se ha obtenido en un estudio de Ido et al., (2018) con
Scenedesmus obliquus un porcentaje de extraccion del 25.31 % m/m con una mezcla de hexano:

metanol. La presencia de alcohol en el medio de cultivo puede afectar la productividad de
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lipidos, asi lo demuestra el estudio realizado por Yang et al., (2015) donde analiza la
productividad de lipidos de microalgas cultivada en agua residual sin alcohol y otra adicionando

alcohol, obteniendo una mejor extraccion en la microalga cultivada en medio sin alcohol.

El tercer mejor solvente extractor de lipidos tanto en el control con medio BBM como
en el agua residual fue el etanol en biomasa seca, pero en biomasas himeda el tercero fue el
metanol, el control tuvo un menor rendimientos de extraccion en las dos especies que cultivados
en agua residual. Chlorella vulgaris cultivada en agua residual de cerveza tiene una mejor
extraccion con este solvente con 13.42 % m/m, a diferencia de la otra especie que alcanz6 un
valor de 11.11 % m/m. EIl estudio de Dos Santos et al., (2015) analiza varios métodos de
extraccion de lipidos con Chlorella vulgaris demostrando que el porcentaje de extraccién con
etanol fue del 10 % m/m, porcentaje un poco menor al analizado en el presente estudio y esto
pudo ser debido al medio de cultivo utilizado por los investigadores fue WC, que contenia pocas
cantidades de carbono, nutriente esencial para el crecimiento y formacion de lipidos. Otro
estudio de Pérez et al., (2018), mostrd un valor superior a los anteriores con 18 % m/m de
extraccion ya que se cultivé en un medio con abono y bicarbonato de sodio que facilitaron la
produccion de lipidos por parte de las microalgas. La extraccién de lipidos con diferentes
solventes de Scenedesmus sp fue analizado por Bermudez-Sierra (2018) donde utiliza medio
BG11y obteniendo valores de extraccion con etanol del 10 % m/m, valor similar al obtenido
por Cuello etal., (2017) con 10.9 % m/m, aunque Bermudez-Sierra (2018) analiza la extraccion
adicionando HCI 3 mol/l al etanol y obtiene un valor extraccion superior con més del 20 %

m/m valor similar al obtenido por Pérez et al., (2018) que fue mayor al 17 % m/m.

La principal razon del por qué los solventes alcohdlicos como metanol, etanol, y
cloroformo-metanol tuvieron mejor resultado extraccion en comparacion con el acetato de etilo,
el hexano y metilciclohexano es su polaridad, ya que la microalga al ser expuesta a un

disolvente no polar como el hexano; interactia con lipidos neutros (triglicéridos) en el
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citoplasma, pero no pueden interactuar con lipidos neutros que se encuentran formando
complejos con lipidos polares (fosfolipidos, glicolipidos, esteroles, carotenoides) ya que esté
unido por enlaces de hidrdgeno a las proteinas de la membrana; esta interaccion solo puede ser
interrumpida por solventes polares como metanol (Dos Santos et al., 2015). La formacion de
los diferentes tipos de lipidos depende de la absorcion de nutrientes del medio por parte de las

microalgas.

e Extraccién de acidos grasos libres.

La figura | muestra la extraccion de &cidos grasos libres (AGL) con seis solventes
organicos diferentes de las dos especies de microalgas en dos diferentes medios de cultivo, en
el que se observa que el control en medio BBM para la especie Chlorella vulgaris tuvo valores
mas altos de extraccion que cultivada en agua residual de cerveza; esto se debe a las diferencias
de concentraciones de nitrogeno y fdsforo en los medios, ya que al tener una menor
concentracion de estos nutrientes aumenta la productividad de lipidos en las microalgas
(Prochazkova et al., 2014), para los dos medio el solvente con mayor extraccion fue el metanol,
en cambio en Scenedesmus sp al ser cultiva en agua residual de cerveza tuvo un mejor
porcentaje de extraccion de acidos grasos que su control en medio BBM. En los dos medios, el
metanol fue el mejor solvente extractor al igual que en la anterior especie, aunque al comparar
los resultados de las dos especies cultivas en el agua residual se observa que Scenedesmus sp
tiene mejores porcentajes de extraccion que Chlorella vulgaris esto se debe a la diferencia de
la dilucién del medio; ya que al tener una mayor dilucion se obtiene una reduccion de nutrientes

como en el caso de Scenedesmus sp.

Estudios hechos por Shen et al., (2015) donde analiza la biosintesis de acidos grasos de
Chlorella vulgaris en condiciones de estrés en medio BG11 muestran un porcentaje de

extraccion de acidos grasos del 30 % m/m en concentraciones normales del medio porcentaje
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similar al obtenido con metanol y etanol en este estudio (38.52 % y 37.81 % m/m), pero al
aumentar glucosa en el medio y limitar el nitrégeno y fosforo en el medio en el estudio de Shen
et al., (2015) obtienen un 89.1 % m/m de extraccién, lo que demuestra una clara dependencia
de la microalga a la glucosa para ser transformado en &cidos grasos (Shen et al., 2015). Un valor
similar presentd estos mismos autores sobre los efectos de surfactantes anionicos en la
extraccion de acidos grasos de Chlorella vulgaris donde obtuvo una extraccién de 29.6 % m/m
de AGL con el solvente hexano: metanol (7:3) y concentracion de 1 % de H.SOs como
catalizador, pero al aumentar la concentracion al 2 % obtuvo un valor del 84.4 % m/m, y sin
H>SO4 obtuvo un valor del 17.4 % m/m. Hay estudios como el de Kialashaki et al., (2019)
donde extrae AGL a partir de metanol e hidroxido de sodio como catalizador obteniendo un
porcentaje del 2.85 % m/m, esto puede deberse a la diferencia de polaridades que afectan la
capacidad de solubilidad de los compuestos como azUlcares, grasas y pigmentos (Salazar Pérez,
2012), ya que compuestos no polares como algunos solventes ya mencionados pueden disolver
compuestos no hidrosolubles como algunos acidos grasos y lipidos, mientras que los solventes
polares pueden disolver compuestos innecesarios para la produccién de biocombustibles

(Urribarri et al., 2014).

El trabajos hecho por Chen et al., (2012) con Scenedesmus sp muestran resultados de
extraccion de AGL con cloroformo: metanol (1:2) del 70.3 % m/m, valor mucho mayor al
obtenido en el presente estudio con el mismo solvente que fue del 16.93 % m/m; esto pudo
deberse a que Chen utiliza medio BG11 controlando los nutrientes, inyecta didéxido de carbono
al 1 %, utiliz6 biomasa previamente liofilizada y dos catalizadores en conjunto KOH y NaOH,
aunque el valor obtenido en este estudio se aproxima mas al de Vieira Viegas et al., (2020)
donde caracteriza lipidos de Scenedesmus sp obteniendo un valor aproximado del 25 % m/m
con el solvente cloroformo: metanol (2:1); esta diferencia poco mayor podria deberse a que al

momento del secado de la biomasa la temperatura fue de 100 °C lo que facilito la oxidacion de
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lipidos y por ende el aumento de &cidos grasos. El anélisis de Schroeder et al., (2015) aumenta
ese valor cultivando microalgas en medio BG11 extrayendo los AGL con cloroformo: metanol

(2:1), obteniendo el 65 % m/m, valor igual al estudiado por Chen et al., (2012).

e Extraccién de FAMEs.

En las grafica J, K, L y M se muestran los porcentajes de extraccion de FAMEs de
Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp con dos catalizadores diferentes: resina comercial CT-269
(heterogéneo) y écido sulfurico (homogéneo). Los FAMEs se extrajeron a partir de los lipidos
extraidos de la biomasa seca y himeda que se hicieron utilizando los seis solventes (metanol,
etanol, hexano, metilciclohexano, acetato de etilo y cloroformo: metanol (1:2)), ademas se
utilizé también la biomasa directa y el mejor AGL extraido que fue con metanol para analizar

sus FAMEs.

Con la resina comercial para Chlorella vulgaris se conocio en este estudio que se obtuvo
la mejor extraccion de FAMEs con la utilizacién de los lipidos extraidos con biomasa himeda
y metanol con el 32 % m/m vy utilizando los lipidos de la biomasa seca y etanol con el 44 %
m/m. Para Scenedesmus sp se emplearon lipidos de la biomasa hiumeda y cloroformo: metanol
(1:2) obteniendo 67 % m/m de FAMEs y con los lipidos de la biomasa seca y metilciclohexano
con se obtuvieron 76 % m/m en FAMESs. Para este catalizador, la especie Scenedesmus sp tiene
mejores porcentajes de extraccion a partir de los lipidos, ademas mejores extracciones de
FAMEs con la biomasa directa y AGL extraido con metanol con el 14.62 % y 76 % m/m,
respectivamente; a diferencia de Chlorella vulgaris con porcentajes del 20.79 % m/m en

biomasa directa y 31.50 % m/m con AGL extraido con metanol.

Con el &cido sulfarico para Scenedesmus sp se obtuvo el mejor porcentaje de extraccion
con el lipido extraido de la biomasa humeda y solvente metanol con el 42.9 % m/my los lipidos

de la biomasa seca con metilciclohexano obteniendo valores del 56.15 % m/m, sus valores de
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extraccion de FAMEs utilizando la biomasa seca directa y con los AGL obtenidos del mejor
solvente (metanol) fueron 38.38 % y 46.30 % m/m, respectivamente. Para la especie Chlorella
vulgaris lamejor extraccion se obtuvo a partir del lipido extraido con biomasa himeda y acetato
de etilo con un valor del 47.65 % m/my utilizando lipidos a partir de la biomasa seca y metanol
con el 52.60 % m/m. Los valores de FAMESs con la biomasa seca directa y el mejor extracto de
AGL fueron del 46.01 % y 45.75 % m/m, respectivamente. No se ven valores significativos

para percibir en cual especie hay una mejor extraccion de FAMES con &cido sulfarico.

Se encontraron estudios de FAMESs que hicieran con un método diferente al analizado
en este estudio en las dos especies en estos estudios solo muestran analisis de FAMESs por
cromatografia de gases y muestran perfiles lipidicos y no resultados del rendimiento en peso de
extraccion de FAMESs. A continuacidn, se muestra estudios de FAMES con las mismas especies
de microalgas, pero con diferentes métodos de extraccion en algunos de expresan sus resultados
en (mg/g). Farooq et al., (2013) analizan el tratamiento de agua residual de cerveza usando
Chlorella vulgaris y la extraccion de FAMEs a partir del lipido obtenido con cloroformo:
metanol (2:1) mediante transesterificacion con acido sulfurico como catalizador, encontrando
por cromatografia de gases un resultado del 30 % en peso, al afiadir glucosa en el medio los
FAMEs aumentan al 40 % m/m resultado similar al obtenido en este estudio con el mismo
solvente (42.5 % m/m). La glucosa es una fuente de carbdn que ayuda a la produccion de
FAMEs (Perez-Garcia et al., 2011). Otro estudio muy similar fue realizado por Fazal et al.,
(2021) utiliza Chlorella vulgaris para biorremediacion de agua residual textil donde extrae los
lipidos con cloroformo: metanol (1:2) vy luego utiliza el mismo método de extraccion de
FAMEs del estudio anterior obteniendo un rendimiento del 9.12 % m/m, valor menor a los
estudio anteriores debido a que los nutrientes en el agua residual textil eran escasos y el tinte

del agua interfirié en el metabolismo celular de las microalgas.
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Diversos estudios han mostrado que la temperatura y el catalizador usados al momento
de la transesterificacion influyen en el rendimiento de FAMEs tal como lo muestra Kialashaki
et al., (2019) donde analiza las mejoras de condiciones de transesterificacion a partir Chlorella
vulgaris cultivada en aguas residuales municipales y utiliza los lipidos extraidos con
cloroformo: metanol (4:5) y diferentes catalizadores (H2SOs , HsPO4y HCI) obteniendo el
mejor resultado con H2SO4 con el 30 % m/m en FAMEs y al analizar en diferentes condiciones
de temperatura 50, 60 y 70 °C obtiene un mejor resultado en 70 °C con el 50 % m/m de FAMEs.
El estudio de Farzandi et al., (2020) muestra las condiciones Optimas para la produccién de
biodiesel con la misma especie donde analiza la extraccion de lipidos con diferentes
concentraciones de catalizador, utilizando agua residual de una planta de tratamiento de aguas
como medio de cultivo; para la extraccion de FAMEs utiliza biomasa directa, NaOH como
catalizador y metanol. El estudio muestra un rendimiento mas alto 75.5 % m/m con
concentraciones bajas de catalizador 1 % m/m a diferencia del 3 % m/m; obteniendo 55.5 %
m/m de FAMEs, un valor superior al obtenido en este estudio (46.01 % m/m); pudiendo estar
relacionado a la alta concentracion del catalizador, ya que aumenta la velocidad de
saponificacion e impide la conversion de AGL y triglicéridos en biocombustibles (Jordanov et

al., 2007).

Cho et al., (2013) describe en Chlorella vulgaris el efecto de la hidrolisis enzimatica en
la extraccion de FAMEs a partir de lipidos extraidos con hexano y cloroformo metanol (2:1)
usando H.SO. obteniendo valores de casi el 86.4 % y 62.6 % m/m sin hidrdlisis,
respectivamente; pero estos valores disminuyen al momento de tener hidrolisis al 72 % y 60 %
m/m valores superiores al obtenido en este estudio 45.5 % y 42.5 % m/m respectivamente.
(Shen et al., 2015) muestra en su estudio el efecto de la limitacién de nitrégeno y fésforo para

el rendimiento de FAMEs obteniendo el 80 % de la biomasa directa al limitar estos compuestos.
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El andlisis con Chlorella vulgaris de S. Wu et al., (2017) utiliza resina acrilica lipasa de
Candida antartica para la extraccién a partir de lipidos extraidos con hexano obteniendo el
51.81 % m/m valor superior al obtenido en el estudio con resina que fue del 30.5 %, m/m esto
se debe al diferente catalizador usado. (Herrera, 2021) usa la misma resina comercial con
Chlorella vulgaris cultivada en agua de faenamiento porcino y obtiene resultados en FAMEs a
partir de lipidos extraidos con cloroformo: metanol (1:2) y metilciclohexano del 73 %y 57.5 %
m/m, en este estudio se presentan valores menores con el 43 % y 46 % m/m, esto pudo deberse

a los diferentes medios de cultivos utilizados.

Schroeder et al., (2015) analiza la extraccion de FAMESs con Scenedesmus sp a escala
piloto en su método utiliza los lipidos extraidos con cloroformo metanol (2:1) y extrae sus
FAMEs con metoxido de sodio, acido sulfarico y metanol obteniendo una valore de extraccion
de 9.2 % m/m, valor mucho menor al obtenido en este estudio el cual fue de 40.5 % m/m; esto
puede deberse al contenido de glucosa que se encuentran en los diferentes medios de cultivo,
valores similares se encuentran en el estudio de Kim et al., (2015) donde usa el mismo método
y utiliza un efluente de agua residual y obtiene 8.74 % m/m de FAMESs, aunque se obtienen
valores mas altos en el estudio de Shin et al., (2014) donde se utiliza la misma especie y el
mismo método y obtiene un contenido de FAMEs partir de lipidos extraidos con cloroformo:
metanol (2:1) del 65.08 % m/m y de hexano del 68.57 % m/m, valores superiores al presente
estudio (40.05y 44.65 % m/m). Shin etal., (2014) utiliza un medio basado en urea lo cual ayuda

a la produccion de lipidos.

El estudio hecho por Arora et al., (2019) utiliza Scenedesmus sp en diferentes
concentraciones de agua de mar para analizar sus FAMESs con &cido sulfdrico a partir de
biomasa directa y obtiene el valor mas alto del 34.38 % m/m en una concentracion de 17.5 g/l
de agua de mar; este valor se obtiene debido a que la salinidad provoca en la microalgas estreés,

acumulando carbohidratos que se convertiran en FAMEs y aumentando lipidos neutros. El valor
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es similar al obtenido en el presente estudio con biomasa seca 38.38 % m/m. La concentracion
de catalizador en el momento de la extraccion también puede influir como lo muestran los
andlisis hechos por W. Y. Choi et al., (2014) donde obtiene el 69.36 % m/m a 70 °C y una
concentracion del 5 % de catalizador. Chen et al., (2012) muestra extracciones con los mismos

métodos anteriores del 78.3 % m/my 56.2 % m/m en los dias de cultivo 14y 7, respectivamente.

Lai et al., (2016) usaron una resina epoxi de Spurr polimerizada con la ayuda de
surfactantes, isopropanol y cloroformo: metanol (1:1) para extraccion de FAMESs de la biomasa
directa de Scenedesmus sp obteniendo valores cercanos al 100 % m/m con cloroformo: metanol
(1:1) y del 74 % m/m con isopropanol; estos porcentajes se obtienen gracias a la ayuda de los
surfactantes utilizados en el estudio, a diferencia del presente que alcanzé un valor de 14.6 %

m/m con biomasa directa.

(J. Y. Wu etal., 2017) demostré que la concentracion de KoHPOg, las diferentes fuentes
de nitrégeno, el pH, la aireacion y la dilucion del agua residual afectan la productividad de
FAMEs por parte de las microalgas, el estudio muestra mejores resultando en todos los
experimentos con aireacion, cuando tiene un pH 10, cuando el agua no esta en dilucion, la
concentracion de KoHPO4es de 8 mg/l y la fuente de nitrogeno es la urea en concentracion de
1 g/l. Esto corrobora el estudio hecho por Arora et al., (2020) que demuestra que la baja
concentracion de nitrogeno y las diferentes fuentes de carbono aumentan el rendimiento de
lipidos. Adicionalmente, muestra que los dias de cultivo influyen en el rendimiento, tal como
lo indica Chen et al., (2012); y el tipo de catalizador utilizado influye en la extraccion. X. Zhou
et al., (2019) muestra que la temperatura al momento de la transesterificacion influye en los

FAMEs obtenidos de Scenedesmus obliquus con una mejor temperatura de 120 °C.

Los estudios de Herrera, (2021) donde cultiva Scenedesmus sp en agua residual porcina

muestran resultados de FAMESs en biomasa seca con la misma resina comercial del 61 % m/m
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a partir de lipidos extraidos con cloroformo: metanol (1:2) y 69 % m/m a partir del acetato de
etilo, el valor con cloroformo: metanol (1:2) es mayor en comparacién con el presente estudio
que se obtuvo el 44.5 % m/m; pero en el acetato de etilo es menor ya que se obtuvo el 76 %
m/m, esto se debe a la diferencia de medios de cultivo y su concentracion de nutrientes del

medio que se utilizaron en los dos estudios.

Los resultados revelan que las condiciones de cultivo no son las adecuadas para la
extraccion de grasas debido a su bajo porcentaje de obtencion y por lo tanto no tiene potencial
para obtencion de biocombustibles, aunque seria recomendable el analisis del perfil lipidico de
las extracciones para conocer qué tipo de lipidos tuvo la mayor extraccion y descartar la
posibilidad de utilizacién del agua residual de cerveza como medio para produccion de
biocombustible. Los resultados podrian mejorarse con un control adecuado de pH, turbidez,
reduciendo de la concentracion de los nutrientes como el nitrogeno y fosforo, con el suministro
de COo, el aumento de la dilucion del medio y finalmente hacer el cultivo en dos etapas, antes
de escalar al fotobiorreactor de 40 | se debe primero aclimatar a las microalgas haciéndolas
crecer en botellas de 1 | con el agua residual por 14 dias y a continuacion cultivarlas en el

fotobiorreactor, evitando asi la fase de retraso.

7. CONCLUSIONES

Se demostré que las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp pueden crecer en
agua residual de cerveza para la obtencion de biomasa; con productividad total comparable con
especies de microalgas que han demostrado un alto rendimiento de extraccion de sus lipidos

con el fin de obtener biocombustible.

En la obtencidon de su biomasa se demostré que las especies Scenedesmus sp y Chlorella
vulgaris tienen similares producciones de biomasa por ende mucha similitud en los valores de

crecimiento celular.
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Las microalgas de ambas especies generaron una remocion de nutrientes alta y cercana
a los estudios de diferentes autores, demostrando de esta manera su potencial para
biorremediacion de aguas residuales. Las concentraciones de COT, NT y PT luego de los
cultivos son altas y superan el limite permitido en la normativa ambiental del Ecuador para ser
descargados al sistema de alcantarillas; sin embargo, no se descarta la posibilidad de utilizar las

microalgas para este fin con alargamiento del tiempo de cultivo.

En la extraccion de lipidos con biomasa seca y himeda y la extraccion de AGL se
identifico que los tres mejores solventes extractores fueron etanol, metanol y cloroformo
metanol (1:2). Para Chlorella vulgaris se obtuvieron mejores porcentajes de extraccion en

FAMESs usando H>SOa, en cambio para Scenedesmus sp fue usando resina comercial CT-269.

Aunque los valores en el rendimiento de lipidos, AGL y FAMESs son bajos comparado con
estudios de otros autores, no se descarta el posible uso del cultivo de estas dos especies en agua
residual de cerveza con algunas modificaciones en este medio para la obtencién de una mayor
cantidad de grasas con un alto rendimiento en sus lipidos y posteriormente la produccion de

biocombustibles.
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Anexo A

10. ANEXOS

Tabla 4: Crecimiento celular de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp cultivada en agua residual
de cerveza durante 14 y 12 dias respectivamente. Conteo celular (cel/mL), Absorbancia a una
longitud de onda de 680 nm y Peso seco (g/L.).
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OBTENCION DE LIPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL CULTIVADA

Anexo B

EN AGUA RESIDUAL DE CERVEZA ARTESANAL

Tabla 5: Remocién de nutrientes de agua residual de cerveza con Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp cultivada durante 14 y 12 dias. Nitrégeno total (g/L N), Fésforo total (g/L PO4*)
y Carbono Total (g/L C).

Crecimiento celular

Chlorella vulgaris Scenedesmus sp
Dias | Nitrogeno Fosforo total | Carbono Nitrogeno |Fosforo total| Carbono

total (g/L N) |(g/L PO4s*) [total (g/L C) |total (g/L N) |(g/L PO4s*) |total (g/L C)
0 131+ 4,95 511,4+11,17 [868+ 141 [455+141 |1542+4,10 |8645+0,71
1 120+ 9,90 4995+926 |8445+212 |38+2,83 120,2+6,79 |806,5+7,78
2 108 + 4,24 408,4 +3,68 [8355+495 |315+141 |112,7+ 3,96 128855) *
3 92 +2.83 2415+325 |8115+7,78 |[28+0,71 92,3+17,11 [709+141
4 88+141 240,4+10,18 |766+1,41 [265+0 64,7 +0,78 663,5 + 4,95
5 84,5+2,12 2278+6,86 [7435+354 (255+1,41 |60,3+4,95 597 £ 1,41
6 |825+071 |2215+997 7325778 22071 (589552 (500 *
7 82+ 2,83 211,4+523 |6555+0,71 [17+141 57,7+0,28 331+11,31

610,5 + 309,5 +
8 75,5+2,12 206,5 + 2,81 12.02 14 +0,71 56,1+ 1,63 12.02
9 67,5+2,12 1819+0,92 |543+141 |12+0 55,9+0,71 289,5 + 3,54
10 |63+1,41 1694+431 |522+141 |12+141 50,2 + 2,69 2855+ 7,78
11 |59+0 139,1+£9,69 (484+141 |11%0 45,9 £ 2,05 247 £ 4,24
12 |58,5+0,71 1298+1,63 [426+2,83 [11+1/41 43,7+0,71 189,5+ 2,12
13 |53 +5,66 1174+148 |416+424 | SIN S/N S/N
14 |52 +5,66 112,2+6,22 [410+£7,07 |S/N SIN SIN
Anexo C

Tabla 6: Extraccion de lipidos a partir de biomasa hiumeda, seca y acidos grasos libres (AGL) de
biomasa seca de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

Extraccion de lipidos y AGL

Chlorella vulgaris Scenedesmus sp
Solventes " .

Humedo (%) | Seco (%) | AGL (%) | Himedo (%) | Seco (%) | AGL (%)
Metilciclohexano | 3,28 11,86 11,10 1,25 9,86 14,95
Acetato de etilo 0,71 2,44 10,05 0,30 2,92 19,20
Etanol 4,71 13,42 37,81 2,50 11,11 38,61
Cloroformo 5,26 1759  |8,52 2,72 19,07 |15,49
metanol (1:2)
Hexano 4,79 10,67 9,80 1,21 8,48 12,17
Metanol 4,49 16,44 38,52 2,37 10,69 41.33
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OBTENCION DE LIPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL CULTIVADA
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Anexo D

Tabla 7: Extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAMES) a partir de lipidos extraidos

usando &cido sulfurico y resina comercial CT-256 de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp.

Extraccion de FAMEs directa e indirecta
Chlorella vulgaris | Scenedesmus sp
Solventes FAMEs (%) FAMEs (%)
CT-269 |H2SO4 CT-269 |H2SO4
Directo 20,79 46,01 14,62 38,38
Hexano L. himedos | 6,50 45,10 S/IN S/IN
L. seco 30,50 45,50 30,00 44,65
L. himedos | 32,00 43,60 35,50 42,90
Metanol L. seco 32,50 52,60 39,50 35,85
AGL 20,50 45,75 75,00 46,30
Etanol L. himedos | 31,00 43,70 62,50 40,50
L. seco 44,00 36,05 30,00 45,45
Metilciclohexano L. himedos | 22,00 43,25 13,00 36,55
L. seco 46,00 47,25 76,00 56,15
Cloroformo: L. himedos | 23,00 41,90 67,00 40,25
metanol (1:2) L. seco 43,00 42,50 44,50 40,05
Acetato de etilo L. himedos | 17,50 47,65 22,50 40,05
L. seco S/IN 38,15 76,00 46,40

Anexo E

Tabla 5: Productividad de lipidos (mg/I*d) con biomasa seca de Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp cultivadas en 40 | de agua residual de cerveza por 14y 12 dias.

Solvente extractor

Productividad (mg/l*d)

Chlorella vulgaris | Scenedesmus sp
Metilciclohexano 0.106+0.0359 0.103+0.0009
Acetato de etilo 0.022+0.0035 0.031+0.0016

Etanol 0.120+0.0850 0.117+0.0043
Cloroformo metanol (1:2) | 0.158+0.0141 0.199+0.0539
Hexano 0.096+0.0004 0.090+0.0164
Metanol 0.149+0.1052 0.114+0.0041
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Anexo F

Tabla 8: Productividad de FAMEs (mg/lI*d) con biomasa seca de Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp cultivadas en 40 | de agua residual de cerveza por 14y 12 dias.

Productividad (mg/l*d)

Solvente Chlorella vulgaris Scenedesmus sp
H2SO4 Resina H2SO4 Resina
Biomasa seca directa 0,839+0.0226 | 0,038+0.0021 | 0,959+0.6025 | 0,033+0.0221
Hexano 0,081+0.0018 | 0,005+0.0044 | 0,093+0.0063 | 0,006+0.0003
Metanol 0,094+0.0010 | 0,006+0.0029 | 0,075+0.0004 | 0,008+0.0013
Etanol 0,064+0.0102 | 0,008+0.0013 | 0,095+0.0087 | 0,006+0.0027
Metilciclohexano 0,084+0.0029 | 0,006+0.0048 | 0,117+0.0075 | 0,016+0.0009
Cloroformo metanol (1:2) | 0,076+0.0038 | 0,008+0.0000 | 0,083+0.0078 | 0,009+0.0025
Acetato de etilo 0,068+0.0032 | 0,000+0.0000 | 0,097+0.0035 | 0,016+0.0012
AGL (metanol) 0,082+0.0004 | 0,006+0.0019 | 0,096+0.0144 | 0,016+0.0032
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