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RESUMEN

Las piscinas acuicolas presentan en su composicion, restos de alimentos artificiales
suministrados a las especies y ciertos productos quimicos que, en conjunto, producen altas
concentraciones de nutrientes y sélidos disueltos en este tipo de agua residual. El agua
residual de origen acuicola contiene una carga organica capaz de proveer condiciones
favorables para el cultivo de microalgas como Chlorella vulgaris, garantizando la biofijacion
del COg, la produccion de biomasa y biocombustibles de tercera generacion como alternativa
prometedora de una nueva fuente de energia. En la presente investigacion se determiné el
rendimiento de lipidos a partir de Chlorella vulgaris cultivada en agua residual acuicola con
fines de produccion de biocombustibles liquidos a traves de la caracterizacion del agua
residual obtenida en el sector de Nanegalito — Ecuador. Se analizé el crecimiento celular en
términos de densidad dptica, conteo celular y peso seco, obteniendo 0.47 g/L de biomasa con
una productividad especifica de 0.083 d*. Se determinaron los parametros fisicoquimicos del
agua obteniendo una remocion de 93.43% de carbono organico total (COT), 96.34% de
nitrégeno total (NT) y 92.19% de fosforo total (PT). Se registrd una produccion de lipidos de
23.01% con la mezcla cloroformo: metanol (1:2), una produccion de acidos grasos libres
(AGL) del 46.41% con cloroformo: metanol (1:2) y un porcentaje del 88.9% de ésteres
metilicos de acidos grasos (FAME-por sus siglas en inglés), con ayuda del &cido sulfurico
como catalizador de la reaccion de transesterificacién. Este trabajo demuestra la
funcionalidad del agua residual de origen acuicola para la produccion de lipidos a partir de
biomasa microalgal de C. vulgaris, pero no para la obtencion de AGL y FAME de forma
eficiente.

Palabras claves: Chlorella vulgaris, agua residual acuicola, remocion de nutrientes, lipidos.
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ABSTRACT

Aquaculture pools present in their composition, remains of artificial food supplied to the
species and certain chemical products that produce high concentrations of nutrients and
dissolved solids in this type of wastewater. Aquaculture wastewater contains an organic load
capable of providing favorable conditions for the cultivation microalgae like Chlorella
vulgaris, ensuring CO2 biofixation, biomass production and the possibility of third generation
biofuel as a promising alternative for a new energy source. In the present research, the lipid
yield from Chlorella vulgaris cultivated in aquaculture wastewater for the production of
liquid biofuels was determined through the characterization of the wastewater obtained in the
sector of Nanegalito - Ecuador. Cell growth was analyzed in terms of optical density, cell
count and dry weight, obtaining 0.47 g/L of biomass with a specific productivity of 0.083 d-
!, The physicochemical parameters of the water were determined, obtaining a removal of
93.43% of total organic carbon (TOC), 96.34% of total nitrogen (TN) and 92.19% of total
phosphorus (TP). A lipid production of 23.01% with the mix chloroform-methanol (1:2), a
free fatty acid (FFA) production of 46.41% with chloroform-methanol (1:2) and a percentage
of 88.9% of fatty acid methyl esters (FAME) were recorded with the help of the sulfuric acid
as catalyst. This work demonstrates the functionality of aquaculture wastewater to produce
lipids from C. vulgaris microalgal biomass, but not for the efficient production of FFA and

FAME.

Key words: Chlorella vulgaris, aguaculture wastewater, nutrient removal, lipids.



OBTENCION DE LIPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL DE
Chlorella vulgaris CULTIVADA EN AGUA RESIDUAL DE ORIGEN ACUICOLA

1. INTRODUCCION

Las aguas residuales son aquellas aguas que por causa del hombre y sus actividades
(industrial, doméstica, agricola, etc.) pueden presentar un riesgo grave a la salud y al
medioambiente debido a su alta concentracién de impurezas y sustancias contaminantes que
requieren un tratamiento para ser vertidas nuevamente a la naturaleza (Neczaj & Grosser,
2018; Warwick et al., 2013). Estas aguas contienen una matriz compleja de distintos
componentes categorizados en fisicos, quimicos y biolégicos. Los componentes fisicos
presentan concentraciones significativas de solidos suspendidos, observaciones anormales en
temperatura y color; los compuestos quimicos pueden ser representados por sustancias
organicas como pesticidas, aceites y compuestos organicos volatiles o sustancias inorganicas
como metales pesados, dureza, pH, nitrogeno, fosforo, azufre, micro contaminantes y valores
elevados de Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) (Warwick et al., 2013); y, finalmente,
compuestos biologicos representados por microorganismos como bacterias, hongos,

nematodos y otros pequefios animales y plantas que se proliferan bajo estas condiciones.

Cerca del 80% de las aguas residuales en el mundo son vertidas directamente a
cuerpos de agua naturales sin un tratamiento previo efectivo segun datos del Banco Mundial
(2020). Como producto de la falta de tratamiento de estas aguas residuales de origenes
diversos, se produce una afectacion en el medioambiente causando una eutrofizacion,
agotamiento de oxigeno en el agua (Singh et al., 2017) e intoxicacién de la fauna acuatica
natural; sin dejar de lado que estos efluentes pueden presentar patdgenos, antibioticos,
metales pesados, hormonas, entre otros, que alteren el bienestar de la salud humana (Chatla
et al., 2020). De esta manera, se ha etiquetado a las aguas residuales como potenciales

contaminantes para el medio ambiente.
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Una de las actividades econdmicas que ocasiona preocupacion al generar grandes
cantidades de aguas residuales no procesadas adecuadamente es el sector acuicola. En la
actualidad, la gran demanda de alimentos a nivel mundial provocada por el incremento
constante de la poblacidn ha sido sostenida, en su gran mayoria, por la industria acuicola para
garantizar la seguridad alimentaria y evitar la escases de alimentos. En un estudio realizado
en la India, se determind que entre los afios 2016 a 2018 el consumo de pescado fue del 52%
y para el afio 2028 aumentaré al 58% (Tom et al., 2021), atentando directamente a las fuentes
de agua naturales si no se prevé un tratamiento efectivo que no contamine el agua dulce para

el ser humanao.

A nivel mundial, China e India ocupan los primeros lugares en la produccion acuicola
teniendo una participacion del 7.1% segln la FAO en 2018 (Ghosh, 2020). Dentro de esta
perspectiva, Latinoamérica no es la excepcion, en datos estadisticos este continente
representa el 12.1% de la produccion acuicola en volimenes mundiales, siendo el 77% de
este valor, produccion total de Chile, Brasil y Ecuador; paises centrados en la exportacion de
diversos tipos de pescado, moluscos y mariscos (Wurmann, 2019). Para el Ecuador, esto
representa cerca de 575.8 millones de dolares anuales con una tasa de crecimiento del 0.5%
en promedio de la produccion total en el sector acuicola. Especies como la trucha, tilapia y
carpas, representan el 28% de la produccion nacional (Sanchez et al., 2015), y el resto
corresponde al cultivo de camardn ecuatoriano, producto predilecto que ocupa el primer lugar

en el mundo.

En Ecuador, los organismos como los Departamentos de Gestion Ambiental de las
Prefecturas Provinciales y Alcaldias, de acuerdo con el marco legal, y encabezados por el
MAE (Ministerio del Ambiente, Agua y Transicién ecoldgica) (Pefia et al., 2018) presentan

6



OBTENCION DE LIPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL DE
Chlorella vulgaris CULTIVADA EN AGUA RESIDUAL DE ORIGEN ACUICOLA

una amplia legislacion ambiental que los compromete como instituciones publicas a velar,
controlar y regular las descargas de aguas residuales. De este modo, el Instituto Nacional de
Estadisticas y Censos (INEC) determind en su informe sobre estadistica de informacién
ambiental econdmica en gobiernos autdbnomos descentralizados municipales (INEC, 2016)
que en el pais cuenta con cerca de 421 plantas de tratamiento de aguas residuales, de las
cuales el 50% se encuentran en la region Sierra y segin las estadisticas arrojadas, 133
municipios que tienen la capacidad de tratar aguas residuales. De estos municipios solo 51
realizan el tratamiento de forma parcial y 82 municipios no realizan ningun tratamientos en
las aguas residuales. El 59.26% de los Gobiernos Autdnomos Descentralizados vierten las
aguas no tratadas directamente a los rios y, cerca del 25.19% lo hacen en quebradas y en
otros lugares. En Galapagos el 100% de las aguas que no se tratan son vertidas al mar (INEC,
2016). Estos datos representan una alerta de emergencia y la necesidad de presentar
propuestas de valor con relacion a un tratamiento eficiente para eliminar cualquier tipo de
impureza en las aguas residuales que reduzca significativamente el impacto negativo sobre
el entorno, garantizando la seguridad no solo ecoldgica, sino también econémica y ambiental

en la industria.

Como se menciond anteriormente, una de las principales fuentes de aguas residuales
en Ecuador proviene de la acuicultura; en este aspecto, uno de los sectores mas importantes
en la provincia de Pichincha es Nanegalito, lugar caracteristico por su impacto comercial y
productivo encaminado al criadero de especies como truchas, tilapias y carpas, en donde se
encuentran la gran mayoria de piscicolas de la capital. Estas piscinas de criadero presentan
en su composicion, concentraciones altas de alimento para especies acudticas y ciertos

productos quimicos empleados en la industria acuicola, que en conjunto concentran grandes
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cantidades de nutrientes y solidos disueltos en esta agua residual. Los principales desechos
presentes en las granjas acuicolas se clasifican en seis grupos importantes: residuos de
alimentos y materia fecal, subproductos metabdlicos, residuos de biocidas, desechos
derivados de fertilizantes, desechos por descomposicion o muda de organismos y floraciones
de algas. Se ha determinado que el principal componente de las aguas residuales acuicolas
proviene de alimentos no consumidos (30%) y las heces de los peces (30%) (Chatla et al.,

2020).

Desde esta perspectiva, se han planteado técnicas y procesos que puedan contribuir
con el tratamiento de las aguas residuales provenientes de actividades acuicolas, en donde se
han empleado métodos como biofiltros sumergidos, humedales artificiales, biopeliculas
(biofilms- por su nombre en Inglés) (Chatla et al., 2020; Li et al., 2020), diques ecologicos,
entre otros, para eliminar todo tipo de contaminantes. Sin embargo, el uso de microalgas para
el tratamiento de aguas residuales es un método biotecnolégico que ha llamado la atencion
de la comunidad cientifica gracias a su bajo costo de produccion (Pozzobon et al., 2021) y su
comprobada eficiencia en la remocion de nutrientes; en comparacion de los tratamientos
convencionales que requieren una alta inversion, consumo de energia y mantenimiento (Tom
etal., 2021; Vovk et al., 2020). Ademas, el uso de aguas residuales se encuentra relacionadas
con un coste de tratamiento insignificante para la industria, lo que convendria utilizar este

tipo de residuo para obtener un coproducto como fuente de beneficios (Kwon et al., 2020).

Gracias a varios estudios, se mantiene una evidencia contundente sobre la
funcionalidad de las microalgas y las aguas residuales. Acién et al., (2016) lo demostraron
en su trabajo donde corroboran que especies de los géneros Nitzchia, Chlorella, Oscillatoria
y Scenedesmus, presentan una tolerancia a la contaminacion relativamente alta en

8
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comparacion a otras microalgas y que pueden ser usadas en el tratamiento de aguas residuales
(Acién et al., 2016). En esta investigacion se trabajé con Chlorella vulgaris (C. vulgaris), un
organismo unicelular descubierto en el afio de 1890 por Martinus Willen Beijerick, un
microbi6logo y botanico de origen holandés (Prono, 2022). Esta microalga fotosintética
pertenece al reino Protista, y esta situada en la division Chlorophyta del orden
Chlorococcales (Gomez et al., 2011). Su familia corresponde a Chlorellaceae del género
Chlorella (Guiry & Guiry, 2022), es caracterizada por su color verde y su forma esférica
entre 2 a 10 um de didmetro (Safi et al., 2014). Esta especie es una de las mas estudiadas en
el ambito experimental ya que propone una metodologia sencilla y econdmica para su
supervivencia y presenta una tasa de crecimiento elevado en comparacion de otras especies.
Segun Galves (2014), C. vulgaris en un lapso de 20 horas se dividira en cuatro células nuevas,
lo que comprueba la especial importancia de estudio de esta especie como fuente principal

de compuestos de valor agregado.

Para que las microalgas puedan crecer de forma Optima se requieren concentraciones
de fosforo, nitrégeno y carbono especificas. El agua residual de origen acuicola contiene una
alta carga organica que seria capaz de proveer las condiciones favorables para el cultivo de
C. vulgaris (de Oliveira et al., 2020). Por lo tanto, se estima que dichas aguas residuales
proporcionan los nutrientes necesarios para que las microalgas puedan asimilar
concentraciones necesarias de carbono, nitrégeno y fosforo, asegurando la acumulacién de
biomasa. Ademas, al emplear estos microorganismos fotosintéticos en los procesos de
tratamiento de aguas residuales en la acuicultura, se garantiza la biofijacion del CO y segln

investigaciones recientes se ha concluido que se puede remover hasta un 95% de este gas de
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efecto invernadero (Acién et al., 2016; Li et al., 2020); asi como de compuestos nitrogenados

y fosfatados, elementos perjudiciales para los efluentes acuéticos y el ser humano.

Por otro lado, se ha identificado una peculiaridad al inocular ciertas microalgas en un
agua residual, ya que no solo remueven los elementos contaminantes de su medio, sino que,
bajo una fuerte disponibilidad de nutrientes como el carbono, nitrogeno y fésforo, C. vulgaris
incrementa su produccion de biomasa. Esto ha despertado un interés singular enfocado a la
produccion de biocombustibles como alternativa prometedora de una fuente de energia

limpia en el transporte y la generacion de energia renovable (Abdullah et al., 2019).

Se sabe que los biocombustibles son combustibles que se originan a partir de cierta
materia biologica que es renovable a lo largo del tiempo garantizando emisiones que no
dafien al ambiente (Alalwan et al., 2019). Los biocombustibles se emplearon hace varios
siglos atréas siendo reemplazados por el petroleo. Existen varias generaciones para clasificar

a los biocombustibles segun la materia prima empleada, estas son:

Biocombustibles de Primera Generacion: En esta categoria se incluyen a todos los
biocombustibles relacionados directamente con biomasa comestible, por ejemplo; el
bioetanol obtenido a partir de la fermentacion de azlcares como cafia de azucar, suero de
leche, desechos alimenticios como cascara de papa, entre otros (Abdullah et al., 2019). El
biodiesel, generado con biomasa de plantas y semillas al extraer lipidos de sus estructuras y

transformarlos en biocombustibles (Alalwan et al., 2019).

Biocombustibles de Segunda Generacion: Son aquellos que combustibles obtenidos

a partir de una gran gama de materias primas, principalmente biomasa lignocelulésica no
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comestible. Entre ellas se encuentra la madera, residuos agricolas o forestales y desechos

solidos municipales (Alalwan et al., 2019).

Biocombustibles de Tercera Generacion: Son aquellos producidos a partir de
microorganismos que, de acuerdo con investigaciones, tiene mayor rendimiento que la
biomasa lignocelulésica. Este biocombustible centra la atencion de la comunidad por su
doble beneficio, debido a que presenta también una alta asimilacién de CO2 y por no competir
con los alimentos para su cultivo en espacios terrestres (Abdullah et al., 2019; Chen et al.,

2011; Sénchez-Bayo et al., 2020).

Biocombustibles de Cuarta Generacion: Son aquellos combustibles que utilizan
como materia prima a microorganismos genéticamente modificados que puedan sintetizar
sustancias de valor agregado a través de ingenieria metabolica con aumentos significativos
en lipidos o carbohidratos (Abdullah et al., 2019). Se trabaja especialmente con microalgas,

bacterias y cianobacterias.

Hoy en dia, el uso de microorganismos vivos que generen dentro de su estructura
sustancias que puedan ser utilizadas como alternativas para problematicas relacionadas con
la deficiencia de fuentes de energia renovables y amigables con el medioambiente es el foco
central de las investigaciones que pretenden establecer procesos econdémicos asociados a
fuentes baratas de nutrientes (Singh et al., 2017), faciles y rapidos con materias animales o
vegetales que cumplan este fin. Una de las soluciones mas prometedoras en la actualidad es
la obtencion de biocombustibles a partir de biomasa microalgal, ya que estudios previos de
Ramos & Pizarro (2018), demuestran que C. vulgaris es idonea para su utilizacién como

fuente de acidos grasos en la produccion de biodiesel reportando valores mayores en
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eficiencia, productividad y rendimiento (Liang et al., 2009) a comparacion que el gaséleo o

diésel de petroleo.

La humanidad se enfrenta a graves problemas medioambientales que ponen en riesgo
el entorno en el que vivimos Yy la salud de sus habitantes. Sin duda uno de los dilemas que
mas ha causado conflicto desde su descubrimiento es el dafio que causa el uso de
combustibles fosiles en el planeta y su posible restriccion futura como fuente principal de
energia mundial. Segun Scott Foster y David Elzinga (2013), voceros de la comision de
energia sostenible para Europa de la ONU, los combustibles fosiles representan cerca del
80% de la energia utilizada a nivel mundial y se estima que para el 2050 la cantidad de
carbono emitida a la atmosfera se duplicard, provocando el aumento de la temperatura
terrestre en 2 °C, por lo que es indispensable la presentacion de una técnica eficiente que no
solo sustituya a las actuales fuentes energéticas, sino también se presente como una
alternativa de origen renovable y que sea capaz de absorber la cantidad de carbono presente

en el ambiente y transformarlo en productos con un beneficio sustentable.

El presente trabajo tuvo como finalidad la produccidn de ésteres metilicos de &cidos
grasos (FAME — por sus siglas en inglés), que son compuestos de origen organico obtenidos
a través de una sintesis denominada transesterificacion de acidos grasos en reaccion con
metanol y en presencia de un catalizador. Estos compuestos tienen la capacidad de
biodegradarse facilmente a comparacion del diésel del petréleo (Thomas et al., 2017). El
biodiesel es un sustituto del diésel de petréleo compuesto por una mezcla de FAME con
cadenas entre 14 a 22 carbonos. Los FAME se encuentran en los lipidos de tipo triglicéridos
no polares abundantes en &cidos grasos saturados y monoinsaturados (Sanchez et al., 2020),

en especial el cido oleico de 18 carbonos ideal para la produccion de biodiesel. Estos lipidos
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son moléculas bioldgicas caracterizadas por ser insolubles en agua, pero solubles en distintos
solventes de origen organico, una de sus principales funciones dentro de los organismos es
la proporcién de energia necesaria para cumplir las actividades metabdlicas gracias a su gran
cantidad de enlaces entre carbono e hidrogeno (Valchev et al., 2017). También se reconocen
como componentes estructurales esenciales en las membranas bioldgicas. Seguin Castillo
(2017), C. vulgaris presenta un porcentaje del 22.8% de lipidos acumulados en su estructura,
generando de forma industrial una productividad de biomasa cercana a 0.08 g/L/d, de la que
se pueden extraer cerca de 0.01 g de lipidos (Gomez et al., 2022), siendo su produccion una
de las mas economicas dentro del mercado gracias a los nutrientes presentes en los cuerpos

de aguas residuales sin incurrir en costos de micro y macronutrientes.

Junto con estos enunciados, se establece que el biodiesel obtenido de los lipidos
microalgales de C. vulgaris cultivada en agua residual de origen acuicola (Vovk et al., 2020)
pueden ser fuente renovable que suministraria de forma sostenible, menos toxica y mas
economica la energia requerida y, por ende, hacer del sector piscicola a nivel mundial una
practica eco amigable y sustentable en todos sus aspectos. Una de las ventajas de
comercializar el biodiésel es la garantia que brinda al no generar gases de combustion nuevos
al medio ambiente, como lo menciona Huang y sus colaboradores. El producto obtenido no
presenta compuestos aromaticos en su estructura que luego de la combustion sean expulsados
a la atmosfera, causando alteraciones en la composicién y calidad de aire (Boluada et al.,
2019). Por esta razon se observa que existe una baja emisién de monoxido de carbono, azufre
y particulas en suspension (Huang et al., 2010). Ademas, se ha determinado que este biodiesel

es menos volatil, mucho mas seguro al momento de transportarlo y presenta un valor de
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cetano mucho mayor al diésel, lo que resulta beneficioso en el momento de su combustion

(Soleimani et al., 2021).

El motivo por el cual el biodiesel microalgal representa importancia en la comunidad
cientifica radica en que, segun estudios realizados en 2010, C. vulgaris es capaz de fijar cerca
de 1.7 kg de CO; por cada kg de biomasa seca lo que contribuye a disminuir drasticamente
las emisiones de efecto invernadero y reestablecer el equilibrio térmico del planeta (Arias et
al., 2013), ya que no presentan una elevada huella de carbono. Es decir, cuando el
biocombustible es combustionado, este no incrementan la concentracion de carbono en la
atmosfera, solo liberan el carbono absorbido durante el tiempo de cultivo de la microalga y
mediante su fotosintesis volvera a fijar este compuesto nuevamente obteniendo emisiones

netas de carbono (Xu et al., 2022) y mas limpias a comparacion de otros combustibles.

De acuerdo con lo expuesto anteriormente, es importante recalcar que al utilizar C.
vulgaris cultivada en agua residual acuicola, los costos de produccion se minimizan
notablemente al no requerir la adquisicion de nutrientes para la microalga y beneficiando al
ambiente al evitar el uso de agua fresca. Asimismo, el uso de microalgas en aguas residuales
constituye un tratamiento biolégico, que reduce la concentracion de sustancias toxicas en las
aguas residuales. Otro aspecto importante es la utilidad que se puede dar a la biomasa
microalgal restante, que no representaria desperdicio o desecho, sino una materia prima
funcional para otra areas. La biomasa de C. vulgaris ha sido utilizada como alimento para
animales y seres humanos en forma de nutracelticos (Paniagua, 2015) gracias a su alto
porcentaje de proteinas y lipidos, también como biofertilizante y para la produccion de

compuestos bioactivos en las industrias farmacéuticas y cosmetologicas (Swastika et al.,
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2022), ademas de ser empleada como colorante en la industria textil (Pagels et al., 2020) por

su amplia gama de pigmentos.

En la actualidad se esta trabajando con C. vulgaris en temas relacionados a esta
investigacion, en Pakistan se ha estudiado el comportamiento de la microalga con aguas
residuales de origen industrial provenientes del sector textil en simbiosis con Enterobacter
sp. para garantizar la remocion de la mayor cantidad de nutrientes (Mubashar et al., 2020).
Existen trabajos cientificos que analizan el potencial de C. vulgaris para el tratamiento de
agua residual con fines de produccion de biodiesel (Ahmad et al., 2013) y estudios de
tratamiento de agua residual de piscifactorias para la produccion de biodiesel con otras
especies de microalgas (Enwereuzoh et al., 2020). Un estudio en Brasil respalda el buen
crecimiento de C. vulgaris en aguas residuales de un cultivo de tilapia bajo un sistema de
biofléculos de baja salinidad (de Oliveira et al., 2020). Sin embargo, la informacion que
existe sobre el comportamiento de C. vulgaris siendo cultivada en agua residual acuicola
enfocada a la produccion de biodiesel con la obtencidn de un alto porcentaje de lipidos es
escasa. En base a esta necesidad, se establecid como objetivo el determinar el rendimiento
de lipidos a partir de Chlorella vulgaris cultivada en agua residual acuicola con fines de
produccién de biocombustibles liquidos iniciando con la caracterizacion del agua residual
mediante analisis fisicoquimicos para la determinacion de su uso potencial como medio de
cultivo de microalgas. Posterior a esto, se analizd el crecimiento microalgal en un
fotobiorreactor para la produccion de biomasa con fines de extraccién de lipidos, y
finalmente caracterizar la fraccion lipidica de la biomasa cultiva mediante procesos de
extraccion de lipidos totales, acidos grasos libres y ésteres metilicos para la comprobacion

de su potencial en la produccion de biodiésel validando o no la hipotesis de que el agua
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residual acuicola del sector Nanegalito en Quito, presenta una cantidad de nutrientes 6ptima
para el crecimiento de Chlorella vulgaris en 15 dias de cultivo, generando un contenido de
lipidos mayor al 20%, de &cidos grasos libres superior al 80% Yy ésteres metilicos de &cidos

grasos superior al 90%, para uso potencial en la produccién de biodiesel.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Sitio de estudio
2.1.1 Recoleccion del agua residual

El sector Nanegalito corresponde a una de las parroquias del distrito metropolitano
en la provincia de Pichincha - Ecuador, ubicada al noroccidente de la capital entre las
parroquias de Nono, Nanegal, Gualea y Mindo. Nanegalito localizada a 50 km de Quito,
presenta una altitud entre los 1400 a 2800 m.s.n.m, con una temperatura que varia entre los
15 °C a 22 °C. En este sector se llevd a cabo la recoleccidn del agua residual gracias a la gran
cantidad de piscinas acuicolas localizadas en la zona (Figura 1), en donde se encuentran

criaderos de especies altamente comercializadas como: truchas, tilapias, carpas, etc.

16



OBTENCION DE LIPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL DE
Chlorella vulgaris CULTIVADA EN AGUA RESIDUAL DE ORIGEN ACUICOLA

Figura 1. Estanque acuicola de Nanegalito

2.2  Metodologia

Para determinar el rendimiento de lipidos a partir de biomasa microalgal de
C. vulgaris cultivadas en agua residual de origen acuicola con fines de produccion de
biocombustibles liquidos se planted la siguiente metodologia, estableciendo tres fases

importantes dentro del proceso, como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Flujo de trabajo para la metodologia de investigacion.

2.2.1 Fase de campo

. Recolecciéon del medio de cultivo

Se recolectaron 60 litros de agua residual acuicola en una de las piscinas usadas como
criadero de especies comerciales en Nanegalito. Con ayuda de una varilla se realiz6 una breve
mezcla del agua para que los nutrientes depositados en la parte inferior de la piscina queden
suspendidos en toda la superficie. El agua acuicola se coloco en tres canecas plasticas con
una capacidad de 20 litros cada una, selladas con papel film debidamente etiquetadas y

almacenadas a 4 °C hasta su uso.

. Obtencion del indculo

Para este estudio se requirieron cepas de Chlorella vulgaris obtenidas del Banco
Espafiol de Algas, las cuales fueron preservadas en la ciudad de Quito, Ecuador en el
Laboratorio de la Facultad de Ingenierias y Ciencias Aplicadas de la Universidad

Internacional SEK bajo presion atmosférica en medio Bold’s Basal Medium (BBM) de tipo
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liquido que aseguro la subsistencia y crecimiento de estas microalgas verdes de agua dulce
proporcionando sus nutrientes vitales (Nichols & Bold, 1965; UTEX, 2019) a lo largo de
toda la fase experimental. EI BBM contenia 10 g de NaNOs, 3 g de MgSOs -7H20, 1 g de
NaCl, 3 g de K:HPO4, 7 g de KH2PO4, 1g de CaCl, -2H,O. Como elementos traza en
solucion se colocaron 8.82 g de ZnSO4 -7H20, 1.44 g de MnCl, -4H20, 0.71 g de MoOs,
1.57 g de CuSO4 -5H20, 0.49 g de Co (NOs3)2 -:6H20 y 11.42 g de H3BOs, 50 g de EDTA, 31
g de KOH, 4.98 g de FeSO4 -7H>0 y 1 mL de H2SOs4 concentrado. Los elementos fueron
diluidos en agua destilada de acuerdo con los stocks establecidos por Stein (1973) y

autoclavados previo su hizo con la microalga.
2.2.2 Fase de Laboratorio
o Preparacion del medio de cultivo e inoculo

Se autoclavaron 40 litros de agua residual obtenida en Nanegalito de origen acuicola
en pirex de 5 galones de capacidad, se colocaron en autoclave a una presion de 121 °C y 15
psi durante 30 minutos para su esterilizacion, se dejé enfriar el agua a temperatura ambiente
durante 12 horas y se procedio a filtrar el medio de cultivo con ayuda de un filtro multicapa
con un diametro de poro de 0.6 a 1.6 mm, para retener los solidos suspendidos presentes en

el agua acuicola.

El indculo se mantuvo en botellas autoclavables de 1 litro con 800 mL de medio BBM
y C. vulgaris por un lapso de 7 dias hasta alcanzar una concentracion celular adecuada
(~10°cel/mL). Los reactores se adaptaron con filtros de entrada y salida de aire con un poro

de 0.45 um, a temperatura ambiente y bajo condiciones controladas de irradiancia luminica
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con luz artificial constante a 150 pmol m2s™, como lo indica (Chia et al., 2013) y ciclos de

luz/oscuridad de 12 horas.
° Siembra en fotobiorreactor

En un fotobiorreactor de vidrio (71.3 cm de largo x 8.8 cm de ancho x 61 cm de alto),
acoplado a una termocupla y con unas mangueras de aireacién conectadas a un compresor
para un burbujeo constante, se colocaron 36 litros de agua residual anteriormente filtrada y
autoclavada, a la cual se inoculé con 4 litros de cultivo de C. vulgaris con una densidad
celular de 2.357 - 10° cel/mL preservado en los reactores de conservacion. Se establecié una
relacion entre el medio de cultivo y la cepa microalgal con una dilucién de 1:10 en el
fotobiorreactor, el cual se mantuvo en el mes de diciembre del 2021 bajo condiciones
atmosféricas de la ciudad de Quito con una temperatura controlada de 28 £ 2 °C y con un
flujo de aire de 4.2 L/min. Se mantuvo un pH constante de 6.77 + 0.34 a lo largo de los 12

dias. Se establecio un control con medio BBM para el analisis fisicoquimico.
o Determinacion del crecimiento celular

Por un lapso de 12 dias se recolectaron diariamente 50 mL de muestra, estas fueron
tomadas del fotobiorreactor en botellas de plastico, de 100 mL de capacidad, previamente
lavadas y desinfectadas bajo luz UV. Inmediatamente se llevaron a un refrigerador durante
24 horas a 4 °C para minimizar el crecimiento celular (Liang et al., 2009). Para la
determinacion del crecimiento se realizd mediante tres metodologias especificas: por

densidad Optica, conteo celular y peso seco.

o Densidad Optica
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El crecimiento celular microalgal se midié por densidad Optica a través de
espectrofotometria, el procedimiento se realiz de acuerdo con el protocolo establecido por
Arias (2013). Se requirio un espectrofotometro marca HACH 5000 calibrado a una longitud
de onda de 680 nm, longitud a la que es posible determinar la densidad Optica de C. vulgaris.
En una celda de vidrio se colocé 1 mL de la muestra recolectada en la botella de pléstico,
previamente agitada para su homogenizacion, se midié y registrd los datos por triplicado; el
blanco fue el agua acuicola sin C. vulgaris. Se procedié a medir el restante de muestras hasta

el dia 12.

o Conteo Celular

Para la determinacion de biomasa microalgal por conteo celular se realizé con ayuda
de una camara de Neubauer siguiendo el protocolo de Bastidas (2011), con ayuda de un
microscopio Optico marca Leica para poder visualizar las células a 40X. En la Figura 3 se

observa a C. vulgaris en el medio de cultivo acuicola a 100X.

A 0’@
8D
"9

Figura 3. Chlorella vulgaris cultivada en agua residual acuicola vista desde un microscopio con objetivo de 100X. A
muestra a C. vulgaris en el dia 1 después de su inoculacion en el agua residual acuicola. B muestra a C. vulgaris en el dia
final de su cultivo. Fotografias elaboradas por el autor.

21



OBTENCION DE LIPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL DE
Chlorella vulgaris CULTIVADA EN AGUA RESIDUAL DE ORIGEN ACUICOLA

En las muestras con gran concentracion de C. vulgaris se realiz6 una dilucién 1:100
para hacer posible el conteo. Se cont6 y registrd los datos por triplicado calculando la

concentracion celular con la Ecuacion (1).

cel nam. células (%) -10.000 (1)
Concentracioén celular (—) = — ~dilucion
mlL nam. cuadros

o Peso Seco

Se realizé peso seco para determinar la concentracion de biomasa microalgal por
gravimetria con apoyo de un vidrio reloj y un papel filtro siguiendo el procedimiento de
(Gaspar, 2019); se dejo secar papel filtro de 125 mm de diametro en una estufa de marca
WiseVen Scientific a 60 °C por 24 horas, se coloco el papel filtro previamente enfriado a
temperatura ambiente en un desecador por 30 minutos y con ayuda de una balanza analitica
se peso el papel vacio. Se repitio el procedimiento hasta obtener un peso constante.
Posteriormente, se colocé 1 mL de muestra y se dejé secar a 60 °C por 24 horas méas (Sanchez
& Martinez, 2012). Finalmente, se peso el filtro con la muestra de microalgas y se aplico la

siguiente Ecuacion (2) por diferencia de pesos.

(2)

g ) _ (filtro seco + muestra seca)(g) — filtro inical (g)

Peso Seco (—

mL volumen de muestra (mL)

Se determind la productividad total de la biomasa obtenida con C. vulgaris, de
acuerdo a la Ecuacién (3) utilizada por Guasumba (2022), en donde relaciona la biomasa
total (seca y himeda) obtenida en gramos (g) para el volumen total del cultivo expresado en
litros (L) por el tiempo final del cultivo representado en dias (d).

Biomasa total (g)
Volumen (L) - Tiempo (t) 3)

Productividad total =
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. Caracterizacion del agua residual acuicola y analisis de parametros

fisicoquimicos.

Se realiz6 la caracterizacion fisicoquimica del agua residual acuicola con 4 litros del
agua obtenida en Nanegalito y con el sobrenadante obtenido al finalizar el cultivo a través de
los siguientes métodos estandarizados expresados en el Anexo 1. Para determinar la
concentracion y el porcentaje de remocion de N, C y P Total se centrifugaron las muestras
extraidas por dia en tubos Falcon de 50 mL en una centrifugadora de marca Boeco C-28A a
4000 rpm durante 5 minutos. La centrifugacion ocasiono que la muestra se separara en dos
fases; en donde la biomasa se guardo para analisis posteriores y el sobrenadante se utilizd

como muestra en la determinacion de macronutrientes como:

o Nitrogeno Total por digestion con persulfato segin el método 10072

establecido por HACH (2015).

o Carbono Total para la determinacion de la concentracion de carbono organico
presente en las muestras segun el método 10128 mencionado por la compariia HACH

(20144).

o) Fosforo Total por la digestion con molibdeno y acido persulfato segun el

método 10127 sefialado en HACH (2014b).

Se calculo el porcentaje de remocidn de nutrientes en base a la Ecuacion (4) establecido por
Eladel (2019) que relaciona la diferencia entre la concentracion inicial del nutriente (C) y la

concentracion final del mismo (Cr) para la misma concentracion inicial del nutriente (C,) por
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100% que determinaréd el grado de eliminacion de un determinado nutriente en el agua

residual.

C,—C (4)
% Remocion Nutrientes = % -100%
1

Se realizo la caracterizacion del agua residual acuicola obtenida en las piscinas de criadero

de peces para determinar la concentracion de nutrientes inicial segun los siguientes

protocolos.
J Obtencion de biomasa microalgal

Transcurridos los 12 dias y al comprobar mediante conteo celular que iniciaba la fase
de muerte celular se vacio el fotobiorreactor colocando el contenido en pirex previamente
esterilizado, se trasladaron a la Facultad de Ingenierias y Ciencias Aplicadas en la
Universidad Internacional SEK para ser tratados. Se centrifugo todo el volumen cosechado
a 4000 rpm durante 5 minutos por triplicado en tubos Falcon de 50 mL para obtener la mayor
cantidad de biomasa. Se reservaron 2 litros del sobrenadante para pruebas de analisis por
absorcion atomicas en laboratorios externos. Después de tener toda la biomasa recolectada,
una parte se dispuso como biomasa humeda y se refrigeré a -4 °C y la otra parte se dejo secar
a 100 °C en una estufa para obtener biomasa seca. Todas las muestras se realizaron por

triplicado y los resultados se expresan como el promedio con su desviacion estandar.
o Extracciones de lipidos

Para el presente estudio se establece el procedimiento realizado para obtener lipidos,
acidos grasos y ésteres metilicos de acidos grasos provenientes de C. vulgaris. Se empleo la
biomasa microalgal hiimeda y seca preservada con anterioridad. Las extracciones se llevaron

a cabo con cloroformo: metanol (1:2), hexano, acetato de etilo, metilciclohexano, metanol y
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etanol como solventes organicos extractores. La seleccion de solventes se realizd con base

en revision bibliogréafica (Guasumba, 2022; Herrera, 2021; Sdnchez-Bayo et al., 2020).

o Extraccién de lipidos totales

La extraccion de lipidos totales se realizd segin el procedimiento establecido por
Bligh & Dyer (1959), Hadrich (2018) y Salazar (2012) con ciertas modificaciones expuesta
por Kumar (2015) al incluir el lavado con NaCl al 0.58% para incrementar la pureza de la
muestra y varias centrifugaciones a 4000 rpm para homogenizar la extraccion, siguiendo las
recomendaciones de Aguilar (2011). Como mecanismo de disrupcion celular se utilizd
sonicacion para romper la pared y la membrana (Adam et al., 2012) de C. vulgaris. Se
requirié aproximadamente 6.1514 g de biomasa seca y 6.1924 g de biomasa humeda total
para el procedimiento, tomando en cuenta que se realizo la extraccion con cada solvente por

triplicado.

Contenido lipidico (%) = II;—;- 100% (5)

Se pudo determinar el porcentaje total de lipidos de cada solvente extractor por
gravimetria con ayuda de la Ecuacion (5) establecido por Hadrich (2018) y Zhu (2016); en
donde P. hace referencia al peso del frasco con el contenido lipidico extraido y seco en
gramos, y Pg al peso de la biomasa microalgal seca o himeda en gramos, siendo el porcentaje
representado en % m/m. Para determinar la productividad total volumétrica de lipidos se

utilizé la Ecuacion (6), descrita por Guasumba (2022); donde M. representa la masa de los

lipidos, (V) el volumen del cultivo expresado en litros, y (t), el tiempo determinado en dias.

_ M ©

Productividad Total Volumétrica (i) =7t

l-d
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Se determind la productividad especifica de biomasa en base a la productividad volumétrica
de biomasa expresada en g/L/d por la concentracion de biomasa obtenida en g/L, como se
observa en la Ecuacion (7). Todas las muestras se realizaron por triplicado y los resultados

se expresan como el promedio con su desviacion estandar.

Prod. Vol Biomasa (ﬁ) 0

Productividad Especifica Biomasa =

Conc.Biomasa (%)

o Extraccion de Acidos Grasos Libres (AGL)

Se procedio a realizar la extraccion de acidos grasos libres con 0.5 gramos de biomasa
seca de C. vulgaris de acuerdo con el protocolo de Toumi (2022), en el cual se preparo la
muestra mediante saponificacion de biomasa con 20 mL de metanol y 0.1 gramo de KOH
como base. La muestra permanecio en un equipo de reflujo constante cerca de 4 horas a 300

rpmy 60 °C en bafio térmico como se observa en la Figura 4A.
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Figura 4. Equipo de reflujo para saponificacion de biomasa de C. vulgaris. A representa el equipo necesario para el
reflujo en la saponificacion de la biomasa de C. vulgaris. B representa el proceso de extraccion de los acidos grasos libres
de C. vulgaris.

Luego, para la purificacion se filtré la muestra con una bomba al vacio y se ajusto el
pH con HCI 1 M; en un embudo de decantacion se observo la separacion de dos fases
correspondientes a una organica representada por acidos grasos y otra inorganica compuesta
por residuos contaminantes no lipidicos (Abedini Najafabadi et al., 2015) como se observa
en la Figura 4B. Para la determinacion del porcentaje lipidico de &cidos grasos se midié por
gravimetria el peso del frasco vacio (T1) y el peso del frasco con &cidos grasos libres (T2) en
gramos por el peso inicial de biomasa utilizada para la extraccion (W) usando la Ecuacion
(8) mencionada por Guasumba (2022). Todos los porcentajes se representaron en % m/m.
Todas las muestras se realizaron por triplicados y los resultados se expresan como el

promedio con su desviacion estandar.

(8)

-1

w

%AGL = ( ) -100

o Extraccion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAME)
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Para la obtencidn de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) se realizo el flujo de
trabajo indicado en la Figura 5A, en donde se partié por el proceso de transesterificacion por
reaccion directa, indirecta y acidos grasos libres, con ayuda de catalizadores acidos, sea este
homogéneo como &cido sulfarico (H2SO4) y heterogéneo como la resina comercial CT-
269DR, los cuales estuvieron implicados en cada reaccion por triplicado. El protocolo se
establecio de acuerdo con lo mencionado por Belkhanchi (2021) y Sanchez-Bayo (2020) en
la produccién de FAME con una relacién entre catalizador, solvente y biomasa de
(1.74:30:10) para el H2SO4 y de (1.1:100:1) para la resina; manteniendo por una temperatura
constante de 90 °C por 4 horas un set de tubos de vidrio con agitadores sumergidos en un

bafio térmico a 400 rpm.
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Figura 5. Proceso para la obtencion de FAME. A representa el flujo de trabajo llevado a cabo para la obtencion de
FAME. B representa la purificacion para la obtencion de biodiesel a partir de biomasa de C. vulgaris.

Pasado el tiempo se llevo la muestra a un filtro al vacio para retener las impurezas y
se procedio a realizar la purificacion en un embudo de decantacion de 100 mL, en donde se
realizé un lavado con 5 mL de agua mili Q y 2 mL de hexano: dietiléter (80:20) esperando
de 2 a 5 minutos la separacion de fases, como se observa en la Figura 5B. Con ayuda de una

pipeta Pasteur se extrajo la fase organica comprendida por los ésteres metilicos de acidos
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grasos de interés. Se cuantifico el porcentaje de ésteres metilicos por gravimetria en frascos
expuestos en una estufa a 90 °C por 24 horas y de acuerdo con la Ecuacién (9) (Guasumba,
2022; Herrera, 2021), en donde se determina el porcentaje por la diferencia de pesos en
gramos entre el frasco con los FAME extraidos (T2) y el frasco vacio (T1) por la biomasa
usada (W) en gramos. Todos los porcentajes se representaron en % m/m. Todas las muestras
se realizaron por triplicados y los resultados se expresan como el promedio con su desviacion
estandar.

(9)

I—-T

%FAMEz( )-100

o Cromatografia por capa fina (Thin layer chromatography-TLC)

Se realiz6 una comprobacion a través de TLC para lo cual se requirio una placa de
gel de silice de 40 x 80 mm de la marca ALUGRAM Xtra Sil de 0.2 mm de silica gel, se
colocd la placa sobre un papel absorbente y a 1 cm de la base se trazé una linea con un lapiz
de grafito, se marcaron los 3 puntos de ubicacion para las muestras (estandar, lipidos de AGL
y lipidos de FAME). Durante 30 minutos se mantuvo la placa en una estufa para su activacion
a 100 °C; pasado el tiempo se colocaron las muestras disueltas con 3 L de su propio solvente
extractor y con un tubo capilar de 1.4 mm de diametro se asent6 en la placa. El estandar
utilizado fue oleato de colesterol de la marca Sigma resuspendido con 1 mL de cloroformo
por cada 100 mg del estandar. Se dejo reposar la placa sobre la fase movil de cloroformo
puro en un frasco con tapa por 10 minutos y se reveld la corrida a través de vapores de yodo
en un frasco con perlas de yodo y silica gel por 10 minutos mas, analogamente al protocolo
de Cabrera (2016). La TLC se realiz6 con el mejor solvente extractor de AGL y FAME. El

factor de retencion (Ry) se calcul6 con la Ecuacion (10) mencionada por Rodriguez (2008)
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que relaciona la distancia recorrida en cm por la muestra dividida entre la distancia total
recorrida por la fase movil en cm. Todas las muestras se realizaron por triplicados y los

resultados se expresan como el promedio con su desviacidn estandar.

_ Distancia recorrida por la muestra (Y) (10)
I~ Distancia recorrida por el solvente (X)

2.2.3 Fase de Analisis Estadisticos

Para los datos obtenidos en la determinacion del crecimiento celular de C. vulgaris
(conteo celular, densidad dptica y peso seco) y los parametros fisicoquimicos (Nitrégeno
Total, Carbono Total y Fosforo Total) se realizaron por triplicado y para las extracciones de
interés los procesos se llevaron a cabo por triplicado, estableciendo una comparacion entre
las medias de los valores arrojados por las pruebas analizadas por Kruskal Wallis, gracias al
programa IBM SPSS Statistics version 25 siendo, dichas diferencias, significativas cuando

el valor p sea mayor a 0.05 (p>0.05).

3. RESULTADOS
3.1 Determinacién del crecimiento celular
3.1.1 Densidad Optica

En la Figura 6 se pudo observar el comportamiento de C. vulgaris al ser cultivada en
agua residual acuicola, cuyo crecimiento fue medido por densidad dptica. Esta técnica mostrd
que la microalga tuvo un crecimiento relativamente mayor siendo cultivada en el agua

residual acuicola en comparacion de su control. C. vulgaris inicié con una densidad dptica
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de 0.572 + 0.0123 al ser inoculada en el medio de agua residual acuicola en el dia cero y
mantuvo un crecimiento exponencial hasta el dia 7, en donde se aprecia el incremento de
absorcion de 1.165 + 0.0087 a 1.915 + 0.006, siendo este dia el de mayor densidad Optica. A
partir del dia 9 se observa un decrecimiento de absorcion desde 1.901 +£0.017 a1.712 + 0.003

en el dia 10, finalizando con 1.333 + 0.004 en el dia 12 del cultivo.
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—4=—Agua Acuicola == Medio BBM
Figura 6. Densidad 6ptica de C. vulgaris cultivada en agua residual acuicola y su control en medio BBM. En el eje de las
ordenas se presenta la densidad Optica a 680 nm y en el eje de las abscisas se expresa el tiempo de cultivo en dias de C.
vulgaris. Los resultados se expresan como el promedio de triplicados y su desviacién estandar.

Con respecto al control en el medio BBM, los datos mostraron valores cercanos a los
del cultivo en el agua residual, iniciando con 0.376 = 0.017 en el dia cero y aumentando
exponencialmente la absorbancia hasta el dia 10 con 1.708 £ 0.013, siendo este dia el de
mayor densidad Optica en el cultivo; luego, en los dias restantes el crecimiento fue
decreciendo hasta 1.665 + 0.029 en el dia 12 del cultivo. Ademas, se observo que en el dia 9

la densidad dptica tomada del control sigue aumentando considerablemente a comparacién

de la tomada en el agua residual, la cual disminuyd su concentracién drasticamente.

3.1.2 Conteo celular
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Los resultados obtenidos de acuerdo con el nimero de células reportadas durante los
12 dias de cultivo se registran en la Figura 7, en donde se visualiza la curva de crecimiento
de C. vulgaris. Se identifica una fase de adaptacion de C. vulgaris cultivada en agua residual
acuicola comprendida entre el dia 0 al dia 4 con una concentracion celular que va de 1.34-10°
+ 3.31-10* cel/mL hasta 1.85-10° + 7.73-10* cel/mL, la fase exponencial se observa del dia
4 al 7 incrementando su concentracion hasta 3.13 -10° + 1.1-10° cel/mL y luego pasando a
un estado estacionario en donde el nimero de células mantuvo una concentracién promedio
de 3.45 -10° + 7.73-10* cel/mL desde el dia 8 al 10. Finalmente, la fase de muerte celular se
identificé del dia 10 al 12 disminuyendo la concentracion celular hasta 3.19 -10° + 1.77-10°
cel/mL. El dia con mayor concentracion celular fue el 9 con 3.55 108 + 2.43-10° cel/mL. Un
comportamiento similar se obtuvo con el cultivo control en BBM llegando a obtener 5.13-10°
+ 1.44-10° cel/mL en el dia 9, una concentracion mucho mayor a la registrada por el agua

residual.
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Figura 7. Conteo celular de C. vulgaris cultivada en agua residual acuicola y su control en medio BBM. La figura se

expresa en (cel/mL) vs. tiempo de cultivo (dias). Los resultados se expresan como el promedio de triplicados y su
desviacion estandar.
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C. vulgaris presentd un crecimiento levemente mayor al ser cultivada en su control
de BBM presentado en la Figura 7 a comparacion de la cultivada en el agua acuicola,
registrandose una concentracion de 1.96-10° + 1.1-10* cel/mL en el dia cero y aumentando
exponencialmente hasta el dia 5 con 4.74-10° + 7.73-10* cel/mL. A partir de este dia se
observa un comportamiento sinusoidal, con una concentracion disminuida de 4.24-10° +
9.94.10* y 4.03-10° + 6.63-10* cel/mL en el dia 6 y 10, respectivamente y un aumento de
concentracion posterior en el dia 9 y 11, llegando a concentraciones de 5.13-10° + 1.43-10°
y 4.8-10° + 7.18-10° cel/mL. Finalmente, el control de BBM vy el cultivo en agua residual
comparten la misma concentracion en el dia 12 de cultivo, siendo esta 3.2-10° + 5.52-10*
cel/mL.

3.1.3 Peso Seco

Con referencia al peso seco de C. vulgaris observada en la Figura 8, inici6 en el dia
cero con 0.005 + 0.0008 g/L, del dia 1 al dia 4 se observa un comportamiento lineal de
crecimiento con 0.0109 + 0.0012 g/L. A partir del dia 5 la microalga crece de forma
exponencial hasta el dia 10, llegando a una concentracion de 0.0321 + 0.0021 g/L. Luego de
este periodo en los dias 11 y 12 C. vulgaris empieza a verse afectada en su crecimiento,
terminando con una concentracion de 0.0298 + 0.0025 g/L. Se evidencia que entre el dia 6 al

7 existe un aumento significativo de concentracion microalgal.
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Figura 8. Peso seco de C. vulgaris cultivada en agua residual acuicola y medio BBM. En el eje de las ordenas se presenta
la cantidad de biomasa microalgal en g/L y en el eje de las abscisas se coloca el tiempo de cultivo de en dias. Los
resultados se expresan como el promedio de triplicados y su desviacion estandar.

Con referencia al control de BBM se observd que la microalga tuvo un crecimiento
mucho menor referente al agua residual utilizada, se registré un valor de 0.0006 g/L en el dia
inicial del cultivo, el cual fue incrementandose paulatinamente hasta el dia 7 con 0.0039 +
4.24-10* g/L. Para el dia 8 se observo un incremento significativo de biomasa obteniéndose
una concentracion de 0.0089 + 2.83-10* g/L y en los dias posteriores un comportamiento
similar hasta el dia 12 en donde el cultivo culmind con una concentracion de 0.0091 +
9.19-10* g/L. A pesar de las diferencias entre las concentraciones, es preciso observar que
C. vulgaris presenta un comportamiento similar al incrementar su cantidad de biomasa en los

dias 6 a 8, indistintamente en el medio que fuera cultivada.

Tabla 1. Generacion de biomasa de C. vulgaris total y productividad del cultivo en agua
acuicola y su control BBM.

Agua Control
Medio de Cultivo Residual
. BBM
Acuicola
Biomasa Total (g/L) 0.47 0.45
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Productividad volumétrica
(g/L/d)

Productividad especifica (d?) 0.083 0.072

0.039 0,033

La Tabla 1 muestra la biomasa total, la productividad volumétrica y la productividad
especifica de C. vulgaris obtenida en el fotobiorreactor con agua acuicola como medio de
cultivo y con el medio BBM (control). Se observa que el uso de agua residual de origen
acuicola contribuyo eficientemente al brindar los nutrientes necesarios para el crecimiento
de C. vulgaris obteniendo 1.03 veces mas biomasa microalgal, 1.18 veces mas productividad
volumétrica y 1.15 veces méas productividad especifica usando este tipo de agua residual. La
prueba estadistica arrojo que no existen diferencias significativas entre el peso seco, densidad

Optica y conteo celular.
3.2 Andlisis de parametros fisicoquimicos y remocion de nutrientes

De acuerdo con los analisis realizados sobre nitrogeno, fésforo y carbono, se
obtuvieron las graficas representadas en la Figura 9, en donde se muestra el porcentaje de
remocion de nutrientes a lo largo de los 12 dias de cultivo en el agua acuicola y su control en
medio BBM. En la Figura 9A, se observa que el dia con mayor concentracion de nitrégeno
en medio acuicola fue el dia 1 presentando 314 + 5.66 mg/L N, posterior a este dia, el
comportamiento de remocion de nitrégeno en el agua acuicola fue aumentando
considerablemente de 12.9 % en el dia 2, 32. 8 % en el dia 3, 69.11% en el dia 4 y de 69.11%
hasta 93.31% en el dia 12, con una concentracion final de nitrégeno total de 11.47 £ 0.70
mg/L N. En el medio BBM se observo un comportamiento exponencial en el incremento de

la remocion del nutriente desde el dia 0 hasta el dia 12, concluyendo con una remocion final
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del 71.01%, remocion inferior a la registrada con el medio acuicola. Se registr6 una

concentracion de N final de 10 mg/L C.
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Figura 9. Porcentaje de remocion de nutrientes en C. vulgaris cultivada en agua residual de origen acuicola. En el eje de
las abscisas se presenta el tiempo de cultivo en dias y en el eje de las ordenadas se coloca el porcentaje de remocion de
nutrientes. A % de remocion de nitrégeno total. B % de remocion de fésforo total. C % de remocién de carbono total. Los
resultados se expresan como el promedio de triplicados y su desviacién estandar.

Se observo en la Figura 9B como el porcentaje de remocion de fosforo en el medio
acuicola fue incrementando a lo largo de los dias, inicialmente tuvo una concentracion de
35.85 + 0.35 mg/L POs® y su remocién empezd en el dia 2 con 0.78% aumentando
paulatinamente en 23.25 el dia 3, 35.41% en el dia 4 y de 76.01% a 92.19% en el dia final.
El agua residual acuicola concluyo el tiempo de cultivo con una concentracion de 9.5 + 0.42
mg/L PO42 de fosforo en el dia 12. Con respecto al medio BBM se observd un ligero
incremento de remocion a lo largo de todo el cultivo a comparacion del medio acuicola, en
donde se identificd una remocion creciente en forma lineal del nutriente, esto permitié una

remocion final en el dia 12 de 13.78% y una concentracion de 95.7 mg/L PO4>.
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En la Figura 9C se representa la grafica con los valores obtenidos de la medicion de
la remocion de carbono, se puedo observar que el cultivo en agua residual tuvo la
concentracion mas alta de carbono en el dia 1 con 792 + 5.66 mg/L C, la remocion de carbono
inicio el dia 2 removiendo el 1.89% de carbono del medio y continu6 el dia 3 con 14.58%, el
dia 4 con 63.37%, el dia 5 con 70.77% y a partir del dia 6 al 12 un remocion final del 93.43%,
esto concluye que la concentracion de carbono final fue de 52 mg/L C. En el medio BBM se
observo que el carbono fue removido a partir del dia 1 en su gran mayoria con un porcentaje
del 47.09%, correspondiente a una concentracion de 136.5 mg/L C; a lo largo del tiempo de
cultivo este se mantuvo con una remocion lineal creciente hasta llegar a remover el 62.21%

del carbono en el medio, finalizando con una concentracion de 97.5 mg/L C.

El porcentaje de remocion de carbono, nitrégeno y fosforo es visible en la Tabla 2,
en donde se especifica la concentracion inicial de cada nutriente, la concentracion final y su

remocion.

Tabla 2. Remocidn total de Nitrogeno, Fosforo y Carbono por accion de Chlorella vulgaris
cultivada en agua residual acuicola. Los resultados se expresan como el promedio de
triplicados y su desviacion estandar.

Parametros Concentracion  Concentracién Remocion
Fisicoquimicos Inicial Final Total (%)
Nitrogeno Total 314 +5.66 11.47 +0.70 96.34

(mg/L N)
Fosforo Total
(Mg/L PO 120.75+ 1.34 9.5+0.42 92.19
Carhono Organico 792 +5.66 52 +0.01 93.43

Total (mg/L C)
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En la Tabla 3 se observa el porcentaje de remocidn de cada nutriente y metal pesado
describiendo las caracteristicas del agua residual acuicola y las concentraciones obtenidas al
inicio del cultivo y con el sobrenadante final, posterior a los 12 dias. Esto en base a los

parametros mencionados en el Anexo 1, en el que se muestran los valores limites permisibles

expuestos por el MAE (ver Anexo 1).

Tabla 3. Remocion de nutrientes en agua residual acuicola por C. vulgaris. Los resultados
se expresan como el promedio de triplicados y su desviacidn estandar.

Parametros Concentracion Concentracion ~ Remocion
Fisicoquimicos Inicial Final Total (%)
Calcio (mg/L) 13.44 £ 0.06 11.76 £ 0.05 12.5
Cobre (mg/L) <0.01 0.49 £0.03 -
Cromo (mg/L) <0.01LD <0.01LD *
Hierro (mg/L) 0.73 + 0.04 0.17 +0.01 76.71

Molibdeno (mg/L) <0.04 <0.04 *
Nitrogeno amoniacal 8.30+05 7.30 +0.44 12.05
(mg/L)
Niquel (mg/L) <0.05 <0.05 *
Plomo (mg/L) <0.05LD <0.05 LD *
Potasio (mg/L) 6.18 £ 0.42 16.54 £ 1.12 -
Sodio (mg/L) 5.05 + 0.41 12.59 + 1.02 -
Turbidez (NTU) 5.60 7.80 -

LD: Limite de Deteccion. *Valores fuera de rango. -Sin remocion
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Se observé la remocion de calcio, hierro y nitrégeno amoniacal del medio con un
porcentaje de remocion del 12.5%, 76.71% y 12.05%, respectivamente. Del cobre, potasio y
sodio se observd un incremento de concentracion; y del cromo, molibdeno, niquel y plomo
no fue posible medir porcentaje de remocién porque las concentraciones estuvieron fuera del

rango (menores a 0.01, 0.04, 0.05 y 0.05 mg/L, respectivamente).
3.4  Extracciones de lipidos
3.4.1 Extraccién de Lipidos Totales

De acuerdo con los lipidos extraidos por los solventes metanol, etanol, cloroformo:
metanol (1:2), acetato de etilo, metilciclohexano y hexano; probados en biomasa seca y
biomasa hiumeda obtenida de C. vulgaris cultivada en agua residual acuicola, se obtuvo una
produccion total de lipidos de 0.0127 g/L/d y una productividad especifica de 0.027 d*,
siendo el mejor solvente extractor para lipidos la mezcla cloroformo: metanol (1:2),
obteniendo cerca del 23.01% de lipidos (Figura 10), con una produccion de 0.292 g/L/d. EI
segundo mejor solvente fue hexano, con 12.39% de lipidos y una produccion de 0.157 g/L/d.
Los solventes que le siguen son acetato de etilo con un 11.85% y una produccion lipidica de
0.151 g/L/d y metilciclohexano con un 10.67% de lipidos y productividad de 0.136 g/L/d.
No se observd buena extraccion de lipidos con metanol (7.53% y 0.096 g/L/d) y etanol
(8.73% y 0.111 g/L/d). Ademas, se observa que al realizar la extraccién con biomasa seca se
obtiene mayores resultados a comparacion con biomasa hiimeda, la que presenta valores bajo
el 2 % de lipidos siendo acetato de etilo el mejor extractor con 2.12% y una productividad
del 0.027 g/L/d. El segundo mejor solvente fue el hexano que obtuvo 2% de lipidos con una

productividad del 0.026 g/L/d, cloroformo: metanol (1:2) y metilciclohexano le siguen con
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un porcentaje de 1.88, 1.81 % y una productividad del 0.024 y 0.023 g/L/d respectivamente.
Finalmente, etanol y metanol obtuvieron los porcentajes més bajos de la extraccion con 1.53

y 1.40% y una productividad de 0.020 y 0.018 g/L/d.

25.00
23.01 —,
2000 |
8 15.00
g 12.39 11.85
Q- .
= 10.67
s 8.73
$ 1000 | 755
500 |
1.40 1.53 1.81 2.00 2.12 1.88
0.00 | | || | || B
METANOL ETANOL MCH HEXANO  AE cM

Solvente Extractor

O Lipidos Secos mLipidos Himedos

Figura 10. Extraccion de lipidos en biomasa seca y hiimeda de C. vulgaris cultivada en agua residual acuicola. En el eje
de las ordenas se presenta el porcentaje de lipidos secos extraidos y en el eje de las abscisas se colocan los solventes
extractores. Metilciclohexano (MCH), acetato de etilo (AE) y cloroformo: metanol (1:2) CM. Los resultados se expresan
como el promedio de triplicados y su desviacidn estandar.

3.4.2 Extraccion de Acidos Grasos Libres (AGL)

En la Figura 11 puede observarse los resultados de la extraccion de acidos grasos
libres. El mejor solvente extractor fue acetato de etilo con un porcentaje de AGL del 46.41%
en biomasa seca, seguido de la mezcla cloroformo: metanol (1:2) con 43.34%; hexano extrajo
cerca de 38.95% de acidos grasos. Para el solvente de metilciclohexano se obtuvo un
porcentaje del 29.83% y para metanol y etanol la extraccion fue muy baja, llegando a un

porcentaje de extraccion del 1.32% y 0.71%, respectivamente.
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Figura 11. Extraccion de Acidos Grasos Libres en biomasa seca de C. vulgaris cultivada en agua residual acuicola. En el
eje de las ordenas se presenta el porcentaje de AGL y en el gje de las abscisas se colocan los solventes extractores.
Metilciclohexano (MCH), acetato de etilo (AE) y cloroformo: metanol (1:2) (CM). Los resultados se expresan como el
promedio de triplicados y su desviacién estandar.

3.4.3 Extraccion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAME)

Para la extraccion de FAME directo empleando biomasa seca sin solvente extractor
se obtuvo que con ayuda del catalizador &cido la extraccion superé el 70.33% de FAME en
comparacion del catalizador con resina que logro un 14.62%. Para la extraccion de FAME
indirecto con biomasa seca se observo que el &cido sulfurico obtuvo mayor cantidad de
porcentaje a comparacion de la resina comercial (Figura 12). La mezcla cloroformo: metanol
(1:2) extrajo 69.15%, siendo el mejor solvente en este proceso, seguido de hexano con
61.35% Yy como tercer mejor solvente el acetato de etilo (AE) con 48.65%; el MCH, etanol y
metanol registraron valores bajos de extraccion 34.90%, 19.05% y 17.35% respectivamente.
Referente a la resina, el cloroformo: metanol (1:2) fue el solvente con mayor porcentaje de
remocién llegando hasta 8.70% seguido del hexano con 6% y los demas solventes bajo un

porcentaje de 2%.

FAME indirecto con biomasa himeda presentd buenos resultados con ayuda del
catalizador &cido a diferencia de la resina, en donde se identificd que el mejor solvente fue
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CM con una extraccion total de 63.5% seguido de hexano y AE con 58.25 y 52.65%; se
reflejé una extraccion de 39.45% con MCH vy etanol y metanol extrajeron FAME cerca del
20%. La resina, en este caso, mostrd una extraccion del 16.75% con AE, seguida de CM con

un 15.4% y hexano con un 8.15%, los demas solventes estuvieron a bajo del 3.8%.
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Figura 12. Extraccion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAME) de C. vulgaris cultivada en agua residual acuicola.
En el eje de las ordenas se presenta el porcentaje de FAME y en el eje de las abscisas se colocan los solventes extractores.
MCH metilciclohexano, AE acetato de etilo y CM cloroformo: metanol (1:2). Resina comercial CT-269DR. Los
resultados se expresan como el promedio de triplicados y su desviacidn estandar.

Los resultados obtenidos con FAME AGL muestran que al emplear biomasa seca con
acido sulfarico se obtuvo mayor porcentaje de extraccion. En este contexto, CM extrajo
88.9% de FAME, como segundo solvente se observa a hexano con 82.55% y AE con un
80.80%. Para el etanol y metanol se reportaron valores de 47.85% y 42.65%,
respectivamente. Con la resina se observéd el mismo comportamiento, en el cual el mejor
solvente se registra con CM con 13%, seguido de AE con 11.55% y hexano con 9.35%. Para

MCH, etanol y metanol se obtuvieron valores menores de 7%. Se obtuvo un valor de p< 0.05,
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lo que comprueba que no existen valores significativos en los FAME obtenidos con &cido

sulfdrico.
3.5  Cromatografia de capa fina (Thin layer chromatography-TLC)

Los resultados obtenidos en la TLC se muestran en la Figura 13, donde se aprecia la
corrida de las muestras tanto del estandar correspondiente a un éster de colesterol como de
una muestra de acidos grasos libres obtenida de la extraccion de AGL con cloroformo:
metanol (1:2) mencionada en el apartado 3.4.2; seguida de una muestra con FAMES AGL

con acido sulfarico como catalizador y cloroformo: metanol (1:2) como solvente extractor.

Ester de
colesterol ’
Esteres
Metilicos de
Acidos Acidos Grasos
Grasos

Figura 13. TLC de AGL y FAME obtenidos a partir de C. vulgaris cultivada en agua residual acuicola. AGL: Acidos
Grasos Libres, FAME: Esteres Metilicos de Acidos Grasos.

En la placa de gel de silice con cloroformo: metanol (1:2) como fase movil se observo

que las muestras colocadas recorrieron diferentes distancias, las cuales se especifican en la
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Tabla 4, siendo posible su identificacion a traves de una comparacion bibliogréafica con el

factor de retencién de cada muestra.

Tabla 4. Factor de Retencion de AGL y FAME obtenido con C. vulgaris en agua residual

acuicola
Muestra X (cm) Y (cm) Rt
Estandar 6 4.8 0,77
AGL 6 2.7 0,45
FAME 6 4.1 0,68

Nota. Ry: Factor de retencion. X: distancio6 total. Y: distancia recorrida por la muestra.

4. DISCUSION DE RESULTADOS

Chlorella vulgaris cultivada en un ambiente acuético requiere de varios factores como
temperatura, pH, nutrientes, fuente luminica, entre otros, que garanticen su Optimo
crecimiento y desarrollo (Ramos & Pizarro, 2018). En este estudio se observé que el
crecimiento celular de C. vulgaris tuvo mejor resultado al ser cultivada en agua residual
acuicola en comparacion de los resultados obtenidos con el control en medio BBM. Este
aumento de crecimiento microalgal se observo también en la investigacion de Caporgno
(2015) y Singh (2017), donde analizaron el comportamiento de Chlorella cultivada en aguas
residuales urbanas. EIl ligero incremento de biomasa microalgal en agua residual se debe
principalmente a la gran disponibilidad de nutrientes que le brinda el medio acuicola. En la
Figura 14, se observa una comparacion entre nutrientes presentes en los dos medios. Segun
Suthar & Verma (2018) las aguas residuales presentan una alta carga organica, especialmente
de DBO, y una fuerte disponibilidad de macronutrientes esenciales como nitrégeno y fésforo

inorgénico los cuales son asimilados y empleados para la produccion de fosfolipidos, ATP
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y acidos nucléicos contribuyendo al incremento de su indice masico (Singh et al., 2017), este
aspecto convierte al agua residual acuicola en un medio de crecimiento adecuado para
microalgas sin necesidad de recurrir a medios comerciales o suplementos nutricionales. De
acuerdo con lo expuesto, la carga de nutrientes del agua residual supera en mayor proporcion
a la presente en el medio BBM, especialmente en nitrégeno, fésforo y DBO categorizados
como factores limitantes en la biomasa microalgal, ademas de la fuente de carbono y la

intensidad de luz (Cho et al., 2016).
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Figura 14. Comparacion de nutrientes entre medio BBM y Agua residual acuicola. En el eje de las ordenas se presenta la
concentracion en mg por litro y en el eje de las abscisas se colocan los nutrientes. Valores del medio BBM fueron
obtenidos de la investigacion de (Eladel et al., 2019).

Entre las pruebas realizadas para la determinacién del crecimiento celular, se observo
que la concentracion microalgal en el agua residual fue similar a la obtenida en el control. En
la prueba de conteo celular, C. vulgaris cultivada en el agua residual acuicola present6 un
comportamiento similar al manifestado por de Oliveira (2020) que analiz6 el crecimiento de
Chlorella vulgaris en agua residual de tilapia del Nilo. Se identificé un fase de adaptacion
para C. vulgaris en agua residual comprendida entre los dias 0 y 4 con una concentracion de

1.34-10° cel/mL, mientras que de Oliveira (2020) obtuvo en el mismo rango de dias una
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concentracion de 4-10° cel/mL; esto de debié a que el autor fortifico el agua residual con
50% de medio BBM suministrando mayor cantidad de nutrientes. Lam & Lee (2012) en su
trabajo determinaron que C. vulgaris cuando es cultivada al aire libre en un medio
proveniente de agua residual es capaz de disminuir su fase de adaptacion a un rango entre 1
a 3 dias al contrario de un medio con agua fresca obteniendo una concentracion mayor de
biomasa. La fase exponencial se mostrd entre los dias 4 a 7 en un tiempo de cultivo semejante
a la descrita por Hadrich (2018) en su cultivo de Chlorella sp. para la produccion de lipidos,
en donde destaco una fase exponencial entre los dias 3 a 6. El adelanto de fases se debid
probablemente a que el medio de cultivo suministrado fue comercial y Chlorella no requiere
un periodo de adaptacion tan largo. Ademas, el tiempo de cultivo se alargd por 22 dias a

comparacion de los 12 dias como se presenta en esta investigacion con el agua acuicola.

La mayor concentracion de células se obtuvo en el dia 9 con 3.55 -108 cel/mL; Ramos
& Pizarro (2018), sugirieron que la microalga puede crecer hasta el dia 8 en agua residual de
cultivo del pez limén alcanzando una concentracion superior a 2 -107 cel/mL en su cultivo
con una exposicion a la intemperie durante 10 dias. C. vulgaris alcanz6 una fase estacionaria
entre los dias 8 a 10 con una concentracion de 3.48-10° cel/mL, mientras que Eladel (2019)
indico que C. sorokiniana cultivada en aguas residuales municipales tuvo una concentracion
mayor a 8-107 cel/mL en esta misma fase; esto se debié probablemente al volumen total de
cultivo, siendo este de 5 litros, volumen que facilita la asimilacion de nutrientes y la absorcién
de luz por parte de la microalga (Suthar & Verma, 2018). De igual manera, Usha (2021)
menciona en su investigacion que obtuvo una concentracion de 4.32-10° cel/mL con el
tratamiento 3 con una mezcla entre agua residual (50% w/w) y medio Conway (50% w/w),

alcanzando C. vulgaris su fase estacionaria en un cultivo de 6 dias. A partir del dia 10 C.
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vulgaris empez6 su muerte celular como lo describe también Frumento (2013), especificando
que un cultivo batch debe mantenerse hasta 15 dias, lapso en el que el medio es capaz de

proveer nutrientes a las microalgas.

Con respecto a las pruebas realizadas de peso seco y densidad Optica se obtuvieron
valores ligeramente mayores de concentracion celular en agua acuicola con respecto al BBM.
Si bien, la concentracién microalgal obtenida se mostré similar entre los dos medios, esta
discrepancia pudo haberse dado por ciertos factores como la turbidez del agua en la densidad
Optica. En la Tabla 3 se registra un valor promedio de turbidez inicial y final de 6.7 NTU,
valor semejante al estudiado por Teixeira (2021) en aguas usadas en la acuicultura, este valor
elevado de turbidez afectaria directamente a la absorcion de luz de la muestra en el
espectofotometro (Chatla et al., 2020) provocando que los resultados sean mayores. Esta
técnica no es tan sensible ni reproducible para determinar el valor veridico de la
concentracion celular de C. vulgaris (BioSense, 2017). Ademas, la prueba de peso seco puede
verse afectada negativamente por factores como la presencia de solidos suspendidos, células
muertas, sedimentos o material organico como alimento o heces de peces, volatilidad de
compuestos internos celulalares, entre otros (Chatla et al., 2020), que se encuentren presentes
en el fotobiorreactor a causa del agua residual, observacion que no se aprecia en el cultivo
con BBM vya que este no presenta tales caracteristica (Sanchez & Martinez, 2012). Segun
Chioccioli (2014) el peso seco, si bien no es eficiente para determinar la composicion de la
biomasa, es efectivo para registrar la conversion de macronutrientes como C, Ny P en

biomasa organica.

Es importante mencionar que cada investigacion presentd medios de cultivos y
condiciones de cultivos diferentes y esto afecta directamente la biomasa y las
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productividades; por lo que no pueden hacerse comparaciones directas de los resultados.
Aqui solo se comparar la productividad especifica. En este sentido, de acuerdo con la
productividad obtenida en la Tabla 1, el cultivo en agua residual acuicola presentd una
productividad volumétrica de 0.039 g/L/d, valor semejante al obtenido por Iliman (2000),
quien reporta una productividad volumétrica de 0.03 - 0.04 g/L/d siendo C. vulgaris cultivada
de forma fotétrofa con CO, como fuente de carbono. Ademas, la productividad especifica
obtenida por los 40 litros de cultivo fue de 0.083 d™, similar a la obtenida por Nayak (2011)
y sus investigadores de 0.0744 d* en la India con distintas cepas de Chlorella para la

produccion de biodiesel.

En la Figura 3, se observo a C. vulgaris al inicio y al final del cultivo en agua residual
acuicola en donde se identificoé un cambio de color de la microalga de verde brillante a
amarillo verdoso. Segun Safi (2014) en su revision sobre la morfologia y produccién de C.
vulgaris, menciona que este cambio de color se debe a que la clorofila, uno de los pigmentos
méas abundantes dentro de los tilacoides microalgales encargados de captar la luz para
transferirla al fotosistema, se degrada a feofitinas que son moléculas de clorofila que han
perdido sus iones de Mg*2. Esta accion sucede durante el crecimiento microalgal o en

condiciones extremas de radiacion o pH (Chioccioli et al., 2014).

Como se ha comentado anteriormente, las aguas residuales presentan altas
concentraciones de DBO, DQO, proteinas, lipidos, compuestos inorganicos como potasio,
calcio y demas metales pesados (Mubashar et al., 2020) que requieren ser degradados para
no provocar contaminacion en aguas naturales. Varios estudios corroboran que las
microalgas, en especial C. vulgaris, tienen un gran potencial de eliminacion de nitrégeno y
fosforo presente en el medio de cultivo ya que utilizan estos compuestos quimicos para
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realizar sus actividades metabdlicas y son capaces de almacenarlos en sus estructuras
celulares para emplearlos en la sintesis de proteinas, lipidos y ATP. De este modo, las aguas
eutrofizadas que contienen grandes concentraciones de nitrégeno y fésforo son una excelente

fuente de nutrientes para las microalgas (Zeng et al., 2015).

La asimilacién de nitrégeno por parte de Chlorella vulgaris se da gracias a la
intervencién de nitrato reductasa (en el citoplasma) y nitrito reductasa (en el cloroplasto)
obteniendo moléculas reducidas de nitrato a nitrito y finalmente a amonio que ingresa al ciclo
GS/GOGAT obteniendo moléculas de glutamato (Pozzobon et al., 2021), compuesto esencial
que proporciona las bases carbdnicas en la biosintesis de aminoacidos y subsecuentemente
interviene en el ciclo de Krebs oxidando el poder reductor (Fidalgo, 1995). Se ha establecido
que la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo para C. vulgaris es dependiente a
la cantidad de biomasa obtenida al final del cultivo (C. Y. Chen et al., 2011; Tejido-Nufiez
et al., 2019), ya que altas concentraciones de nitrogeno pueden ocasionar un efecto toxico
asociado al incremento de la actividad de nitrato reductasa acumulando compuestos
nitrogenados como nitrito y amoniaco en las células disminuyendo por consiguiente la
produccidn celular. Por el contrario, concentraciones 0ptimas de nitrégeno permite que sea
utilizado como bloque de construccion para metabolitos sintetizados por la microalga esta
disponibilidad propone una proliferacion de biomasa microalgal provocada por cambios
fisiologicos a la especie vegetal (Suthar & Verma, 2018). Se observé en la Tabla 2 una
remocidn del 96.34% de nitrogeno total, valor semejante al expuesto por Acién et al., (2016)
quien obtuvo una remocién cercana al 96% usando Chlorella sp. en aguas residuales de
drenaje primario, mientras que Singh (2017) obtuvo una remocion total de N del 87.9% en

una dilucion del 30% entre agua residual urbana y agua destilada. Se observo, ademas, que
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en el dia 4 el porcentaje de remocion alcanzaba entre 70 y el 90% de remocion, datos
semejantes a los obtenidos por Elichkova (2014). Este porcentaje permitié obtener una
concentracion final de 11.47 + 0.70 mg/L de nitrdgeno apta para ser vertida en corrientes de
agua segun los limites permisibles presentados en el Anexo 1. Ademas, se ha determinado
que el rango méximo de N para no presentar riesgos de toxicidad celular se encuentra en 150
mg/L, convirtiendo al nitrgeno como factor limitante de crecimiento celular segiin Suthar
& Verma (2018), en la investigacion presente C. vulgaris fue capaz de tolerar
concentraciones superiores a 300 mg/L removiendo eficientemente, esto probablemente
debido a que tanto la tasa de crecimiento como la concentracion de N se encuentran
correlacionadas provocando un incremento significativo en el crecimiento microalgal (Lai et

al., 2011).

La concentracion de fosforo se vio disminuida en el crecimiento celular
principalmente por ser este uno de los compuestos fundamentales para la biosintesis de los
acidos nucleicos y la transferencia de energia necesaria en procesos metabdlicos. La principal
fuente de fosforo para C. vulgaris esta representada por las moléculas de fosfato inorganico
(Eixler et al., 2006; Fidalgo, 1995) siendo este el nutriente limitante para el crecimiento
microalgal. En el agua residual se observa que la cantidad de fésforo incrementa radicalmente
en el dia 1 y 2, disminuyendo drasticamente en el dia 3, esto se debe a que las microalgas
tienen la capacidad especial de acumular fosfatos cuando el medio presenta cantidades
excesivas y de liberarlos cuando hay escases del nutriente en el entorno (Fidalgo, 1995). En
base a esto, se determind que al inicio del cultivo C. vulgaris almacend todas las moléculas
de fosforo presentes en el agua acuicola que tuvo una concentracion inicial de 120.75 + 1.34

mg/L de PO43, siendo este compuesto reservado por presentar gran concentracion y
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posteriormente liberadas paulatinamente durante el ciclo de cultivo para garantizar el
crecimiento microalgal y fomentar la division celular. Se reportd un porcentaje de remocion
total de PO4 del 92.19%, valor relacionado con el de Singh et al (2017), quien obtuvo una
remocion del 93.4% diluyendo su agua residual urbana con 10% de agua destilada y mucho
mayor al reportado por Kwon (2020) con porcentajes entre 41 a 62.5% en aguas residuales

crudas y digeridas por cerdos.

Gonzalez (2014) menciona en su estudio sobre fosfatos presentes en aguas agricolas
que la disminucién del oxigeno disuelto causa un aumento del fésforo debido a la disolucion
de un ion fosfato que se reduce y es posteriormente absorbido por 6xidos metélicos o materia
organica en descomposicion razon por la cual seguramente hubo un incremento de fosforo

en el dia 1 y 2 para posteriormente ser eliminado.

En esta investigacion la microalga fue cultivada de forma fotoautotrofa cuya principal
fuente de carbono inorganico fue CO. suministrado por el ambiente debido a su facil difusion
en el interior celular garantizando el proceso de su fijacion. Para C. vulgaris la asimilacion
de carbono se da a través de la anhidrasa carbonica encontrada en forma intracelular en el
cloroplasto, la cual asimila la molécula de CO2 convirtiéendola en bicarbonato (HCO3") por
medio del transporte activo celular, liberando moléculas de oxigeno al medio (Fidalgo, 1995;
You et al., 2020). Se observé que la concentracion de carbono inicial en el agua acuicola fue
de 792 + 5.66 mg/L, carbono que se encontraba disuelto en el medio, segin Pourjamshidian
(2019) la concentracion de carbono debe ser mayor a 1 mM para tener una buena tasa de
crecimiento y producir una tasa fotosintética mas alta ya que el carbono promueve la
fotosintesis en C. vulgaris, esto otorgaria un aumento del 27% en la productividad de biomasa

y un 7.7% en el biodiésel (Mican & Chaparro, 2020). Ademas, Pourjamshidian (2019)
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sugiere un aumento de la concentracion de lipidos con la adicién de bicarbonato o carbonato

como suministro de CO..

C. vulgaris alcanzé una remocion total de C del 92.19%, un tanto menor a la referida
por Tejido-Nufiez (2019) que obtuvo una eficiencia de remocion del 99.7% esto debido
probablemente al pretratamiento brindado al agua residual y por la prolongacion del tiempo
de cultivo hasta los 18 dias. Ademas, se ha determinado que Chlorella sp. requiere de C, N,
P en proporcion 100/14/2 para su correcto crecimiento (Acién et al., 2016). De esta forma, y
observando los resultados obtenidos se puede determinar que el agua residual acuicola aportd
con una relacion de 79.2/26/2.6 respectivamente; el buen crecimiento de C. vulgaris se
amerita a lo mencionado por Kwon (2020) y Li (2020) quienes destacaron la importancia de
que las agua residuales presenten altas concentraciones de DQO favoreciendo al crecimiento
microalgal evitando fases de retraso y a la par incrementando el porcentaje de remocién de
nutrientes si la cantidad de amoniaco es la correcta en el medio. Se ha comprobado que
Chlorella puede crecer perfectamente de forma mixdtrofa (Feng et al., 2011) utilizando
fuente de carbono el CO. del ambiente y el carbono organico presente en el medio de forma
simultdneamente. En este caso, observando la concentracion de DQO de 250 mg/L favorece
de manera significativa el incremento de la masa microalga. La concentracion entre N/P del
agua residual presentada fue desproporcional a la sugerida por Acién (2016), pero en
concentraciones mayores entre N y P, convirtiendo a este ultimo en el nutriente limitante.
Caporgno (2015) menciond que a pesar de que exista un desequilibrio entre dicha relacion
C. vulgaris es capaz de crecer sin impedimentos, reportando incluso porcentajes mayores de

remocion.
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En la Tabla 3 se observo la remocion total de ciertos nutrientes analizados tanto en el
agua residual acuicola inicial (antes de la inoculacion con C. vulgaris) y final (sobrenadante
restante sin microalga). El calcio tuvo una remocién total del 12.5%, este elemento atribuye
funciones indispensables para C. vulgaris en su pared celular y un requerimiento especial
para ciertas ATPasas y enzimas microalgales dependientes de Ca+ (Fidalgo, 1995).
Vandamme (2012) en su estudio sobre el rol del calcio y magnesio en la floculacion de C.
vulgaris, determiné que a lo largo del cultivo de microalgas en pH alto las sales de calcio y
magnesio se van precipitando en el medio provocando su desasimilacién. Sin embargo, en
concentraciones mayores a 2.5 mM, se mantiene el pH bajo y el calcio se precipita en
carbonato de calcio, sal de calcio y fosfato de calcio (Acien et al., 2016) sin producir
autofloculacion. En la Tabla 3 se indica la concentracion final de calcio en el agua acuicola
con 11.76 mg/L (2.94 mM) concentracion mayor a la mencionada por Vandamme (2012), lo
gue seguramente impidid mayor remocion por parte de la microalga. Zhu (2016) menciona
que una buena concentracion de calcio en el medio promueve el flujo electronico ciclico que
es regulado precisamente por este elemento aumentando, de esta manera, la produccion

masiva de ATP utilizada en la sintesis de lipidos.

El cobre, por su parte, es uno de los metales pesados que afecta negativamente el
crecimiento microalgal en altas concentraciones ya que puede impedir el proceso de la
fotosintesis y causar modificaciones en la pared celular de la microalga cuando se encuentra
en concentraciones mayores a 2 mg/L (Acién et al., 2016), pero en bajas concentraciones
representa una ayuda funcional para que C. vulgaris ponga en marcha su sistema de
transporte de electrones y, ademas, sirve como cofactor de ciertas enzimas (Fidalgo, 1995).

Se observé un incremento en la concentracion del cobre que va de <0.01 a 0.45 mg/L, este
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aumento de concentracién, segun Chen (2016) se produce por concentraciones mayores a 3
MM que causan dafios al fotosistema Il encargado de la fotosintesis en la microalga, esto
inicia un proceso de autoproteccion inhibiendo los sitios de union entre el cobre y la
membrana microalgal (Patsikka et al., 2002) y se ha comprobado que a pH 6.2 solo el 34.4%
de cobre se encuentra en forma ionica y lo demas en solucién o precipitados. La falta de
remocion pudo haberse dado, de acuerdo con Al-Rub (2006), por el pH ya que en su
investigacion destac6 que la mejor absorcion de cobre fue en pH 4-5 debido al aumento de
ligandos y la unién con grupos carboxilo entre las algas y el metal, aumentando las cargas
negativas sobre la superficie celular sin despreciar la carga electrostatica entre los iones de
cobre y corrobora que a pH fisiolégico no se registrd6 mayor remocion. Mubashar (2020)
establecié una eficiencia de remocion del 32 al 45% por parte de C. vulgaris en aguas

residuales.

El cromo por su parte se mantuvo en valores fuera de rango, lo que indica
concentraciones minimas de este metal, en investigaciones sobre la capacidad de C. vulgaris
para remover metales pesados se ha identificado una eficiencia cercana al 58% (Mubashar et
al., 2020), pero esto no se pudo corroborar en este estudio. Por su parte, el hierro es un
cofactor indispensable para varios sistemas enzimaticos, del citocromo y de la proteina redox
del Fe+ utilizada para el crecimiento de la microalga. C. vulgaris en agua residual acuicola
presento un porcentaje de remocion del 76.71% (Tabla 3) valor mayor a los citados por Wang
(2022) con Chlorella pyrenoidosa cultivada en agua con un 49.64%. Ademas, Liu (2008),
afirmo la relacion existente entre un alto contenido de hierro y la limitacion de nitrégeno para
la alta productividad lipidica de Chlorella. EI molibdeno, por otra parte, es un elemento

esencial para la nitrato reductasa, enzima encargada de la reduccidn del nitrato a nitrito. Este
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elemento es asimilado por la microalga garantizando su crecimiento (Vega et al., 1971); en

este estudio no se pudo registrar el porcentaje de remocion con respecto al molibdeno.

Segin Wang (2019), el nitrégeno amoniacal representa una de las fuentes mas
eficientes para la captacion de nitrégeno por parte de Chlorella vulgaris; sin embargo, es letal
en altas concentraciones, especialmente en forma de NHsz. En la Tabla 3 se observa un
porcentaje de remocidn del 12.05%, mas bajo que el mencionado por Choi & Lee (2013) con
un 22.99%. Cuando la tasa de asimilacion de CO: en el cultivo es mayor a la tasa de
disolucion, esto provoca una deficiencia de fuente de carbono y la microalga adopta al
bicarbonato presente en el medio como donador de carbono provocando un incremento de
sodio y potasio, y consecuentemente, una alcalinizacion del medio (Wang et al., 2019). Este

efecto se observa en el incremento de concentracion de Ky Na en la Tabla 3.

Con respecto al niquel, otro compuesto que en concentraciones elevadas causa gran
dafio a las microalgas, pero es necesario para aquellas que metabolizan urea en el medio. En
una investigacion similar se determin6é una remocion del 25.58% de niquel con Chlorella
sorokiniana (Akhtar et al., 2004), sin embargo, no se pudo establecer grados de remocién en
esta investigacion. EI plomo, por otro lado, en concentraciones mayores a 5 pumol/L causa
una disminucidn radical al crecimiento celular e incrementa el estrés inhibidor en el proceso

de la fotosintesis a causa de la destruccion de la clorofila (Hee et al., 2021).

Segun con lo expuesto, la Norma de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes
al Recurso de Agua en la revision del anexo 1 del libro 1V del texto unificado de legislacion
secundaria del MAE, estipula que las aguas residuales de origen acuicola forman parte del

apartado 2 correspondiente al “criterio de calidad para la preservacion de la vida acudtica y
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silvestre en aguas dulces frias o célidas, y en aguas marinas y de estuarios” (MAE, 2015, p.
9). En dicha norma se sientan las bases en respuesta a criterios de calidad admisibles para
verter agua residual acuicola en distintos cuerpos de agua, como se observa en el Anexo 1.
Segun estos parametros el agua obtenida después de cultivo cumple con los limites
permisibles presentados por el ministerio del ambiente, agua y transicion ecolégica, lo que
asegura una buena remocion por parte de C. vulgaris garantizando la eliminacién de
cualquier nutriente o metal pesado que pueda provocar contaminacion o eutrofizaciéon a

fuentes de agua naturales.

Se menciono anteriormente la necesidad de probar diferentes solventes para encontrar
aquel que sea mas eficiente a la hora de extraer los compuestos de interés, segin Sanchez-
Bayo (2020), el solvente organico no polar ingresa en a través de la membrana celular de C.
vulgaris dirigiéndose hasta el citoplasma, lugar en donde se encuentran con los lipidos
microalgales y gracias a la interaccion entre fuerzas Van der Waals (Valchev et al., 2017),
los lipidos neutros forman un complejo con el solvente siendo difundidos a traves de la
membrana. Sin embargo, la polaridad del solvente juega un papel fundamental en esta
extraccion, ya que a mayor polaridad del solvente mayor extraccion de lipidos, pero con
lipidos no polares como acidos grasos libres y lipidos neutros pueden ser disueltos en

solventes con menor polaridad como MCH (Angles et al., 2017; Park et al., 2017).

Segun los resultados obtenidos, el mejor solvente extractor de lipidos totales por
mecanismos de disrupcion celular con ultrasonido fue cloroformo: metanol en concentracion
(1:2) aplicado a biomasa previamente secada a 100 °C, obteniendo 23.01% de lipidos totales
a 10 °C durante 45 minutos semejante al porcentaje obtenido por Hadrich (2018), quien
reportdé 22.6% de lipidos totales extraidos con cloroformo: metanol, pero con una
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concentracion (2:1) usando ultrasonido a una temperatura de 60 °C por 18 minutos. En este
caso, Hadrich (2018) menciona que existe mayor respuesta en obtencion de lipidos cuando
se aplica una temperatura de 60 °C y una concentracion de CM (2:1) durante 30 minutos,
este ligero incremento porcentual posiblemente se deba porque el autor utilizd 4 mL del
solvente, a comparacion de este estudio que se utiliz6 20 mL de solvente. Es decir, 5 veces
mas de CM en relacion (2:1) por lo que se incrementd en un 0.41% de lipidos. Sin embargo,
esta extraccion proporciond rango de porcentajes de lipidos semejantes a los cultivados en
BBM, como lo menciona Pérez (2018) y Feng (2011) que reportan un intervalo de 20 a 30%
de lipidos obtenidos con biomasa seca y control de nutrientes con un medio de cultivo
comercial. Nayak (2011) por su parte, obtuvo 22.7% de lipidos extraidos, de igual manera,
con CM (2:1). Se observé una productividad total de lipidos de 0.0127g/L/d muy semejante
a la obtenida por Singh (2017) en agua residual municipales con 0.0143 + 0.0038 g/L/d.
Ademas, recalca que la productividad obtenida en un cultivo con medio BBM fue de 0.0124
g/L/d, lo que genera una productividad de 1.03 veces mayor a la mostrada por Singh (2017)
en medio BBM. Segun el autor este incremento de productividad es consecuencia del alto
contenido de fosforo y nitrégeno en conjunto con la excelente capacidad que tiene Chlorella
vulgaris de reduccion de nutrientes en efluentes residuales provocando un aumento de
biomasa microalgal de forma simultanea con la produccion lipidica y de acidos grasos para
la obtencion de biodiesel. De esta manera se aprueba la hipétesis planteada obteniendo al
menos 20% de lipidos con CM. Adicionalmente, se ha comprobado que el tipo de disrupcion
celular juega un papel fundamental para la buena extraccién de lipidos y genera una mayor
pureza en el producto, de acuerdo con Davoodbasha (2021), por lo que se corrobora su

efectividad en este trabajo. Sin embargo, si no se cuida el tiempo de sonicacion se puede
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incurrir en la produccion de radicales libres alterando la calidad del biodiesel (Kumar et al.,

2015).

El segundo mejor solvente fue el hexano alcanzando un porcentaje lipidico del
12.39%, resultado similar presentado por Amarni & Kadi (2010) quienes estudiaron la
extraccion de aceite de oliva bajo variaciones de tiempo, potencia y temperatura con hexano
alcanzando un 17.7% de producto en 2 minutos con 720W a 30 °C. Cheng (2011) por su
parte obtuvo 13.8% de lipidos con ayuda de hexano en biomasa microalgal de Pavlova sp.
El porcentaje de lipidos obtenidos con MCH y AE son bajos en comparacion con los

reportados por Park (2017).

Uno de los resultados que llamaron mas la atencion fue el arrojado por la biomasa
himeda, la cual no superd la extraccion de lipidos mas alla del 2.12% con hexano y AE,
segun Chioccioli (2014) asegura que en un principio es imposible calcular el biovolumen de
biomasa seca en biomasa hiumeda ya que no se puede estimar la cantidad de biomasa hiumeda
a partir del peso seco, alterando desde un inicio la cantidad de biomasa presente en la
extraccion. Por otro lado, Sanchez-Bayo (2020) sugiere que al trabajar con biomasa hiimeda,
el agua se convierte en una gran barrera impidiendo la penetracion del solvente a la
membrana celular y la posterior liberacion del lipido. Por estas razones se observo un

porcentaje reducido de lipidos en biomasa humeda a comparacién de la seca.

Con respecto a la obtencidn de acidos grasos libres, se observo que el acetato de etilo
obtuvo mayor porcentaje de lipidos que los demas solventes, con un 46.41%, un porcentaje
1.2 veces menor al mencionado por Nayak (2011) quien obtuvo un 55.82%. De acuerdo con

Park (2017), el acetato de etilo presento mayor porcentaje debido a que tiene mayor
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miscibilidad con los lipidos facilitando la obtencidn de los &cidos grasos. Por otra parte, se
observo que el CM y el hexano tuvieron porcentaje similares de obtencion de acidos grasos.
Comparando con otras investigaciones, se observd que Zheng (2012) obtuvo 81.06% de
acidos grasos insaturados en un cultivo de C. vulgaris aireado y sometido a hidrolisis
enzimatica, la extraccion se llevo a cabo con hexano-metanol (1:1), Zheng asegura que el
factor que promovi6 el porcentaje tan alto de acidos grasos fue las enzimas hidroliticas en
conjunto con la aireacion que promovio la formacion de insaturaciones en los acidos grasos,

obtenido AG de 14 y 20 carbonos.

Segun Nayak (2011), los lipidos totales extraidos de las microalgas presentan una
composicion entre 50.2 a 76.1% de acidos grasos insaturados y 19.5 a 32.6% de acidos grasos
saturados representado en su gran mayoria por C16:0 o acido palmitico. Este autor recalca
que Chlorella sp. se caracteriza por presentar cerca del 9.5 al 25.2% de acido linoleico
(C16:2), un acido graso insaturado. Ademas, concluyé que tras su cultivo de 18 dias obtuvo
un porcentaje lipidico por célula del 28.3% en fotobiorreactor a comparacion del 14%

obtenido en un matraz con agitacion incrementado el rendimiento de lipidos el doble.

Siguiendo este contexto, Davoodbasha (2021) y Sharma (2016) comentaron que el
biodiesel obtenido de Chlorella vulgaris cultivada en medio comercial en la India presentd
alrededor de 33.53% de acidos grasos saturados (SFA), una cantidad cercana a los 28.58%
correspondiente a MUFA (&cidos grasos monoinsaturados) y 37.12% de (PUFA) acidos
grasos poliinsaturados. Ademaés, se ha establecido que la calidad del biodiesel esta
relacionada con un alto porcentaje de SFA'y MUFA, siendo los acidos grasos de cadena corta
entre 16 a 18 carbonos como el &cido palmitico (C16:0), oleico (C18:1), palmitoleico (C16:1)
y miristico (C14) los mas recomendables para la mezcla de biodiesel microalgal. Sin
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embargo, con los resultados obtenidos en la presente investigacién se concluye que la

hipotesis planteada con miras a la obtencion mayor del 80% de AGL no se cumplio.

Los ésteres metilicos de acidos grasos producidos por C. vulgaris en agua residual
acuicola presentaron una mejor extraccion con H,SO4 a comparacion de la resina CT-269DR
esto debio a que ciertos autores reportan que el acido no se ve afectado negativamente por la
presencia de &cidos grasos libres, a comparacion de los catalizadores heterogéneos. De hecho,
el HSOs es capaz de catalizar de forma simultdnea la reaccion de esterificacion y
transesterificacion para la obtencidn de biodiesel. Ademas, los catalizadores &cidos pueden
convertir facilmente materias lipidicas con altas concentraciones de AGL (>6%), a pesar de
que la reaccion sea mas lenta que la del catalizador heterogéneo (Vyas et al., 2010). El &cido
sulfarico como catalizador obtuvo un rendimiento total de 53.1% en el trabajo de Mathimani
(2015) con una concentracion de 4% del catalizador provocando que los AGL presentes en
los lipidos de las microalgas se puedan esterificar por accion del acido en mayor
concentracion. Ademas, se menciona que este catalizador es eficaz al momento de convertir
triacilglicerol y AGL a FAME (Mathimani et al., 2015); por esta razon se observo una mejor
produccién de FAME en AGL a diferencia del proceso de FAME indirecto con CM. De esta
manera se observd buen porcentaje de FAME con hexano (82.55%) y AE (80.8%). De
acuerdo con estos resultados, se reprueba la hipotesis de obtener al menos 90% de FAME

con C. vulgaris en agua acuicola.

Belkhanchi (2021) mencioné que el rendimiento de la reaccion de transesterificacion
depende de pardmetros como la temperatura, el tipo de catalizador, la relacidn entre reactivo
y catalizador, el tiempo de reaccion y el tipo de alcohol y aceite utilizado. En este caso, de

acuerdo con la temperatura empleada, Belkhanchi (2021) manifiesta que obtuvo un
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rendimiento del 98.1% a 18 °C y 91.02% a 71 °C con hidréxido de sodio como catalizador
en aceite de freir utilizado de diversos origenes, en comparacion de la presente investigacion
que mantuvo una temperatura de 90 °C. Esto pudo haber influenciado en el rendimiento de
FAME, por lo que no se alcanz6 un porcentaje mayor al 80%. Ademas, se destaca que el
tiempo de reaccion ha mostrado excelentes resultados en ciertas investigaciones (Mathimani
et al., 2015), demostrando que entre 1 a 2 horas la conversion a ésteres metilicos es menor
reportando un rendimiento cercano al 60.31%; mientras que al mantener una reaccion durante
3 horas la conversion se mantiene constante. Desfavorablemente, se menciona que un tiempo
de reaccion mas alargado (4 horas) no tiene influencia sobre el rendimiento manteniendo
60% de rendimiento. Por esta razon, se considera que las 4 horas de reaccion no fueron las

Optimas para la produccion de FAME ya que no mejora el rendimiento de la reaccion.

Se ha estudiado la influencia de la relacion entre reactivo y solvente, para los
resultados expuestos se llevé a cabo una relacién de catalizador/solvente/biomasa
(1.74/30/10) para el H.SO4 y (1.1/100/1) para la resina. Mathimani (2015) en su analisis
sobre catalizadores homogeneos para transesterificacion con Chlorella sp. menciona que
observo un cambio entre 2 a 3% en el rendimiento de biodiesel al utilizar mas de 12 mL de
metanol, obteniendo 45.22% con 12 mL y asegura que al utilizar mas de este alcohol se
incurrird en gastos del proceso e interferiria con la purificacion del biodiesel. Segun varios
investigadores aseguran que la relacion optima entre catalizador y solvente es de (1:6), es
decir, con 6 veces mas de solvente se ha conseguido una eficiencia del 98.1% en extraccion
de FAME (Belkhanchi et al., 2021). Sin embargo, Belkhanchi (2021) obtuvo un buen
rendimiento empleando metanol como alcohol en la reaccidn, a comparacién de etanol o 2-

propanol, reconociendo un 98.1% de FAME con este solvente (Belkhanchi et al., 2021).
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Mathimani (2015) comenta, ademas, que observé un efecto favorable en la agitacion
continua de la reaccion, enfocado en dos aspecto importantes, ya que menciona que una
agitacion de 400 rpm apoya en la mezcla entre los lipidos hidrofébico y el alcohol
aumentando el rendimiento de FAME y ayuda a mantener una temperatura estable en toda la

reaccion por lo que obtuvo un porcentaje de 46% con agitacion continua durante 2 horas.

De acuerdo con trabajos relacionados, se ha establecido que el uso de catalizadores
homogéneos como HCI, BFz o H3POz brindan mejores resultados a la hora de obtener
biodiesel, es asi como en el estudio de Liu (2006), Mathimani (2015) & Vyas (2010)
observaron que el &cido sulfarico obtuvo 45% de produccion, porcentaje mayor a los demas
acidos, segun Al-Widyan & Al-Shyoukh (2002) esto se debe a que el acido sulfarico cuando
entra en reaccion de alcoholisis con el metanol en la esterificacion, este no altera la formacion
de los esteres metilicos gracias a la produccion de iones &cidos de hidronio por parte del

H>S04 y su capacidad higroscopica favorece al equilibrio de la reaccion de FAME.

En base a lo mencionado por Lam & Lee (2012) en su investigacion sobre el potencial
de usar fertilizantes organicos para cultivar C. vulgaris para la produccion de biodiesel,
destaca al ester metilico del acido palmitico, oleico y linoleico (C16:0, C18:1y C18:2) como
los principales en FAME de C. vulgaris, teniendo una produccién del 85.6%, semejante a la
presentada en esta investigacion. Ademas, menciona que el 74% corresponde a acidos grasos
insaturados (C16:1, C16:2, C18:1, C18:2, C18:3) importantes en la produccion de
biocombustibles ya que son capaces de disminuir el punto de fluidez del biodiesel en
temperaturas frias. Una cantidad alta de esteres metilicos de acidos de cadenas entre 16 a 18
carbonos garantiza un mayor namero de cetano, proporcionando mayor calor de combustion
(Soleimani et al., 2021).
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De acuerdo con los resultado obtenidos en la TLC, en donde se obtuvo un R¢de 0.77
para el estandar, compuesto de oleato de colesterol, segun Vilardell (1971) el éster de
colesterol es un lipido no polar que migrard mucho mas répido en la placa de silica gel polar
atribuyéndole un Rt mayor a los demas, (Rodriguez, 2008) en su analisis de lipidos menciond
que los lipidos no polares suelen migrar en el siguiente orden: ésteres de colesterol >
triglicéridos > &cidos grasos > diglicéridos > colesterol > monoglicéridos > fosfolipidos, lo
que brinda la idea de que el estandar estara en la distancia mas alejada del origen, los FAME
mas abajo y los acidos grasos en una posicion relativamente central al punto de origen.
Froehner (2007) coment6 que el ester de colesterol migra generalmente a un R¢ de 0.83, en
la investigacion presente se obtuvo un R¢de 0.77, menor al mencionado por Froehner (2007),
esto pudo ser por causa del solvente que impidié que migre mas rapido. Sin embargo, sigue
estando en el rango para determinar de forma cualitativa las muestras. Para el acido graso
libre, Ferrari (2005) manifestdé que dicho biodiesel alcanzé un Rf de 0.44 muy similar al
presentado en este estudio de 0.45, lo que justifica la presencia de acidos grasos en las
extracciones realizadas. Finalmente, para la muestra de ésteres metilicos de acidos grasos se
obtuvo un R¢ de 0.68. este valor fue comparado con el de Ferrari (2005) ya que mantuvo un
Rt de 0.70, muy similar y en condiciones semejantes a las de este estudio. De esta manera se
corrobora la presencia de biodiesel en las muestras extraidas de FAME de C. vulgaris

cultivada en agua residual acuicola.
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5. CONCLUSIONES

En este trabajo se caracterizd el agua residual acuicola, determinando sus pardmetros
fisicoquimicos y obteniendo resultados alentadores para su potencial uso como medio de
cultivo para Chlorella vulgaris, en donde la microalga pudo crecer de forma dptima. Ademas,
se analizo el crecimiento celular de C. vulgaris en un fotobiorreactor expuesto a la intemperie
y pudo determinarse la eficiencia de C. vulgaris para la remocién de nutrientes como COT,
NT, PT y de ciertos metales pesados en aguas residuales de origen acuicola, convirtiendola
en un tipo de agua que mantiene los limites permisibles establecidos por el Ministerio de
Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica para ser vertida nuevamente a efluentes naturales
sin riesgo de contaminacion ni de eutrofizacion. Finalmente, se pudo caracterizar la fraccion
lipidica extraida de la biomasa microalgal obteniendo un buen porcentaje de lipidos totales
extraidos con cloroformo: metanol (1:2), hexano y acetato de etilo; solventes que mostraron
mayor efectividad en el proceso. Ademas, se obtuvieron porcentajes regulares de acidos
grasos libres y ésteres metilicos a través de las diferentes técnicas mostradas, siendo
inferiores a los citados por otros autores. A pesar de que el rendimiento de AGL y FAME no
fue el esperado, no se descarta su posible mejoramiento a futuro para una produccion de

biodiesel més eficiente.

6. RECOMENDACIONES

De acuerdo con diferentes autores, se recomienda buscar otras fuentes de carbono a

parte del CO. que permita obtener un mejor aprovechamiento en la concentracion masica,
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como por ejemplo, el emplear bicarbonato de sodio (NaHCO3) como fuente alternativa en
microalgas fotétrofas simultdneamente con el CO2 suministrado por el ambiente (Lam & Lee,
2012), siendo este compuesto de bajo costo en el mercado puede causar una gran diferencia.
Ademas, existen investigaciones recientes que centran sus esfuerzos en determinar el
comportamiento de las microalgas en consorcio con comunidades bacterianas, aseguran que
las bacterias puede oxidar la materia organica en compuestos inorganicos como diéxido de
carbono, amoniaco, fosfatos; mientras que las microalgas captan la energia luminica para su
proceso de fotosintesis y producen oxigeno a través del consumo de los compuestos
inorganicos generados por las bacterias produciendo un incremento de biomasa microalgal
ayudandose unos a otros en su crecimiento (Acién et al., 2016). De esta manera, se reduciria

la etapa de esterilizacion del agua residual abaratando costos de produccion.

Algunos investigadores aseguran la efectividad de realizar transesterificacion in situ
juntando la extraccion y transesterificacion de lipidos y AGL en un proceso Unico reduciendo
los costos aun mas del proceso (Park et al., 2017). Ademas, tomar en cuenta las
modificaciones en las condiciones de reaccion para alcanzar estrés celular con déficit de
nitrégeno para el incremento en la produccion lipidica. Finalmente, probar aguas de origen
acuicola de otras piscinas de cria de peces y comparar el comportamiento de la microalga de

estudio.
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9. ANEXOS
ANEXO 1

Limites maximos permisibles de pardmetros fisicoquimicos para la preservacion de flora y
fauna en agua dulce.

Limite méaximo

Paradmetro Expresado Unidad oermisible Protocolo
Cobre Cu mg/L 1 SM 3111-B
Cromo Cr mg/L 0.5 SM 3111-B
Hierro Fe mg/L 10 SM 3111-B

Oxigeno 0.D mg/l  >60% saturacion SM 4500 0. G
Disuelto
Plomo Pb mg/L 0.2 SM 3111-B
Nitrégeno Total N mg/L 15 Sl\léljglz(;?“N
Demanda
Quimica de DQO mg/L 250 SM 5220 D
Oxigeno
Nitratos N mg/L 13 SM 4110-B
Nitritos N mg/L 0.2 SM 4110-B

Molibdeno Mo mg/L 0.07 SM 3111-B
Niquel Ni mg/L 2 SM 3111-B
Sodio Na mg/L 200 SM 3111-B
Calcio Ca mg/L 30 SM 2340

Fosforo Total P mg/L 10 SM 4500-BF
Carbono COT mg/L No reporta -

Organico Total

SM: Estandar Method. Protocolos tomados de American Pharmaceutical Association (APHA, 1992). Fuente: (MAE,
2015; TULSMA, 2003)
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ANEXO 2

Crecimiento celular de Chlorella vulgaris en agua residual acuicola y medio BBM.

Crecimiento Celular

Conteo Celular (cel/mL)

Densidad Optica (680 nm)

Peso Seco (g/L)

les Aﬁﬂgaa I\éeBc'i\i/lo Aﬁ?l’légla Medio BBM  Agua Acuicola Medio BBM
0 1é?§f£f§f 1ff§gf§ 5 057+0012 038+0017 0005000008 0,006+ 0,00E+00
1 1é?§§£384i lefggfg 5 117£0000 0490198 00109%00012 00014 +2,12E+04
2 137§1Eé'fg 2 224211Eé’fg 5 1240006 10430053 00115%00017 0,0017 +2,12E+04
3 1’16:’2;28; 3525;23 5 15040002 107+0039 00119400003 0,028+ 141E+04
4 1’7??;2841 43535;93 5 1700010 126+0025 00117+00015 0,00337,07E+05
> 255?;25;2841 4’77,;1;?8 5 17640028 140+0001 00135+00003 00031 +7,07E+05
6 ng‘fgfgf 4535;28 © 184+0011 14840010 0018200008 0,032+ 0,00E+04
7 3’1?5@'2851 4’1‘%;2851 19240006 1,54+0,004 0,0268+0,0130 0,0039 + 424E+04
8 35}35;28 . 510fggfg 18120004 1580006 00280+00186 0,0089 +2,83E+04
9 3;55;2851 Siffgfg; 19040017 1,69+0,018 0,0306+0,0000 0,0096 + 2,83E+04
10 374;_’5;28 y 460§3ng§ 17130003 1710013 00321£00021 0,009 + 141E+04
11 3’1?’§5ng§5¢ 4’7?38?2851 14740026 1,68+0,003 0,0294+0,0037 0,0091 +7,07E+04
12 3’1%$7ng§5¢ 352§2ng§ 13330004 1670020 0020800025 00091 +9,19E+04
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ANEXO 3

Crecimiento celular de Chlorella vulgaris en agua residual acuicola y medio BBM.

Concentracion de Nitrogeno, Fosforo y Carbono

Dias

Nitrogeno Total (g/L N)

Fosforo Total (g/L PO3™)

Carbono Total (g/L C)

Agua

Agua

Agua

4 Medio BBM A Medio BBM A Medio BBM
Acuicola Acuicola Acuicola

0 168+1,41 345+283 3585+0,35 111 +2,83 7815+0,71 258 +£29,70
1 314+5,66 27 +5,66 113,35+ 2,05 108,05+4,31 792 +5,66 136,5+9,19
2 273+212 26 +1,41 120,75+ 1,34 105,15+0,21 777 +0,00 1275+1,41
3 211+424 22 +2,83 934+1,70 104,7+156 676,5+2758 1225+354
4 97 £0,00 18 + 4,24 78,6 +0,28 104,15+0,92 2655+212 1195+0,71
5 495+212 155+4.24 29,2+0,00 104,1+156 2315+212 1155+354
6 435+212 135+141 18,25+0,07 1035+424 865%+9,19 1145+0,71
7 435+354 135+0,71 1225+0,35 1025+0,00 845+212 110,5+0,71
8 24 +£0,00 115+1,70 10,25+0,07 99,5+4,24 775+354 1085+ 4,95
9 235+212 11+0,14 9,35+0,07 99,35+ 1,63 65 + 2,83 105,5+0,71
10 280,00 10,5 + 2,26 9,65+0,78 97,25+2,19 63 + 4,24 101 + 0,00
11 235+212 105+141 9,7+0,28 96,05 + 3,04 58 + 2,83 100,5 + 6,36
12 11+1,41 10+1,41 9,56+0,42 95,7 £ 0,99 52 +£0,00 97,5+ 2,83
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Crecimiento celular de Chlorella vulgaris en agua residual acuicola y medio BBM.

ANEXO 4

Proceso Biomasa Catalizador Etanol Metanol AE CM MCH  Hexano
_ LSO, 19,056+ 17,35+ 48,65+ 69,15+ 3490+ 61,35%
Biomasa 0,004 0,011 0,027 0,047 0,021 0,041
Seca Resina 090+ 1,40+ 280+ 8,70+ 2,35+ 6,00 +
FAME 0,001 0,002 0,002 0,006 0,000 0,0035
Indirecto LSO, 21,35+ 198+ 5265+ 6350+ 3945+ 5825+
Biomasa 0,013 0,012 0,031 0,042 0,016 0,029
Hldmeda Resina 380+ 255+ 16,75+ 1540+ 3,85% 8,15 +
0,008 0,002 0,011 0,0013 0,001 0,0037
_ LSO, 4785+ 4265+ 80,8+ 8890+ 5095+ 8255+
FAME Biomasa 0,027 0,023 0,046 0,049 0,029 0,047
AGL Seca Resina 500+ 705+ 1155+ 13,00 3,85+ 9,35+
0,002 0,001 0,004 0,0071 0,001 0,0027
FAME Biomasa H2SO4 70,33 £0,03
Directo Seca Resina 14,62 + 0,001

Valores presentados en porcentaje (% m/m)
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