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RESUMEN

La contaminacion producida por los combustibles fésiles y el aumento de demanda de
energia, requieren de una solucién limpia y sostenible como los biocombustibles. El
biocombustible obtenido a partir de microalgas presenta ventajas al adaptarse a diversos
medios de cultivos reduciendo costes totales de produccién al usar aguas residuales con alto
contenido de N y P. Tal es el caso de las aguas residuales de origen acuicola; la especie
Scenedesmus sp. identificado por primera vez por Meyen en 1829, es capaz de utilizar los
nutrientes presentes en el agua residual para generar biomasa y al mismo tiempo remediar el
agua. En este trabajo se determind el crecimiento de la microalga en agua residual de origen
acuicola, donde se obtuvieron valores de productividad especifica de 0.077 d™1, tasa de
crecimiento especifica de 0.296 d* y biomasa total de 0.577 g/L. Asi mismo se calculd los
porcentajes de remocion de nitrégeno total de 97.62%, fdsforo total de 97.88% y carbono
organico total de 94.91%. Se calcul6 el rendimiento de lipidos a partir de seis solventes:
metilciclohexano, acetato de etilo, etanol, cloroformo-metanol (1:2), hexano y metanol,
donde el porcentaje mas alto se obtuvo con el solvente cloroformo-metanol (1:2) de 32.16%.
El porcentaje de acidos grasos libres (AGL) también fue calculado y su porcentaje mas alto
fue de 42% con la ayuda de hexano; sin embargo, no logré alcanzar el porcentaje de AGL
requerido de 80%. La produccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME — por sus
siglas en inglés) fue mas exitosa a partir de los lipidos de AGL extraidos con la mezcla
cloroformo:metanol (1:2) con H.SO4 como catalizador donde el porcentaje fue de 74.90%.
Para concluir se realiz6 una cromatografia de capa fina para cualificar las muestras obtenidas
donde se pudo observar la presencia de triglicéridos en las muestras de FAME y AGL con la
mezcla cloroformo:metanol (1:2).

Palabras claves: Scenedesmus sp., agua residual acuicola, remocién de nutrientes, lipidos.
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ABSTRACT

The pollution produced by fossil fuels and the increase in energy demand require a clean and
sustainable solution such as biofuels. The biofuel obtained from microalgae presents
advantages by adapting to diverse cultivation environments, reducing total production costs
by using wastewater with high N and P content. Such is the case of aquaculture wastewater;
the species Scenedesmus sp. can use the nutrients present in the wastewater to generate
biomass and at the same time remediate the water. In this work, the growth of the microalgae
in aquaculture wastewater was determined, where specific productivity values of 0.077 d™1,
specific growth rate of 0.296 d! and total biomass of 0.577 g/L were obtained. The
percentages of total nitrogen removal of 97.62%, total phosphorus of 97.88% and total
organic carbon of 94.91% were also calculated. The lipid yield was calculated from six
solvents: methylcyclohexane, ethyl acetate, ethanol, chloroform:methanol (1:2), hexane and
methanol, where the highest percentage was obtained with the solvent chloroform-methanol
(1:2) of 32.16%. The percentage of free fatty acids (FFA) was also calculated and its highest
percentage was 42% with the help of hexane; however, it failed to reach the required FFA
percentage of 80%. The production of fatty acid methyl esters (FAME) was more successful
from the FFA lipids extracted with the chloroform methanol mixture (1:2) with H2SO4 as
catalyst where the percentage was 74.90%. To conclude, thin layer chromatography was
performed to qualify the samples obtained, where the presence of triglycerides was observed
in the FAME and FFA samples with the chloroform:methanol (1:2) mixture.

Key words: Scenedesmus sp., aquaculture wastewater, nutrient removal, lipids.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo a Dhanya (2020), debido al crecimiento de la poblacidn, la energia es
cada vez méas demandada, lo cual se refleja en un mayor uso de recursos energéticos no
renovables. El alto consumo de combustible provoca problemas ambientales globales como
el calentamiento global y la contaminacion del aire. Para lograr satisfacer las necesidades
energeticas, el mundo ha recurrido al petroleo, el gas natural y el carbén, donde el petréleo
tuvo una participacion del 30.95%, el carbon el 26.90% vy el gas natural el 24.42%. Solo en
el afio 2021, los combustibles fosiles representaron el 80% del consumo de energia primaria.
(Karakurt, 2023).

Debido a que el consumo de combustibles fdsiles es una fuente importante de
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), los biocombustibles son una alternativa
prometedora como fuente de energia limpia para satisfacer las necesidades en los sectores
del transporte, generacion de energia y calefaccion (Abdullah, 2019). Los biocombustibles
son una rama de las energias renovables que se producen a partir de la fermentacion de
fuentes bioldgicas que contienen azucar, lipidos o carbohidratos fermentables como aceites
vegetales y grasas animales (Mat, 2020).

Los biocombustibles se clasifican en diferentes grupos los cuales son catalogados
segun las materias primas y el método de produccion utilizado. Estos grupos son
denominados biocombustibles de primera, segunda, tercera y cuarta generacion (Alalwan,
2019). Los de primera generacion se extraen a partir de materias primas comestibles, en esta
categoria se encuentran el trigo, arroz, papas, cafia de azlcar, cebada y aceite vegetal. Los
de segunda generacion se obtienen a partir de residuos forestales y biomasa lefiosa. Al

necesitar de areas de cultivo, fertilizantes y suministros de agua esta generacion no es tan
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viable, ademés la biomasa de segunda generacion requiere de procesos de pretratamiento
para recuperar el azucar fermentable. Debido a las limitaciones de la primera y segunda
generacion, se explord una fuente diferente de materia prima para biocombustibles (Mat,
2020).

El desarrollo de la tercera generacion esta en auge con la produccién de biomasa
microalgal, varias investigaciones como Debnath (2021) y Mojifur (2019), han demostrado
que esta opcion podria ser meritorio como una fuente de energia sostenible para la posterior
produccion de biocombustibles, ya que su fabricacion lograria superar varias debilidades de
las fuentes de biocombustibles previamente analizadas (Chowdhurry, 2019).

Los biocombustibles de cuarta generacion se obtienen de biomasa de
microorganismos geneticamente modificadas para incrementar la produccion de
biocombustibles. Las modificaciones genéticas mas utilizadas suelen ser para aumentar la
penetracion de la luz, mejorar la eficiencia fotosintética y reducir la fotoinhibicion (Abdullah
etal., 2019).

Existen algunas ventajas respecto al uso de biocombustibles derivados de microalgas,
por ejemplo, tienen un crecimiento rapido y varias especies; incluida Scenedesmus sp., tienen
un contenido de aceite en el rango de 20 a 50% del peso seco de la biomasa (Subia, 2018).
Son capaces de producir aceite todo el afio, no requieren de extensiones de tierra para sus
cultivos, de igual manera las microalgas reducen la carga sobre las fuentes de agua dulce al
necesitar menos agua en comparacién con los cultivos terrestres, algunas especies pueden
cultivarse en aguas salobres minimizando los impactos ambientales (Tripathi et al., 2019).

Las microalgas son microorganismos autétrofos que sintetizan compuestos organicos
a partir de la energia de la luz solar y CO de la atmosfera. Sin embargo, algunas pueden

tener un metabolismo heterétrofo utilizando moléculas organicas complejas como fuente de
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energia (Valdés, 2021). Asi mismo, participan en diferentes ciclos biogeoquimicos globales,
produciendo oxigeno atmosférico y regulando el clima (Morillas, 2021)

Su desarrollo simple permite que se adapten a condiciones medio ambientales y
prosperen a largo plazo. Las méas importantes son: algas verdes conocida como Chlorophyta,
algas rojas; Rhodophyta, y diatomeas; Bacillario-phyta (Valdés, 2021)

Scenedesmus sp. pertenece a la division Chlorophyta, de la clase Chlorophiceae y
orden Sphaeropleales (Ramos, 2014). Este género suele encontrarse tanto de forma
individual como en colonias, acostumbran a estar agrupadas por su lado longitudinal, de 2 a
32 células, aunque normalmente éstas son de 4-8 celulas. Las células suelen presentar un
tamafio de 3-78 x 2-10 um, presentan formas esféricas, asi como elipsoidales alargadas o
fusiformes (Ramos, 2014). Se encontrd que Scenedesmus sp. es la especie de microalga mas
adecuada para la biomitigacion de CO, por su alta produccion de biomasa (0.218 g L™t d 1),
y capacidad de fijacion de carbono (Camacho et al., 2019).

La escala de produccion de biomasa algal requiere de algunas entradas como medio
acuoso y nutrientes lo que puede significar una alta inversion y para que su produccién sea
factible, se necesita una técnica viable, socialmente aceptable y sostenible (Tripathi et al.,
2019). Para reducir el uso de fertilizantes y costes totales de produccion, se puede utilizar
aguas residuales con un alto contenido en nitrogeno y fosforo como medio de cultivo; asi
mismo, varios estudios han demostrado la eficacia de las microalgas para la remocion de
nitrégeno y fosforo de diferentes fuentes de aguas residuales (Pham, 2020).

Las primeras investigaciones sobre el uso de microalgas para el tratamiento de aguas
residuales se dieron en el afio de 1950 donde se presencid la remocion de nutrientes como
nitrégeno y fosforo de las aguas residuales domésticas sedimentadas de manera eficiente en

un sistema simbiotico (Mobin, 2014).
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La acuicultura desempefia un rol muy importante en la produccién mundial de
comida; tan solo en el afio 2007, la acuicultura presento cerca del 44% de la produccion total
de pescado (Sonnino, 2013). Este sector puede prevenir la escasez de especies en el mercado,
asi como el incremento drastico de precios. Frecuentemente las especies en acuicultura son
producidas para exportacion, y existen muchos paises donde representa a una importante
industria; por ejemplo, la exportacion del camaron en Tailandia y Ecuador (Boyd, 2012). En
Ecuador, la piscicultura también presenta grandes oportunidades de exportacion respecto al
cultivo de tilapias especialmente, en el afio 2019 se registrd un ingreso de méas de 8 millones
de dolares en exportacion de pescado congelado (Mamallacta, 2021).

También es importante recalcar que la abundante cantidad de aguas residuales
generadas por las industrias acuicolas son una preocupacion debido a su alta concentracion
de materiales organicos, nutrientes y organismos por lo que su remediacion es importante
(Kurniawan et al., 2021). La investigacion de Omotade y colaboradores (2019) sobre el
andlisis de caracteristicas de las aguas residuales de la acuicultura y agua subterranea,
informd que los contenidos de nutrientes de N y P eran de hasta 85 y 2.5 mg/L
respectivamente y la demanda quimica de oxigeno igual a 108.7 mg/L.

La especie Scenedesmus sp. por sus habilidades fotosintéticas, utiliza los nutrientes
presentes en el agua residual para generar biomasa y un alto contenido de lipidos de entre 15
y 300 veces mayor a los cultivos convencionales que puede ser util en la produccion de
productos de valor agregado como el biodiesel (Tripathi et al., 2019).

Respecto a la calidad de los lipidos, es deseable un alto contenido de lipidos de
almacenamiento o triacilgliceroles (TAG) para obtener una mayor conversion de lipidos a
FAME (Mathimani et al., 2021). Los lipidos de microalgas habitualmente se extraen de la

biomasa antes de ser convertidos en biodiesel mediante métodos mecanicos como
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homogeneizadores celulares, ultrasonidos, autoclave, o por métodos no mecanicos como
congelacion, utilizacion de solventes organicos, &cido y base, etc (Rawat et al., 2013).

Los lipidos se pueden transformar en ésteres metilicos de acidos grasos (FAME por
sus siglas en inglés) mediante procesos de transesterificacion. Los FAME que contienen
acidos grasos C16/C18 como el &cido palmitico y el acido estearico respectivamente, son los
mas adecuados para la produccién de biodiesel de alta calidad (Tripathi et al., 2019). La
transesterificacion mediada por catalisis acida, basica o enzimaética, es una reaccion quimica
para disminuir la viscosidad en los bioaceites, convirtiéndolos en biodiesel. Esta reaccion es
necesaria ya que, el aceite de microalgas tiene una alta viscosidad por lo que requiere la
conversion a constituyentes de menor peso molecular (Rawat et al., 2013).

Con el fin de conocer si la especie Scenedesmus sp. podria ser capaz de una futura
produccion de biodiesel se plante6 determinar el rendimiento de lipidos a partir de biomasa
microalgal de Scenedesmus sp. cultivadas en agua residual de origen acuicola. Para ello se
caracterizd el agua residual mediante analisis fisicoquimicos para la determinacién de su uso
potencial como medio de cultivo de microalgas, posterior a esto, se realizo el analisis del
crecimiento mircroalgal en un fotobiorreactor para la produccion de biomasa con fines de
extraccion de lipidos conjuntamente a la caracterizacion del agua residual mediante anlisis
fisicoquimicos para la determinacion de su uso potencial como medio de cultivo de
microalgas y la determinacion de la fraccién lipidica de la biomasa cultivada mediante
procesos de extraccién de lipidos totales, acidos grasos libres y ésteres metilicos,
demostrando si se cumple o no la hipotesis que establece que; el agua residual de origen
acuicola posee un contenido de nutrientes adecuado para el crecimiento de Scenedesmus sp.
en 13 dias de cultivo, generando un porcentaje de lipidos superior al 20% y de &cidos grasos

libres superior al 80%, extraidos con solventes organicos como acetato de etilo y la mezcla
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cloroformo: metanol (1:2), obteniendo ésteres metilicos de acidos grasos superiores al 90%,
con potencial uso en la produccion de biodiesel.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Area de Estudio

El area de estudio comprende al Distrito Metropolitano de Quito. La recoleccion del
agua residual de origen acuicola se efectud en una piscicola ubicada en Nanegalito en el mes
de diciembre, en las estribaciones de la cordillera occidental cuya altitud varia de los 1400 a
los 2800 msnm y temperatura de 15° a 22° C.

2.1 Metodologia
2.1.1 Fase de Campo
e Obtencion de medio de cultivo

La muestra de agua residual de origen acuicola fue recolectada dos veces en los meses
de diciembre de 2021 y marzo 2022 en una piscicola de Nanegalito que forma parte de la
subregidn territorial del noroccidente de Pichincha. Se recogieron 60 L de agua en 3 canecas
de 20 L cada una, intentando remover los nutrientes del fondo de la piscina con la ayuda de
una varilla. En la piscina donde se recolectd el agua se mantenian peces que estaban por
desovar. Las canecas se etiquetaron y almacenaron a 4 °C hasta su posterior uso. Los analisis

y parametros fisicoquimicos del agua se muestran en la Tabla 1.

e Obtencion del inéculo
La cepa de Scenedesmus sp. utilizada en este estudio, fue obtenida del Banco Espariol
de Algas y se conservo en medio liquido Bold’s Basal Medium (BBM) en una relacion 1:10.
Se mantuvo con luz artificial en fotoperiodos de 12 horas, aireacion constante a 4.2 1/miny

se realizaron cambios de medio cada 15 dias.
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2.1.2 Fase de Laboratorio
e Caracterizacion del medio de cultivo
Se recogieron 500 mL del agua residual de origen acuicola en una botella previamente
esterilizada. Se analiz6 la concentracion de macronutrientes (nitrégeno total, fosforo total,
carbono organico total) con la ayuda de protocolos HATCH analogos al método 1072
(HACH 2014a), 10127 (HACH 2014c) y 10128 (HACH 2014b), respectivamente.
e Preparacion de medio de cultivo
Se recolectaron 60 L de agua residual de un piscicola ubicada en Nanegalito, de los
cuales 50 L de agua fueron esterilizados con la ayuda de un recipiente pyrex de 5 galones en
autoclave a 121°C y 15 psi por 30 minutos siguiendo el protocolo de Qin et al., (2014).
Posteriormente, se removieron las particulas solidas con la ayuda de un filtro cilindrico
multicapas de agua de forma anéloga a las investigaciones de Wang et al., (2015).
e Preparacion del indculo
Se inocularon 720 mL de medio BBM junto con 80 mL de la cepa de Scenedesmus
sp. en 7 botellas de vidrio de 1 L, las cuales se mantuvieron a temperatura ambiente, con luz
artificial en fotoperiodos de 12 horas y una entrada de aire constante junto con un filtro de
salida de aire durante 7 dias hasta alcanzar una concentracion de 108 cel/mL.
e Siembra del inoculo en fotobiorreactor
Se inocul06 el cultivo de microalgas con una proporcion 1:10 en un fotobiorreactor
(71.3 cm de largo * 8.8 cm de ancho * 61 cm de alto) que contenia 45 | de agua residual
previamente tratada y filtrada, y 5 litros de cultivo de Scenedesmus sp. en medio BBM. El
fotobiorreactor se mantuvo en condiciones atmosféricas de Quito desde el 22 de marzo hasta

el 04 de abril de 2022 con aireacion continua de 4.2 L/min, la cual permitio un flujo de

10
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burbujas removiendo las microalgas por todo el fotobiorreactor evitando su sedimentacion;
el control de temperatura se realiz6 con la ayuda de una termocupla (27 £ 3°C) durante 13
dias. El pH se monitored diariamente verificando que se encontrara cerca de un pH neutro.
e Determinacion de crecimiento de microalgas

Se recolectd 50 mL de muestra diariamente del fotobiorreactor durante 13 dias en
botellas de plastico previamente desinfectadas por luz UV y etiquetadas. Se colocaron en
refrigeracion a 4°C anterior a su estudio. El crecimiento de los cultivos se realizé por
triplicado y se determind mediante espectrofotometria, conteo celular y peso seco.

o La densidad 6ptica se midio por espectrofotometria, la cual se realizé a una longitud
de onda de 680 nm con un espectrofotometro marca HACH 5000 siguiendo el
protocolo de (Arias, 2013). Agitando las botellas con las muestras de los respectivos
dias, se colocoé 1 ml de muestra con la ayuda de una micropipeta en una celda dentro
del espectrofotdmetro lo que permitié conocer la absorbancia.

o El conteo celular se realizé6 mediante el recuento de las células visualizadas en la
camara de Neubauer en un microscopio Optico marca Leica con el lente 40X y se

determiné mediante la Ecuacién (1).

(1)
celn  #células (fn—eLl) £10.000
oot () -
Concentracion celular ml # de cuadros * dilucion

o El peso seco se realizdo mediante la utilizacion de filtros de papel para analisis
cualitativos con secado a 60 °C durante 24 h analogamente a la investigacion de (Chia
et al., 2013). Para ello, se etiquetaron los filtros de papel colocados en vidrio relojes
y se secaron durante 24 horas a 60 °C, posteriormente se pesaron y se colocé 1 mL

de muestra en el papel (las botellas fueron agitadas previo a la obtencion de la
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muestra) y se situaron una vez mas en la estufa a 60°C durante 24 horas. Se peso el

filtro con la muestra y mediante la Ecuacion (2) se logré obtener el peso final.

)

g\ _ (filro seco + muestra seca)(g) — filtro inicial (g)
Peso Seco (—) =

mL volimen de muestra (ml)

La productividad volumétrica (PV) se calculd con la ayuda de la Ecuacion 3 utilizada por
Encalada (2022) donde relaciona la biomasa seca con el volumen de cultivo por el tiempo
del mismo. Adicionalmente se calculd la productividad especifica de la biomasa con la
Ecuacion 4, el tiempo de duplicacion de las microalgas con la Ecuacién 5, y la tasa de
crecimiento especifica con la Ecuacién 6 donde Ny representa el niUmero de células al final
de la fase exponencial, N, es el nimero de células al comienzo de la fase exponencial, T es
el dia final de la fase exponencial, y T, es el dia de inicio de la misma fase. Los valores de

pH y temperatura fueron determinados por un pH-metro de marca Thermo Scientific.

@)
) peso de biomasa seca (g) g
PV deb = I
¢ DIomasa =2, o limen de cultivo (L) = tiempo de cultivo (d) (Ld)
(4)
PV de biomasa (l%)
PE de biomasa = g )
Concentracién de biomasa (Z)
(5)
: o [n(2)
Tiempo de duplicaciéon (tp) = T (dias)
(6)

Ln (N7 /No)

-1
T, — T, @)

Tasa de crecimiento especifica (u) =
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e Parametros fisicoquimicos
Las muestras recogidas diariamente fueron centrifugadas a 4500 rpm durante 5 min.
El sobrenadante se recolecto para el posterior analisis por triplicado de los parametros
fisicoquimicos del cultivo. Se utilizaron protocolos HACH para la determinacion de los
macronutrientes como Nitrogeno Total (NT), Fosforo Total (PT) y Carbono Organico
Total (PT). El porcentaje de remocion de nutrientes fue calculado en base a la Ecuacion
7 utilizada por Eladel (2019) la cual determin0 el grado de eliminacion de los respectivos
nutrientes. Esta ecuacion relaciona la concentracion inicial del nutriente (C;) y la
concentracion final (Cr) entre la concentracion inicial (C;) por 100%.
()

(C; = Cr)

—— % 100%
) °

%Remocion de Nutrientes =

Asi mismo, se analizaron otros parametros fisicoquimicos y metales pesados previo
al cultivo y posterior a los 13 dias de cultivo con el sobrenadante, y se determind la
remocion de dichos metales.

e Cosecha y obtencién de biomasa microalgal:

Una vez culminados los 13 dias de produccién de biomasa, el contenido del
fotobiorreactor se traslado al laboratorio de Quimica y Procesos en la Facultad de Ingenieria
y Ciencias Aplicadas para centrifugar a 4500 rpm por 5 min en falcons de 50 mL, se
recolectaron seis litros del sobrenadante para analisis posteriores, y el sobrenadante restante
se desecho. El proceso de centrifugado se realizé por triplicado para remover el mayor
contenido de agua. La biomasa humeda se llevo a refrigeracion de -4 °C similar a la

metodologia de Huaman, (2011). La obtencion de biomasa seca se realizo con la ayuda de
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una estufa de conveccion forzada dirate 24 h a 100 °C. La biomasa himeda y seca se guardo
para analisis posteriores.
e Extraccion de lipidos
La extraccion de lipidos totales presentes en la biomasa himeda y seca, se extrajeron
de solventes organicos, entre ellos: hexano, metanol, cloroformo:metanol (1:2), etanol,
acetato de Etilo, metilcliclohexano. Se determinaron analogamente al método de Bligh &
Dyer modificado por IMARPE (Salazar Pérez, 2012). Se adicion6 un lavado con NaCl al
0.58% y se homogeneiz6 mediante centrifugaciones a 4000rpm. Para lograr la disrupcion
celular, ademas del método quimico se utilizdé un sonicador. La expresion los resultados se
determina mediante la Ecuacién (8) donde P, se refiere al peso del frasco con el contenido
lipidico ya extraido y seco, y Py al peso de la biomasa microalgal donde el porcentaje total
sera representado en % m/m.
(8)

%Lipidos = (’;L) «100%

B

La Ecuacion 9 se utilizo para calcular la productividad total volumétrica de lipidos, utilizada
por Guasumba (2022) y Vega (2022); donde M, representa la masa de lipidos, el volumen
del cultivo (V) y el tiempo en dias (t). Mediante la Ecuacién 10 se calculé la productividad
especifica de biomasa en basa a la productividad volumétrica de biomasa por la

concentracion de biomasa.

9)

3 3 A ] g ML
Productividad Total Volumétrica (_l " d) =
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(10)

Prod.Vol Biomasa (l *gd)

Conc, Biomasa (%)

Productividad Especifica de Biomasa =

e Extraccion de Acidos Grasos Libres (AGL):

La extraccion de Acidos Grasos Libres totales (AGL) presentes en la biomasa seca,
consistio en la saponificacion de biomasa con los solventes organicos mencionados
anteriormente. Se determinaron mediante el protocolo de extraccion de AGL de (Tanzi et al.,
2013). La ecuacion (11) se utilizé para calcular el porcentaje de Acidos grasos libres (AGL)
que se midio6 por gravimetria donde (T;) hace referencia al peso del frasco vacio, (T) al peso
de frasco con la muestra de AGL multiplicado por el peso de la masa inicial utilizada para
realizar la extraccion (W).

(11)

L,—-T

%AGL = ( )xlOO

e Extraccion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAME):

La extraccion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos presentes en la biomasa seca y
las grasas obtenidas anteriormente (lipidos y AGL), se determinaron en tres procesos
(directo, indirecto y de acidos grasos libres) con un catalizador acido homogéneo (H,S0,) Yy
un catalizador &cido heterogéneo (Resina comercial CT-269DR); con el siguiente
procedimiento:

Se coloc6 dentro de cada reactor de vidrio una relacion de
(catalizador:solvente:biomasa o grasa), para el catalizador homogéneo es (1.74:15:1) y para
el catalizador heterogéneo es (1.1:70:1). Se colocaron los reactores en bafio térmico a 90 °C

por 4 horas a 900 rpm. Al finalizar, la fase organica se filtrd en el equipo Millipore y se
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agregd 2 ml al filtrado de una mezcla hexano:dietiléter (80:20) para eliminar impurezas.
Luego se pasé a un embudo de decantacion, se agitd y dejé reposar por 10 min para alcanzar
la separacion de fases. Finalmente se trasvaso la fase orgénica a un tubo Falcon previamente
pesado y se dejo secar 60 °C por 24 h y peso el recipiente con el producto seco (Narvaez et
al. 2004). Se calcul6 el rendimiento a biodiesel en la Ecuacion (12).

(12)

IL-T

YFAME = ( )xlOO

e Cromatografia por capa fina (TLC)

Para la cromatografia en capa fina se utilizo la técnica manejada por Vega (2022); en
una placa de gel silice de 40 x 80 mm de 0.2 mm de silica gel se dibujaron varias lineas; la
primera a 1 cm de la base que se denomina linea de origen y se colocaron 3 puntos donde se
ubicaran el control (oleato de colesterol marca SIGMA) resuspendido con 20 ul de
cloroformo, una muestra de AGL y una de FAME. La segunda linea se traz6 a 5 cm de la
primera, posteriormente se coloco la placa sobre un papel absorbente y se secd por 30
minutos a 100 °C para activarla. Pasados los 30 minutos se colocaron las muestras disueltas
en 3 ul se su propio solvente extractor y con un tubo capilar de 1.4 mm de didmetro se
colocaron las muestras en la placa. En un frasco se colocaron 50 mL de la fase movil en este
caso cloroformo puro, y se ubicé la placa verticalmente de manera que el cloroformo no pase
de la primera linea durante 10 minutos andlogamente al protocolo de Cabrera (2016). A
continuacion, se retird la placa de la fase mdvil, y se coloc6 en un nuevo frasco que contenia
yodo vy silice, se dejé reposar por 10 minutos mas para su revelado. La cromatografia se

realiz6 con el mejor solvente extractor de AGL y FAME. El factor de retencion (Ry) se

determiné mediante la Ecuacién (13) utilizada por Rodriguez (2008).
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(13)

R (Distancia recorrida por la muestra (Y))
f =

Distancia recorrida por la muestra (X)
2.1.3 Anélisis estadisticos de los datos.

Los datos obtenidos de todos los analisis (concentracion celular, peso seco, densidad
Optica, pH, remocién de nutrientes, porcentaje de lipidos, AGL y FAME se realizaron por
triplicado y con la ayuda de la prueba Krustal & Wallis con el programa Statgraphics, se hizo
pruebas con las comparaciones de sus medias y se expresaron con valores de desviacion

estandar (X = DE). Existe una diferencia entre medias significativo cuando (p<0.05).

3 RESULTADOS
3.1 Caracterizacion del medio de cultivo
En la tabla 1 se puede apreciar los valores obtenidos respecto a los macronutrientes
presentes en el agua residual de origen acuicola y en el medio BBM. Se observa que el
carbono organico total es el Unico nutriente con mayor concentracion en el agua acuicola.

Tabla 1. Caracterizacion del agua de origen acuicola y medio BBM mediante analisis
fisicoquimicos.

AGUA
AUl A MEDIO BBM
CARBONO
ORGANICO 794 4
TOTAL (mg/L)
NITROGENO
TOTAL (mg/L) 166.5 262
FOSFORO 85.1 127.8

TOTAL (mg/L)
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3.2  Determinacion del crecimiento celular
3.2.1 Densidad celular

En la Figura 1 se observa el crecimiento de densidad celular de la microalga
Scenedesmus sp. en agua de origen acuicola (linea azul), y en medio de control Bold's Basal
Medium - BBM (linea naranja) cultivadas por 13 dias. Respecto al agua de origen acuicola
como medio de cultivo, se observa que en el dia cero el cultivo presenta una concentracion
de 2.32 = 10* + 3.2 « 103 cel/mL. Desde el dia 0 al dia 4 es lo que se denomina como fase
de adaptacion; a continuacién, se aprecia la fase exponencial del dia 4 al 11 logrando su
estado estacionario con una concentracion de 2.23 * 106 + 1.77 = 10° cel/mL desde el dia
11 al 12. El dia 12 present6 la mayor concentracion con un valor de 2.30 = 10® +
1.44 = 103 cel/mL; asi mismo, se observa que desde el dia 13 comienza el periodo de muerte
celular. En cuanto a la curva del cultivo en medio BBM, esta demuestra su fase exponencial
desde el dia 9 llegando a su maxima concentracion en el dia 11 con 2.88 * 10 + 1.66 = 10*
cel/mL iniciando con la muerte celular desde el dia 12 llegando al dia 13 con una
concentracion celular igual a 2.91 * 10° + 1.22 = 10* cel/mL. Mediante la representacion
grafica de los datos, se demuestra que el medio BBM presenta una mayor concentracién de

células en comparacién al medio de agua de origen acuicola.
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Figura 1. Densidad celular (cel/mL) vs tiempo de cultivo (d) de Scenedesmus sp. cultivada
por 13 dias en agua residual de origen acuicola con su respectivo cultivo en BBM. Los
datos finales se presentan como el promedio de triplicados y su respectiva desviacion
estandar.

3.2.2 Densidad éptica
En la Figura 2 se aprecia la densidad 6ptica calculada en una longitud de onda de 680
nm, obtenida posterior a los 13 dias de cultivo en agua de origen acuicola (linea azul) y con
su respectivo control cultivado en medio BBM (linea naranja). En el cultivo en agua de origen
acuicola, se muestra un crecimiento exponencial desde el dia 2 al dia 8 donde la densidad
pasa de 0.301 + 1.15 = 1073 a 1.563 + 3.75 = 1072, respectivamente. En el dia 8 se aprecia
el comienzo de la fase estacionaria y su densidad se mantiene constante entre 1.563 +
0.166 hasta el dia 11 donde se observa la mayor densidad de 1.729 + 2.00 = 1073 . La fase
de muerte celular se aprecia desde el dia 12 terminando el registro del dia 13 con una densidad
igual a 1.563 + 2.08 « 1072,
Respecto al control, se observa que su densidad en el dia cero igual a 0.178

+ 2.08 = 10~3 es muy similar al de agua de origen acuicola cuyo valor inicial fue de 0.132
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+ 4.04 = 1073, La curva del control muestra un crecimiento exponencial hasta el dia 9 donde

su densidad de a 1.514 + 4.00 = 10~3. El dia en el que alcanza la mayor densidad igual a

1.554 + 2.00 = 1073 es el dia 10. Los datos muestran que la densidad 6ptica fue ligeramente

mejor en el cultivo de agua acuicola.
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Figura 2. Densidad Optica en (nm) vs tiempo de cultivo (d) de Scenedesmus sp. cultivada
por 13 dias en agua residual de origen acuicola con su respectivo control en medio BBM.
Los datos finales se presentan como el promedio de triplicados y su respectiva desviacion

estandar.

3.2.3 Peso seco

La Figura 3 muestra el peso seco en g/mL obtenidos posterior a los 13 dias de cultivo.

El dia 0 muestra un peso seco igual a 0.003 + 0.0034 g/mL, se observa un crecimiento

paulatino y el dia con mayor registrado fue el 9 con un peso seco de 0.00575 + 0.0006 g/mL.

Finalmente, la muerte celular se observa desde el dia 10 hasta llegar al dia 13 donde el peso

da un total de 0.0045 + 0.0018 g/mL.
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Figura 3. Peso seco (g/mL) vs tiempo de cultivo (d) de la especie Scenedesmus sp.
cultivada en agua residual de origen acuicola por 13 dias con su respectivo control en
medio BBM. Los datos finales se presentan como el promedio de triplicados y su respectiva
desviacion estandar.

Respecto a la curva del control en medio BBM, se observa al dia 0 con una concentracion
igual a 0.00315 + 0.00007 g/mL que es una concentracion muy similar a la que se presentd
en el medio de cultivo acuicola en el mismo dia. Se visualiza la fase de adaptacion hasta el
dia 3, y el comienzo de la fase exponencial del dia 4 al dia 10 donde la concentracion aumento
de 0.0055 + 0.0038a0.01345 + 0.00007 g/mL respectivamente. A continuacion, se
aprecia la fase de muerte celular desde el dia 11 hasta terminar en el dia 13 con una
concentracion igual a 0.00975 + 0.0002 g/mL. Por ende, la Figura 3 demostré que, el
cultivo en BBM presentd mayor peso seco en comparacion al medio acuicola.

En la Tabla 2 se observan los datos obtenidos en la productividad volumétrica y
especifica, tasa de crecimiento y tiempo de duplicacion de Scenedesmus sp. cultivada en

medio acuicola, y su control en medio BBM. Los resultados de la tabla indicaron un mejor
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rendimiento en el medio BBM en comparacion con el medio de origen acuicola en cuanto a
biomasa total donde se presentd una produccion de biomasa 1.12 veces mejor, asi como en
productividad volumétrica donde fue superior el control por 1.12 veces. Sin embargo, en el
medio acuicola la tasa de crecimiento especifica fue 1.95 veces lo cual comprobé que el agua
es Optima para el crecimiento microalgal. Asi mismo, se observd un mejor tiempo de
duplicacion. Los datos de productividad especifica se mantuvieron iguales para ambos

medios.

Tabla 2. Generacion de biomasa, productividad volumétrica y especifica, tasa de
crecimiento y tiempo de duplicacion de Scenedesmus sp. en agua residual de origen
acuicola y su respectivo control en medio BBM.

Medio de Cultivo Agua Residual Control

Acuicola BBM
Biomasa Total (g/L) 0.497 0.557

Productividad Volumétrica

*
@/Ld) 0.038 0.043
Productividad Especifica
(d™H 0.077 0.077
Tasa de crecimiento

especifica (W) 0.296 0.149
Tiempo de Duplicacién (tp) 2.344 4.646

50 L para el cultivo en agua acuicola. 40 L para el control en medio BBM.

3.3 Remocion de nutrientes y analisis de parametros fisicoquimicos

En la Figura 4 se observan los parametros fisicoquimicos (NT, PT, COT) del agua
residual de origen acuicola durante 13 dias de cultivo con su respectivo control en BBM. La
Figura 4A, muestra la cantidad de Nitrogeno Total (NT) removido del agua. Respecto al agua

de origen acuicola, se presenta una pequefia fase de adaptacion en el dia 0 con una
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concentracion de 168 + 1.41 mg/L y el dia 1 con una concentracion igual a 162 + 4.24 mg/L.

A continuacion, se observa una fase exponencial desde el dia 2; con una remocion de

nitrogeno igual a 80.95% y una concentracion igual a 32 £ 00 mg/L. Llega al dia 13 con una

concentracion de 4 £+ 4.24 mg/L y un porcentaje de remocién igual a 97.62%. Su control en

BBM presenta una curva ascendente que comienza en el dia 0 donde hubo una concentracion

de 455 + 2.12 mg/L. Llega a su fase estacionaria en el dia 9 hasta el dia 13 con

concentraciones de 12.5 + 0.71y 9.5 £ 0.71 mg /L, respectivamente con una remocion final

de 79.12%, concluyendo que, la remocién en medio acuicola fue mejor.
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Figura 4 Remocién nutrientes (mg/L) vs tiempo de cultivo (d) de la especie Scenedesmus sp.
cultivada en agua residual de origen acuicola por 13 dias. A) Nitrogeno total, B) Fésforo total y C)

Carbono organico total.

En la Figura 4B en el cultivo de agua de origen acuicola muestra una curva ascendente

respecto a la remocion de Fésforo Total (PT), llega a la fase estacionaria en el dia 8 con una
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concentracion de 7.45 + 0.21 mg/L hasta el dia 13 con una concentracion igual a 1.6 + 0.42
mg/L y un porcentaje de remocion de 97.88%. El control en medio BBM muestra una curva
multimodal en donde se observa que el dia con mayor porcentaje de remocion fue el dia 8
con 33.65% con una concentracion igual a 77 = 6.65 mg/L llegando al dia final de cultivo
con una concentracion de 79.9 + 7.78 mg/L y un porcentaje de remocién de 31.15%, lo que
demostré una remocion mejor en el medio acuicola. En la Figura 4C se muestra la remocion
de Carbono Orgénico Total (COT). La remocién en el medio de agua de origen acuicola
muestra una curva ascendente, el dia cero cuenta con una concentracion de 726.5 + 12.02
mg/L, y se observa un incremento destacable de remocidn desde el dia 7 cuya concentracion
de COT es de 158.5 + 24.75 mg/L con un porcentaje de remocion de 78.18% y llega al dia
13 con concentracion de 37 mg/L con una remocién final de 94.91%. En el control en medio
BBM se observo una concentracion de 59 + 1.41 mg/L en el dia 0 llegando al dia 13 con una
concentracion final de 16 £ 1.41 mg/L y un porcentaje de remocion de 72.88%, demostrando
una vez mas que la especie Scenedesmus sp. presentd una mejor remocién de nutrientes en
el agua de origen acuicola.

La Tabla 3 muestra la concentracion en el dia 0 (concentracion inicial) y en el dia 13
(concentracion final) de los nutrientes (NT, PT y COT), y el porcentaje de remocion de los

mismos en el agua de origen acuicola.
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Tabla 3. Concentracion inicial, final y porcentaje de remocion de Nitrogeno Total, Fésforo
Total y Carbono Total del cultivo de Scenedesmus sp. en agua de origen residual de origen
acuicola por 13 dias.

Parametros Concentracion  Concentracion % Remocion
Fisicoquimicos Inicial Final final

Nitrégeno total

RS 168 + 1.41 4+4.24 97.62
Fosforo total

ot PO 75.5+0.71 16+ 0.42 97.88
Carbonototal - 256 51 15 0o 37 +0.00 94.91

(mg/L C)

Como se menciond en la metodologia, el agua residual de origen acuicola fue analizada en
términos de metales y turbidez previo a la inoculacion y luego de la cosecha del cultivo. Los
resultados de este andlisis se muestran en la Tabla 3, en la que se observan los valores de
concentracion inicial y final con su respectivo porcentaje de remocién de metales pesados y
otros metales que son requeridos en trazas para el crecimiento de la microalga. Se aprecia
que los porcentajes de remocion son bastante altos lo que sugiere que, posterior a los 13 dias
de cultivo de Scenedesmus sp. en el agua de origen acuicola, existio una alta remocién de los
metales analizados. Se observa en la Tabla 4 una remocion de calcio y hierro del 18.75% y
3192%, respectivamente. Los metales como el niquel, plomo, molibdeno y cromo tuvieron
concentraciones fuera del rango, por lo que no se logré medir el porcentaje de remocion. El
cobre, nitrégeno amoniacal, potasio, y sodio presentaron un incremento de concentracion.

Tabla 4. Remocion de nutrientes en agua residual de origen acuicola por Scenedesmus sp.
Los valores se expresan como resultado del promedio de triplicados con su respectiva
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desviacioén estandar.

Pardmetros  Concentracién Concentracion Remocion
Fisicoquimicos Inicial Final Total (%)
Calcio (mg/L) 13.44 £ 0.06 10.92 £ 0.05 18.75
Cobre (mg/L) <0.01 0.020 £ 0.002 -
Cromo (mg/L) <0.01 LD <0.01 *
Hierro (mg/L) 0.73+£0.04 0.31+£0.02 57.53
Molibdeno <004  0050£0003  *
(mg/L)
Nitrégeno
amoniacal 8.30+£0.5 10.95 £ 0.66 -
(mg/L)
Niquel (mg/L) <0.05 <0.05 *
Plomo (mg/L) <0.05LD <0.05 LD *
Potasio (mg/L) 6.18 £ 0.42 61.95 + 3.84 -
Sodio (mg/L) 5.05+0.41 37.40 £ 3.03 -
Turbidez (NTU) 5.6 9.3 -

*Valores fuera de rango. —Sin remocion. LD. Limite de Deteccion.

3.4 Determinacion de lipidos

3.4.1 Extraccion de Lipidos Totales

En la Figura 5 se observa el porcentaje de lipidos extraidos a partir de la biomasa seca y
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biomasa himeda posterior a los 13 dias de cultivo con la ayuda de seis solventes;
metilciclohexano, acetato de etilo, etanol, cloroformo:metanol (1:2), hexano y metanol. La
productividad total de lipidos tuvo un resultado de 0.0093 g/L*d y la productividad especifica
fue igual 2 0.076 d1. Se muestra en la imagen que el mejor solvente en extraccion de lipidos
por biomasa seca fue cloroformo:metanol (1:2) con un porcentaje de lipidos de 32.16% y una
productividad lipidica de 0.299 g/L*d, siendo el metanol el segundo mejor solvente con un
porcentaje de lipidos de 30.26% con una productividad de 0.281 g/L*d, seguido de etanol
con 20.82% y productividad lipidica de 0.193 g/L*d, metilciclohexano con un porcentaje
igual a 16.87% y 0.157 (g/L*d) de productividad lipidica, hexano y acetato de etilo tuvieron
los menores valores de porcentaje y productividad lipidica. Los valores obtenidos de la
biomasa humeda fueron menores al 5% de lipidos, el mejor solvente fue etanol donde su
produccién de lipidos fue igual a 4.61% Yy productividad de 0.057 g/L*d, metanol demostrd
ser el segundo mejor con una obtencidn de lipidos de 2.71% y productividad de 0.034 g/L*d,

el siguiente fue hexano (2.13% y 0.026 (g/L*d)), después se ubicé el cloroformo,
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metilciclohexano y el acetato de etilo siendo los solventes con menor rendimiento de lipidos.
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Figura 5. Determinacion de grasas lipidicas en Scenedesmus sp. a partir de biomasa
himeda y biomasa seca con ayuda de los solventes extractores metilciclohexano (MCH),
acetato de etilo (AE), etanol, cloroformo:metanol (1:2) (CLM), hexano y metanol.

3.4.2 Extraccion de Acidos Grasos Libres (AGL)

En la Figura 6 se aprecian los porcentajes de extraccién de &cidos grasos libres (AGL)
utilizando los solventes metilciclohexano (MCH), acetato de etilo (AE), etanol,
cloroformo:metanol (1:2) (CLM), hexano y metanol. Hexano fue el solvente con mayor
porcentaje de AGL igual a 42% seguido del metanol con un porcentaje bastante similar,
siendo este de 40.18%, el acetato de etilo tuvo un rendimiento de 38.63%, el etanol tuvo un
porcentaje de 35.71%, a continuacion, fue el cloroformo:metanol (1:2) de 35.67%, siendo el

ultimo metilciclohexano con un porcentaje de 28.06%.
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Figura 6. Extraccion de Acidos Grasos Libres (AGL) con los solventes extractores;
metilciclohexano (MCH), acetato de etilo (AE), etanol, cloroformo-metanol (1:2) (CLM),
hexano y metanol. A partir de biomasa seca recolectada posterior al cultivo de Scenedesmus
sp. en agua de origen acuicola por 13 dias.

3.4.3 Extraccion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAME)

En la Figura 7 se muestra los porcentajes de ésteres metilicos de acidos grasos
obtenidos posterior a los 13 dias del cultivo de Scenedesmus sp. en agua de origen acuicola.
Se utilizaron dos tipos de catalizadores; acido sulfarico 96% (H,S0,) como catalizador &cido
homogéneo y la resina comercial CT-269DR como catalizador acido heterogéneo, asi como
los lipidos extraidos con los 6 solventes extractores previamente mencionados para la
extraccion indirecta y los AGL obtenidos con los mismos solventes, mientras que la
extraccion directa se realizo a partir de la biomasa seca. Respecto a la extraccion indirecta
con los lipidos de biomasa seca y con acido sulfarico el mejor solvente fue cloroformo-
metanol (1:2) con un porcentaje de 67%, el siguiente fue metilciclohexano con 65%, el etanol
tuvo un porcentaje de FAME de 60.90% seguido de metanol con 60.45%, acetato de etilo
con 58% vy por ultimo hexano con 50.85%. Los datos con resina como catalizador se

presentan con los mejores tres solventes que fueron cloroformo:metanol (1:2) con 45.50%,
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metanol con 22% y por Gltimo etanol con un rendimiento de 21%. Para los FAME extraido
con lipidos de biomasa himedos se utilizaron los mismos tres solventes cloroformo:metanol
(1:2), metanol y etanol con resultados de 52.10%, 45.15% y 44.20%, respectivamente.

Los FAME de AGL de biomasa seca presentaron mejores resultados con &cido
sulfarico con porcentajes de 74.90% de cloroformo:metanol (1:2), 66.40% con
metilciclohexano, etanol con 51.10%y por ultimo hexano con 21.15%. Con catalizador de
resina comercial, el mejor solvente fue cloroformo-metanol (1:2) con 57% seguido de acetato
de etilo con 50.50%, etanol con 36.5% y por ultimo metanol y hexano con 16%.

FAME directo con biomasa seca arrojé mejores resultados con catalizador de &cido

sulfdrico con un porcentaje de 72.74% en comparacion con la resina que obtuvo un

porcentaje de 21.15%.
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Figura 7. Extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) directo (biomasa seca),
indirecto (lipidos) y de AGL, con diferentes catalizadores; acido sulfurico y resina. La
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extraccion indirecta y de AGL se realizo con la ayuda de los solventes extractores;
metilciclohexano (MCH), acetato de etilo (AE), etanol, cloroformo:metanol (1:2) (CLM),
hexano y metanol.

Los mejores resultados se obtuvieron a partir de FAME de AGL donde el cloroformo:metanol
(1:2) presentd el mejor rendimiento (74.90%), y en FAMES directo se obtuvo el segundo
mejor rendimiento con &cido sulfirico como catalizador (72.74%). El rendimiento con
catalizador acido presenté mejores resultados en comparacion al catalizador bésico. El valor
de p<0.05 demostrd que no existen valores significativos en los FAME obtenido con acido
sulfarico.

3.5 Cromatografia de capa fina

Para la verificacion cualitativa de la existencia de ésteres metilicos de acidos grasos, se
realiz6 una cromatografia en capa fina de los AGL y FAME obtenidos con los mejores
solventes. En la Figura 8 se puede observar la cromatografia obtenida con el mejor solvente
de AGL y FAME; cloroformo:metanol (1:2). Para el control se usé una muestra de oleato de
colesterol. Las distintas distancias que han corrido las muestras en su fase movil y sus

respectivos valores de retencion se encuentran en la Tabla 5.

Tabla 5. Célculo de factor de retencion de AGL y FAME obtenidas mediante
cromatografia de capa fina de Scenedesmus sp. en agua de origen acuicola

Muestra X (cm) Y (cm) R¢
Control 6 4.6 0.77
AGL 6 3.2 0.53
FAME 6 3.8 0.63

R¢: Factor de retencion. X: distancia Y distancia recorrida
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Figura 8. Cromatografia de capa fina de &cidos grasos libres (AGL) y ésteres metilicos de
acidos grasos (FAME) obtenidos a partir de Scenedesmus sp. cultivada en agua residual
acuicola.

4 DISCUSION DE RESULTADOS

La caracterizacion del agua residual de origen acuicola se pudo observar en la Tabla
1. Respecto a las concentraciones obtenidas podemos asegurar que el agua acuicola cuenta
con los nutrientes necesarios para ser utilizada como medio de cultivo microalgal. Sharma
(2020), indica que existen algunos parametros para optimizar el crecimiento de las
microalgas como nutrientes (nitratos, fosfatos, fuentes de carbono, etc.), luz, temperatura,
concentracion de COa.

Los resultados del crecimiento celular de Scenedesmus sp. se aprecian en la Figura 1,

2y 3 en términos de densidad celular, densidad dptica y peso seco. En la Figura 1 se observan
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los resultados obtenidos de densidad celular donde, la especie Scenedesmus sp. tuvo un mejor
crecimiento en el medio BBM en comparacion al medio de agua acuicola. El estudio de
Sharma (2018) afirma que el medio BBM tiene una composicion éptima para el crecimiento
de microalgas y es uno de los medios mas utilizados para el cultivo de las mismas. Asi mismo,
la ivestigacion de Quispe (2018), demuestra que el medio BBM es dptimo para el crecimiento
de la especie Scenedesmus sp. ya que la densidad celular supera los 5 = 10°cel/mL en 7 dias
de cultivo.

No obstante, el valor obtenido en el cultivo de agua residual presenta valores
ligeramente inferiores, lo que indica que a pesar que el BBM haya tenido un mejor
crecimiento, el agua de origen acuicola es también eficaz para el crecimiento microalgal.
Kurniazan et al (2021) establece que esto se debe a que, el agua residual producida por la
industria acuicola, es caracterizada por su alta demanda quimica de oxigeno bioldgico
(DBO), demanda quimica de oxigeno (DQO), proteinas, nitrégeno, y Sharma (2018) afirma
que el carbono, fésforo y nitrégeno son los nutrientes vitales necesarios para mantener el
crecimiento de las microalgas. Asi lo confirma también el estudio de Andrade et al., (2009)
para la produccion de biomasa microalgal de Scenedesmus sp. utilizando aguas residuales de
pescaderia en el afio 2009 donde el cultivo a cielo abierto llegd a un estado estacionario con
una densidad celular de 8.05 + 0.55 * 10° cel/mL concluyendo que esta agua puede ser usado
como fuente para la produccién de biomasa y reduciendo costos de produccién asociados al
uso de agua fresca en grandes volumenes.

Los resultados de la densidad dptica se aprecian en la Figura 2 donde se observa una
densidad Optica mayor en la curva de la Scenedesmus sp. cultivada en agua de origen acuicola
al comparar los dias con mayor densidad donde en el cultivo de agua acuicola fue el dia 11.
El estudio de Vega (2022) establece que, estos resultados pueden deberse a la turbidez
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presente el agua acuicola, impidiendo el paso de luz y mostrando una densidad 6ptica mayor.
En este caso el agua residual presentd un aumento de la turbidez descrita en la Tabla 4, por
lo que se puede ver reflejado en los datos obtenidos en la absorbancia en la Figura 2.
Kurniawan (2021), comenta que la turbidez es causada por la existencia de sélidos en
suspension en el agua procedentes de balanceados de peces. Muchas industrias incluyendo
la acuicultura liberan efluentes altamente turbios con un alto contenido de sélidos y aguas
ricos en nutrientes (Kurniwan et al., 2021). Por lo tanto, el resultado es anélogo al estudio de
Vega (2022) cuyo valor de la turbidez también se vio afectada directamente por la absorcion
de luz de la muestra en el espectrofotometro.

En el estudio de Jiménez (2008) titulado “Remocion de nutrientes inorganicos con
microalgas coinmovilizadas en quitosano” se realiz6 la medicion de la densidad optica de
Scenedesmus sp. Donde la absorbancia fue medida a una longitud de onda de 550 nm
diariamente durante 10 dias y dio como resultado maximo 0.061, densidad menor a la
presentada en esta investigacion debido a que utilizaron el medio “f” descrito por Guillard y
Ryther el cual es conocido como un medio universal para la estimulacion del crecimiento de
microalgas (Villareal, 2020).

La Figura 3 muestra los resultados obtenidos a partir del peso seco de Scenedesmus
sp. cultiva en agua de origen acuicola y su control en BBM. En esta figura se logra apreciar
que el peso seco fue mas alto en el cultivo que usé al medio BBM en comparacion con el
cultivo de agua residual de origen acuicola. La produccion de biomasa celular de la misma
especie en la investigacién de Quevedo (2008), tuvo una produccién mucho mayor a la
descrita en nuestros medios, llegando asi al dia 12 con una concentracion de biomasa de 0.08
g/L. Cabe recalcar que, en ese estudio la microalga Scenedesmus sp. fue cultivada en medio
algal el cual fue modificado para tener una mayor fuente de carbono, nitrégeno y fosforo, y
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tuvo un crecimiento hasta el dia 32, lo que significa que este medio nunca tuvo deficiencia
de nutrientes. Respecto a los pesos secos presentados por dias en el cultivo de agua de origen
acuicola, hacen falta investigaciones.

En la Tabla 2 se muestran los valores obtenidos respecto a la generacion de biomasa,
cuyos valores son proximos a los reportados en el estudio de Charity (2009) la produccién
de biomasa microalgal a cielo abierto utilizando aguas residuales de pescaderia para el cultivo
de Scenedesmus sp. Y obteniendo una biomasa total de 0.44 g/L, demostrando la gran
habilidad de adaptacion que tiene esta especie al medio de cultivo y a las condiciones externas
(Andrade, 2009).

La Tabla 2 también muestra la productividad volumétrica en medio acuicola los
cuales son proximos a los del estudio de Guerrero (2014) en el cual se presenta una
productividad volumétrica de 0.026 g/L*d para Scenedesmus sp. cultivada en 9 L de efluente
de tilapia, y 0.054 g/L*d cultivada en 9 L de medio BBM, también menciona que el valor en
BBM es mayor debido al alto contenido de nitrégeno y fosforo que existe en este medio
(Guerrero et al., 2014). Esto también explica porque en la presente investigacion los datos
registrados en medio BBM son mas altos que los del agua residual de origen acuicola.
Respecto de la productividad especifica, los resultados presentan valores similares a los
obtenidos por Nayak (2011) y sus colaboradores donde realizan un cultivo de Scenedesmus
sp. en medio BBM con productividad especifica de 0.073 d 1.

La tasa de crecimiento especifica depende de la fase exponencial del cultivo por lo
tanto puede variar de acuerdo al comportamiento de la microalga en el medio y su fase
exponencial. En el estudio de Guerrero (2014) denomindado “Cultivo en batch de
Scenedesmus sp. utilizando efluentes de tilapia del Nilo™, el resultado de tasa de crecimiento
especifica fue igual a 0.010 d~* en 9 dias de cultivo utilizando como medio el efluente de
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tilapia, y 0.008 d~* en 9 dias de cultivo en control BBM (Guerrero, 2014), valores menores
a los encontrados en el presente estudio.

Ligado al crecimiento celular de la microalga, existe una remocion de nutrientes en
el medio, lo cual puede ser aprovechado en las industrias acuicolas para la biorremediacion
de las mismas (Kurniawan et al., 2021). Esto se puede observar en la Figura 4 y Tabla 3
donde se logra apreciar el porcentaje de remocion de nitrégeno total, fosforo total y carbono
organico total, asi como de otros metales analizados en esta investigacion.

El porcentaje de remocién de nitrogeno total en medio acuicola es mayor al valor
reportado en el estudio de Pham et al., (2019), el cual present6 un porcentaje de remocién de
83.6% usando como medio de cultivo muestras de planta de aguas residuales de fertilizantes
en Vietnam con una concentracién inicial de microalgas de 60 mg/L. El nitrégeno es un
elemento importante en el metabolismo de las especies de microalgas y su asimilacién esta
conectada directamente a la fotosintesis (Khatoon et al., 2016). Este elemento modula la
sintesis de proteinas y, por tanto, el metabolismo de crecimiento de las algas. Las algas
pueden usar nitrégeno en varias formas como nitratos, nitritos, urea y amonicfaco como se
encuentran presentes en el agua residual en su forma inorganica (Sharma et al., 2018:
Khatoon et al., 2016). La eliminacion de nitrégeno de los cultivos de algas se ve afectada
por dos factores, la utilizacion directa de N por las algas y la 'extraccién NH;'. Este Gltimo
proceso supone la eliminacion de N en forma de amoniaco con el aire empleado para la
aireacion del medio (Tam, 1989).

La remocion del fosforo total (Figura 4B) presentd un porcentaje alto en el cultivo
con agua de origen acuicola. En la investigacién de Andrade (2009), el porcentaje de
remocioén de fosforo en el cultivo de agua residual de pescaderia fue de 77.54% menor al
registrado en la presente investigacion. Andrade y sus colaboradores aseguran que la
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remocion del nutriente no se relaciona con la densidad celular, y explica que probablemente
no se dio una remocién mas alta debido a que durante el tiempo de cultivo (22 dias) se dio la
fase de muerte celular donde las células muertas liberaron fésforo total nuevamente al agua.
El carbono también es un elemento fundamental del sistema vivo, y constituye el 50%
de la biomasa microalgal que posteriormente es convertida en lipidos y triglicéridos
(Grobbelaar, 2004). Las algas verdes pueden realizar un crecimiento heterétrofo ademas del
autotrofo comdn de usar CO, como Unica fuente de carbono donde las sustancias organicas
actlan como nutriente orgéanico esencial para el crecimiento (Pham, 2019). La fuente de
carbono para las microalgas cominmente es el CO,. Las microalgas utilizan el CO,disuelto
en el medio acuoso por lo que la tasa de absorcién de CO, y la biofijacion son vitales para la
fotosintesis. Sin embargo, es importante que la cantidad de CO, se encuentre dentro de los
limites (Nayak, 2011). Como se puede observar en la Figura 4C, en el cultivo de Scenedesmus
sp. en agua de origen acuicola, se determind una remocion final casi entera de carbono
organico total en el dia 13. Este resultado estuvo parejo al de Ye (2020) y colaboradores,
donde el carbono fue removido en un 96.07% en el tratamiento de agua residual.
Adicionalmente, en la Tabla 4 se muestra la remocion de otros nutrientes y metales,
esto tomando en cuenta la concentracion inicial (previo a la inoculacion con Scenedesmus
sp.), y al final del cultivo de la microalga en agua de origen acuicola. El calcio, sodio y
potasio que estan presentes en el agua, son esenciales como un componente importante de la
materia viva y actian como cofactores en las reacciones enzimaticas de microalgas (Khatoon
et al., 2016). Sin embargo, deben tener limites; por ejemplo, la concentracién no debe pasar
de 0.1uMolar de calcio, y respecto al potasio 1 puMolar para crecimiento 6ptimo (Olivares,

2010). En relaciéon con el calcio, hubo una remocién del 18.75% pasando de una
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concentracion inicial de 13.44 + 0.06 a una final de 10.92 + 0.05 mg/L.

Los niveles elevados de metales pesados como el cobre y hierro, pueden ayudar a la
formacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) como superoxido, peréxido de hidrogeno,
etc. Estos metales catalizan la formacion de radicales hidroxilos, y los metales sin capacidad
redox como el plomo mejoran la carga de ROS (Tripathi, 2014). Estos ROS de microalgas
suelen estar involucradas en la sefializacion celular, asi como en la oxidacion o reduccion de
metales necesarios o toxicos (Discroll, 2013). Sin embargo, los ROS producidos por
microalgas, pueden afectarlas negativamente dafiando el DNA y producir una necrosis
celular (Ugya, 2019). En la Tabla 4 se muestra que la concentracion de cobre no aumenta
significativamente indicando una nula remocion. El estudio de Luu et al., (2019) demostro
que la habilidad de remocion y acumulacién de cobre esta ligado a la concentracidn inicial
del metal, e indicaron el potencial de Scenedesmus sp. en el tratamiento de aguas residuales
(Pham, 2019). El estudio de Hassal (1962) report6 que las células muertas suelen retener méas
metales que las células vivas conjuntamente Yan (2002) indica una capacidad de desorcion
de metales por parte de las células vivas. De acuerdo al estudio de Sengar (2011) el cobre
puede ser removido totalmente en el dia 20 de cultivo lo que puede indicar que aumentando
el tiempo de cultivo en este proyecto se pudo haber dado tal remocion.

El cromo presentd valores minimos previo al indculo con Scenedesmus sp. y posterior
a los 13 dias de cultivo, demostrando que este metal no tuvo altas concentracion en el medio
de cultivo. Ademas, que presenta buenos resultados en términos de remocién de Cr como lo
confirma el estudio de Ajayan et al., (2015) donde existié una remocion de cromo de cerca
del 100% en cultivo de Scenedesmus sp. en aguas residuales de teneria posterior a sus 12 dias
de cultivo.

Respecto al hierro, este metal present6 una disminucion de concentracion, mostrando
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una remocion final de 57.52%. La remocién del hierro mediante Scenedesmus sp. se confirma
en varias investigaciones como la de Apandi et al., (2022) en donde las concentraciones de
Fe, Cd y Cr fueron acumuladas por la especie de manera efectiva a partir del cultivo de la
especie en aguas residuales de mercado humedo, y tuvo una remocién total después de los
18 dias de cultivo.

Los valores de plomo fueron tan bajos que no se pudieron detectar en el rango. Sin
embargo, existen ciertos estudios que indican que Scenedesmus sp. tiene la habilidad de
remover 89% del plomo presente en medio acuoso (Pham et al., 2020). Es importante
mencionar que la tasa de remocion depende de la concentracion inicial del metal, duracion a
la exposicion y especies de microalga. Las algas pueden absorber metales pasivamente como
el plomo y estroncio, por polisacéaridos cargados en la pared celular y la matriz intracelular
(Fathi, 2002).

El molibdeno present6 un aumento de concentracion. A pesar de que no hubo una
remocion los datos se mantuvieron bajos. Sin embargo, se sabe que especies del género
Scenedesmus se utilizan para remover molibdeno de sistemas acuosos (De Arellano, 2007).

Respecto al nitrégeno amoniacal tuvo un ligero aumento de concentracién. Como
menciona Guerrero (2014), las mayores fuentes de nitrégeno son nitratos y nitrégeno
amoniacal. El nitrdgeno amoniacal es usado como fuente de nitrogeno, asi como en el cultivo
de efluente de tilapia donde la concentracion de este nutriente en la materia organica del agua
completa los requerimientos de la célula para su crecimiento (Guerrero, 2014).

En el caso del Niquel su concentracién no varia en el dia inicial ni en el final. Sus
rangos se encuentran por debajo del limite expuesto en estudios anteriores donde establecen
gue Scenedesmus sp. puede tolerar concentraciones de metales que oscilan entre 0.5y 2 mg/L
en el caso de cobre, niquel, cadmio y zinc (Shehata et al., 1980, Tripathi et al., 2019)
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El potasio y sodio son requeridos para las microalgas actuando como activadores de
enzimas y el potasio también participa en la osmorregulacion (Abalde et al., 1995). En la
Tabla 4 se observa concentraciones finales de 61.95 + 3.84 mg/L para potasio y 37.40 + 3.03
mg/L para sodio. En el estudio realizado por Vega (2022) menciona que, las concentraciones
de sodio y potasio aumentan cuando existe una deficiencia en la fuente de carbono, por lo
tanto, la microalga debe adoptar al bicarbonato que se encuentra en el medio.

Por medio del Anexo 1 del libro del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del
Ministerio del Ambiente (MAE): Norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes al
recurso de agua. Se compararon los valores de limites de descarga a un cuerpo de agua dulce
y los valores obtenidos en la Tabla 4. Las concentraciones de los nutrientes y metales
descritos en el agua residual de origen acuicola posterior a los 13 dias de cultivo con
Scenedesmus sp. obtuvo resultados inferiores a los descritos por el ministerio. Asegurando
limites permisibles en su concentracion de metales y nutrientes que no afecten los cuerpos
de agua dulce.

Al mismo tiempo que las microalgas absorben los nutrientes del agua ayudando en la
biorremediacion, forman lipidos que pueden ser extraidos con la ayuda de solventes como
son metilciclohexano, acetato de etilo, etanol, cloroformo:metanol (1:2), hexano y metanol.
El resultado de la productividad total de lipidos fue menor al obtenido por Nayak (2011) de
0.025 g/L*d. Esto se puede deber a que el solvente utilizado cloroformo:metanol, tenia una
relacién (2:1) modificando también el método de Blight y Dyer (1959) al extraer los lipidos
con esta mezcla y posteriormente separar en capas de cloroformo y metanol con la adicion
de metanol y agua terminando con una relacion final de 2:2:1 de cloroformo:metanol:agua.
Los datos obtenidos mostraron a cloroformo:metanol (1:2) como mejor solvente para la
extraccion de lipidos mediante biomasa seca.
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Los mejores solventes, por lo tanto, son las mezclas que contienen solventes polares
y no polares, ya que los lipidos son extraidos por complejos de proteina-lipido en el solvente
polar, y posterior los lipidos se disuelven en el solvente no polar (Abomohra, 2016). Esto se
comprueba en el estudio de Ryckebosh (2012), en el cual compara ciertos solventes y
comprueba que la mezcla cloroformo:metanol (1:1) tiene un porcentaje de extraccion de 24%
aproximadamente de lipidos en la especie C. vulgaris (Ryckebosh, 2012). En el estudio de
Lee (2010) y colaboradores, la extraccion lipidica de Scenedesmus sp. fue realizada con la
mezcla cloroformo:metanol (1:1) modificando la version de Bligh y Dyer donde se
evaporaron los solventes, dio como resultado una productividad total de lipidos de 0.0095
g/L*d semejante a la obtenida en el cultivo de Scenedesmus sp. en agua acuicola.

Seguido del cloroformo:metanol (1:2), el siguiente mejor solvente fue el metanol. El
metanol es un solvente con alta polaridad y junto con el etanol son utilizados en la produccion
de biodiesel (Yusoff, 2014), es el alcohol mas utilizado en la produccion de biodiesel debido
a sus propiedades fisicoquimicos, bajo costo, condiciones de reaccion suaves y facil
separacion de fases (Ryckebosh, 2012). Podemos comparar el estudio realizado por
Guasumba (2022) donde su segundo mejor solvente extractor de lipidos fue metanol en el
cultivo realizado de Scenedesmus sp. en agua residual de cerveza alcanzando un valor de
16.44 %.

Por lo mencionado anteriormente se justifica que el etanol sea el tercer mejor solvente
mostrando una extraccion de 20.82%. En el estudio de Igbal (2013), utilizan al cloroformo y
etanol como co-solventes en un sistema de extraccidon asistida por microondas donde produjo
un porcentaje de lipidos en peso seco del 53%. El calentamiento por microondas (MW) es
una fuente de calor sin contacto, la cual calienta todo el volumen de la muestra
simultaneamente, esta se ha utilizado para la extraccion eficiente de lipidos de microalgas
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utilizando solventes convencionales (Igbal et al., 2013). En el estudio de Igbal, se obtienen
mejores resultados por la dinamica de los solventes utilizados, y por el método de extraccion
que aumenta la eficiencia (Virot et al., 2007).

El contenido de lipidos de las microalgas, sobre la base del peso celular seco,
generalmente varia entre el 20% y el 40% (Rawat et al., 2013). Los tres solventes
(cloroformo:metanol (1:2), metanol y etanol) fueron los que obtuvieron porcentajes mayores
al 20% comprobando la hipotesis. Esto se debe a que los alcoholes polares interrumpen los
enlaces de hidrégeno y a su vez, las fuerzas electrostaticas que existen entre los lipidos
polares asociados a la membrana y proteina volviéndola porosa. ComUnmente se acompafian
de un solvente no polar como el cloroformo el cual ingresa a la célula e interactda con los
lipidos hidréfobos (Du et al., 2015). Respecto a los porcentajes obtenidos mediante la
biomasa humeda, no cumplieron con el minimo requerido de 20%. El etanol fue el solvente
cuyo rendimiento de lipidos obtuvo el mejor porcentaje, seguido del metanol y hexano. La
baja obtencion de lipidos en la biomasa himeda se debe a la barrera de agua que protege a
los lipidos intracelulares la cual impide la ruptura de la pared celular de la microalga
(Ghasemi et al., 2016).

Los lipidos provienen principalmente de la membrana plasmética, endomembranas,
cloroplastos y cuerpos lipidicos donde se encuentran triglicéridos y acidos grasos libres. Los
lipidos se dividen en neutros y polares, y los acidos grasos libres se encuentran en la
clasificacion de lipidos neutros (Cairds, 2021). En la extraccién de acidos grasos libres, el
solvente hexano fue el que presentd el valor méas alto. Los solventes con baja polaridad como
el hexano suelen ser utilizados como disolventes organicos de extraccion.

La sintesis de acidos grasos ocurre en el cloroplasto. En donde, el primer paso es la
conversion de malonil-CoA mediante la carboxilacion de acetil-CoA, reaccién que es
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catalizada por aceril-CoA carboxilasa el cual viene a ser un paso limitante en el proceso.
Posterior a este paso, hay una adicion descarboxilativa de malonil-CoA catalizados por el
sistema &cido graso sintetasa, con el objetivo de obtener moléculas de 16C y 18C saturadas
(Salazar, 2012).

En el presente estudio realizado en agua de origen acuicola, el cloroformo:metanol
(1:2) obtuvo un porcentaje de 35.67% de AGL, mientras que en el estudio de Bermldez
(2018) obtiene un total de AGL igual a 59.89% ocupando el mismo solvente en las mismas
concentraciones. Los porcentajes difieren al cultivar a Scenedesmus sp. en medio BG11 el
cual es 6ptimo para el crecimiento microalgal. Acetato de etilo fue el tercer mejor solvente,
y presento un total de AGL menor al obtenido por Nayak (2011) donde el porcentaje fue de
44.3% debido a que se hizo un cultivo de Scenedesmus sp. en medio BBM modificado que
cuenta con nutrientes 6ptimos. Ninguno de los solventes logr6 un rendimiento mayor al 80%
por lo que se niega la hipotesis. Dong (2013), establece que los acidos grasos libres presentes
en el aceite extraido de la biomasa de algas pueden alcanzar hasta el 84%. Sin embargo,
puede implicar que, durante el crecimiento celular haya tenido un efecto citotdxico en las
células. A su vez, indican que la transesterificacion catalizada por acido es menor a la de un
catalizador basico (Dong et al., 2013). En este estudio solo se utilizaron catalizadores acidos
por lo que no se logré obtener el resultado deseado.

Respecto a los ésteres metilicos de &cidos grasos se utilizaron dos tipos de
catalizadores; acido sulfarico y resina comercial. En FAME indirecto de biomasas seca con
acido sulfarico como catalizador, el mejor solvente fue cloroformo metanol (1:2) con un
porcentaje de FAME igual a 67% seguido de metilciclohexano y etanol. En la investigacion
de Mathimani (2021); donde se utiliza &cido sulfdrico como catalizador y el solvente

utilizado fue cloroformo:metanol (2:1), presentd un porcentaje ligeramente mayor de FAME
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de 69.5%.

La investigacion de Medrano et al., (2022) y colaboradores, mostr6 un porcentaje de
produccion de FAME en cultivo de Scenedesmus sp. en aguas residuales de matadero de
cerdos de 47%, con el solvente metilciclohexano. Este valor es menor al obtenido en la
presente investigacion lo cual puede deberse a los nutrientes presentes en el medio de cultivo.

En la Figura 7 se logra apreciar que los datos obtenidos de produccién de FAME es
mayor en biomasa seca utilizando &cido sulfurico como catalizador. Segin Matgimani
(2021), el catalizador acido es competente en la conversion de lipidos a FAME, y algunos
investigadores corroboran que hay un mejor rendimiento de conversion de lipidos del
catalizador acido sobre otros. La biomasa himeda present6 valores menores de FAME, esto
debido a lo previamente mencionado respecto a las complejidades que presenta la biomasa y
el porcentaje de agua presente en ella. El valor més alto se dio con el solvente
cloroformo:metanol (1:2) semejante al estudio de Medrano et al., (2022) donde el valor
obtenido es de 51.50%.

En los FAME obtenidos de AGL, se observan el porcentaje mas altos, es de de74.90%
para cloroformo:metanol (1:2) rechazando la hip6tesis de obtencion de ésteres metilicos de
acidos grasos superior al 90%. El trabajo de Dong et al., (2013) establece que la produccion
de FAME es mejor si se realiza in situ utilizando como catalizador a Ambely st-15 que
mediante el proceso in situ catalizado por acido o base. Ademas, que se podria reciclar el
catalizador minimizando gastos (Dong, 2013).

En la Figura 8 se observé la cromatografia de capa fina donde segun la Tabla 5, el
factor de retencion del control fue de 0.77, para AGL fue de 0.53 y para FAME de 0.63.
Segun Ferrari (2005), los factores de retencion adecuados serian 0.4 para &cidos grasos, y
0.71 para ésteres de acidos grasos. Cabe recalcar que las muestras de biodiesel del estudio de
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Ferrari (2005), fueron obtenidos a partir de aceite de soja neutro utilizado en frituras. En la
presente investigacion se obtuvieron resultados cercanos, sugiriendo que en las respectivas
muestras se obtuvieron las moléculas deseadas. Adicionalmente, la existencia de ésteres de
acidos grasos de C16-C18 es caracteristica en biocombustibles como el biodiesel y debe ser
comprobada mediante el perfil de acidos grasos.

Los estudios del cultivo de la especie Scenedesmus sp en agua residual de origen
acuicola, asi como el uso de los seis solventes extractores son pocos, por lo que, el uso de
bibliografia previa a los ultimos afios fue necesaria.

5 CONCLUSIONES

- Se obtuvo un crecimiento adecuado mediante el uso de agua residual de origen
acuicola como medio acuoso para el cultivo de Scenedesmus sp. La productividad
volumétrica tuvo un rendimiento de 0.041 g/L*d siendo un valor alto en
comparacion con las bibliografias consultadas, la productividad especifica tuvo
valores de 0.077 d~! semejantes a los obtenidos en otros estudios.

- De igual manera, la especie Scenedesmus sp. demostrd sus capacidades de
remocién de nutrientes logrando concentraciones finales de nutrientes y metales
dentro de los parametros de descarga como efluente en cuerpos de agua dulce
segun la normativa ambiental ecuatoriana vigente.

- El porcentaje de extraccion de lipidos super6 al 20% esperado con la ayuda de los
solventes cloroformo:metanol (1:2), metanol y etanol en biomasa seca. Sin
embargo, la produccién de AGL y FAME no llegaron a los valores esperados
siendo estos de 80 y 90%, respectivamente. A pesar de no haber obtenido los
porcentajes deseados, el medio acuoso demostrd ser Optimo para el crecimiento
de esta especie, y con modificaciones en las condiciones de cultivo y en la
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extraccion de AGL y FAME se podrian llegar a los valores deseados.

6 RECOMENDACIONES

- En esta investigacion no se realizo reposicion de nutrientes durante el tiempo de
cultivo. Algunos autores sugieren que la reposicion de nutrientes puede incrementar
la produccion de lipidos. Respecto a la extraccion de lipidos es recomendable probar
nuevas mezclas de solventes con partes polares y apolares como puede ser hexano-
metanol, cloroformo-etanol, entre otros (Quevedo, 2018).

- Lainclusion de nueva metodologia para lipidos como la mencionada de microondas
puede mostrar diferencias significativas a la hora de la extraccion de estos. Asi
mismo, la bibliografia utilizada permitié conocer nuevas metodologias para FAME
donde habla de una transesterificacion in situ que sugiere ser mejor con la ayuda de
catalizador Ambely st-15 (Dong et al., 2013).
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9 ANEXOS

Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce

Limite
Parametros maximo Expresado
Fisicoquimicos permisible como
Calcio (mg/L) 30 Ca
Cobre (mg/L) 1 Cu
Cromo (mg/L) 0.5 Cr
Hierro Total (mg/L) 10 Fe
Molibdeno (mg/L) 0.07 Mo
Nitrégeno amoniacal
(mg/L) 30 N
Niquel (mg/L) 2 Ni
Plomo (mg/L) 0.2 Pb
Demanda Quimica de
oxigeno (mg/L) 250 DQU
Sodio (mg/L) 200 Na
Nitrégeno Total (mg/L) 15 N
Faésforo Total (mg/L) 10 P

Obtenido de: Revision del Anexo 1 del libro del Texto Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio
del Ambiente (TULSMA): Norma de calidad ambiental y de descarga de efluentes al recurso de agua.
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ANEXO 2

Crecimiento celular de Scenedesmus sp. cultivada en agua residual de origen acuicola y

medio BBM

Crecimiento Celular

Conteo Celular (cel/mL)

Densidad Optica (680

Peso Seco (g/L)

nm)
Dias . Agua de Agua de
Agua de, Origen Medio BBM Origen  Medio BBM Origen Medio BBM
Acuicola > >
Acuicola Acuicola
232E+04 £ 1.89E+04 + 0.165 0178 + 0.003 +
0 3.20E+03 2.12E+02 +0004  208g03 0008%0.004 . 0op o5
. 5.97E+04 + 7.054E+05 = 0.301 + 0.224 + 0.0037 + 0.003 +
2.21+0.2 7.38E+02 0.001 3.06E-03 0.004 3.18E-03
7.356E+05 + 0379 + 0319+ 0000325+ 0003+
2 S55EH04x 171404 501 0017  8.02E-03 0.000 1.06E-03
; 1.23E+05 + 8.254E+05 + 0.761 + 0.354 + 0.0033 + 0.004 +
2 21E+0.3 4.10E+01 0.007 1.21E-03 0.001 1.20E-03
A 2.16E+05 £ 9.303E+05 + 0.863 + 0.410 + 000335+ 0.006 3.82E-
3.87E+04 3.54E+00 0.039 1.77E-02 0.001 03
1.713E+05 + 0.879 + 0.611 + 0.00315 + 0.007 +
5 2.77E+05+2.65+04 1.58E+02 0.060 3.21E-03 0.001 3.54E-04
5 6.60E+05 £ 1.833E+06 £ 1310+ 0771+ 000335+ 0.007 1.57E-
2.32E+04 9.19E+00 0.035 5.77E-04 0.000 16
: 6.95E+05 + 1.906E+06 + 1563+ 1.054+577- 0.00375+ 0.011 +
3.65E+04 8.49E+00 0.017 05 0.003 4.24E-04
o 7 20E+05 £ 1.965E+06 £ 1639 + 1324+ 0.0038 + 0.011 +
7.73E+04 431401 0.038 1.53E-03 0.002 1.41E-04
2.013E+06 + 1.691 + 1514+ 0.00465 + 0.011 +
9 8.76E+05+6.96E+04 1.05E+02 0.100 1.00E-03 0.001 1.20E-03
2326E+06+  1.869+ 1554+ 1E-  0.00435 + 0.013 +
10 1.89E+06+1.77E+05 2 21E+02 0.037 03 0.001 1.41E-03
2.883E+06 * 1729+ 1472+ 0.00455 + 0.013 +
11 2.23E+06+1.77+05 1.66E+04 0.002 5.20E-04 0.000 1.41E-03
3.072E+06 + 1379+ 1513+ 0.0059 + 0.011 +
12 2.30E+06+1.44E+05 'y g/ 59 0074  1.05E-03 0.003 7.07E-05
2.916E + 1.246 + 1439 + 0.00705 + 0.010 +
13 2.30E+06+2.65E+05 3.68E+01 0.032 5.77E-04 0.000 2 12E-04
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ANEXO 3

Concentracion de Nitrégeno Total, Fésforo Total y Carbono Organico Total

Nitrégeno Total (g/L)

Fosforo Total (g/L)

Carbono Organico Total

(g/L)
Dias Agua de Agua de Agua de
Origen Medio BBM Origen Medio BBM Origen Medio BBM
Acuicola Acuicola Acuicola
0 168+1.41 455+2.12 755%0.71 116.05+2.90 726.5+12.02 59+1.41
1 162 +4.24 38+0 63.35+3.18 113.95+4.45 670+28.28 46.5+7.78
2 32+0 31.5+0.71 585+2.12 1114+240 612.5+10.61 40+2.83
3 39+16.97 280 55.1+0.57 110.55+3.61 533+21.21 30+8.49
4 255+0.71 26.510.71 34.04+0.21 83.7+14.28 443+7.07 415+7.78
5 13+4.24 27.5+0.71 29.15+0.07 81.15+35.57 308+2.12 39.5+2.12
6 12.5+0.71 1.5+0.71 25.55+2.05 94.36 +35.57 253+0 34.5+19.09
7 6.5+2.12 17.5+0.71 14.7 +0 92.8+35.71 158.5+24.75 21+1.41
8 410 15.5+2.12 745+0.21 928+566 121+1556 18.5%0.71
9 4.6+0.57 12.510 6.5+ 0.57 77 £ 6.65 111.5+0.71 17141
10 45+0.71 12+0 5.65+0.21 86.55+17.61 92.5+3.54 16+1.41
11 4 +0.07 11.5+0.71 41+0.14 105.85%3.04 72+1.41 16 +2.83
12 4,75 +0.07 11+0 225+1.20 96.45+3.61 52.5+0.71 15+1.41
13 41424 9.5 10.071 1.6+0.42 79.9+7.78 370 16+1.41
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