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RESUMEN

La industria avicola genera residuos que representan restos de aves de corral como
materia organica, materia inorgénica, sélidos suspendidos, patdogenos, componentes que
generan contaminantes que afectan al ambiente: sin embargo, los efluentes de esta
industria tienen la capacidad para ser sustrato en cultivo de microalgas, microrganimos
que son capaces de remediar aguas residuales y como valor agregado producen biomasa
con contenido lipidico alto para la produccion de biocombustibles, al realizar el
bioproceso de fotosintesis me manera mas eficiente que las plantas terrestres. En la
presente investigacion se realizé un cultivo en consorcio de microalgas conformado por
Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. en agua residual de origen avicola acondicionado
con luz LED blanco como control y luz LED azul para realizar una comparacion en
parametros fisicoquimicos, crecimiento celular rendimiento lipidico. En el crecimiento
celular se obtuvo 0,232 g/ y 0,188 g/L respectivamente de biomasa total con una
productividad especifica de 0,111 d~! para los dos cultivos. En los parametros
fisicoquimicos del cultivo con luz artificial blanca se obtuvo un porcentaje de remocion
de 37,5 % m/m de nitrégeno total (NT), 44,66 % m/m de fosforo total (PT), 69,67 % m/m
de carbono orgénico total (COT) y en el cultivo con luz LED azul se logré una remocion
de 79 % m/m de (NT), 61,67 % m/m de (PT) y 92,06 % m/m de (COT). Se utilizaron seis
diferentes solventes para extraer lipidos: cloroformo:metanol (1:2), cloroformo:metanol
(2:1), metilciclohexano, etanol, acetato de etilo y metanol. De los seis solventes
empleados en la extraccion de lipidos los solventes que presentaron un mejor rendimiento
para el cultivo con luz LED blanca es el cloroformo:metanol (2:1) con un 54,90 % m/m
y para el cultivo con luz LED azul el metanol presentd un porcentaje de 18,90 % m/m, en

la produccién de acidos grasos libres (AGL) el cultivo de luz artificial blanca el metanol
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present6 un 52,84 % m/m, el cultivo de luz artificial azul el etanol logré un 42,58 % m/m
y de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME) directo los porcentajes mas altos son
46,35 % m/m y 78,64 % m/m para el cultivo de luz LED blanca y luz LED azul
respectivamente, el procedimiento de FAME indirecto se logré un 59,22 % m/m con luz
artificial blanca y 42,13 % m/m con luz artificial azul, en el procedimiento de FAME a
partir de AGL se obtuvo un 52,79 % m/m con luz LED blanca y 41,70 % m/m con luz
LED azul, cabe recalcar que los mejores porcentajes se logrd con el uso de solventes
extractores organicos en contacto con un catalizador homogéneo (H2SO4). En base a los
resultados de esta investigacion, el consorcio microalgal presenta un porcentaje

considerable de remocién de nutrientes, por lo que se puede considerar apto para realizar

biorremediacion en aguas residuales.

Palabras clave: Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp., consorcio microalgal, agua residual

avicola, lipidos, AGL, FAME.
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ABSTRACT

The poultry industry generates waste that represents poultry remains, such as organic
matter, inorganic matter, suspended solids, pathogens, and components that generate
pollutants that affect the environment: however, the effluents of this industry can be a
substrate for microalgae cultivation, microorganisms that are capable of remediating
wastewater and as an added value produce biomass with high lipid content for the
production of biofuels, by performing the photosynthesis bioprocess more efficiently than
terrestrial plants. In the present investigation, a microalgae consortium culture of
Chlorella vulgaris and Scenedesmus sp. in poultry wastewater conditioned with white
LED light as control and blue LED light was carried out to compare physicochemical
parameters, cell growth, and lipid yield. In cell growth, 0,232 g/L and 0,188 g/L of total
biomass, respectively, were obtained with a specific productivity of 0,111 for the two
cultures. In the physicochemical parameters of the culture with white artificial light, a
removal percentage of 37,5 % m/m of total nitrogen (TN), 44,66 % m/m of total
phosphorus (TP), 69,67 % m/m of total organic carbon (TOC) was obtained. In the culture
with blue LED light, the removal of 79 % m/m of TN, 61,67 % m/m of TP, and 92,06 %
m/m of TOC was achieved. Six different solvents were used to extract lipids: chloroform:
methanol (1:2), chloroform: methanol (2:1), methylcyclohexane, ethanol, ethyl acetate,
and methanol. Of the six solvents used in lipid extraction, the solvent that presented the
best performance for the white LED light culture is chloroform: methanol (2: 1) with
54,90 % m/m and for blue LED light culture methanol presented a percentage of 18,90 %
m/m, in the production of free fatty acids (FFA) white artificial light culture methanol
presented 52,84 % m/m, blue artificial light culture ethanol achieved 42,58 % m/m and

of fatty acid methyl esters (FAME) direct the highest percentages are 46,35 % m/m and
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78,64 % m/m for the cultivation of white LED light and blue LED light respectively, the
indirect FAME procedure achieved 59,22 % m/m with white artificial light and 42,13 %
m/m with blue artificial light, in the FAME procedure from FFA 52,79 % m/m was
obtained with white LED light and 41,70 % m/m with blue LED light, it should be
emphasized that the best percentages were achieved with the use of organic extracting
solvents in contact with a homogeneous catalyst (H2SO4). Based on the results of this

research, the microalgal consortium presents a considerable percentage of nutrient

removal, so it can be considered suitable for bioremediation in wastewater.

Key words: Chlorella vulgaris, Scenedesmus sp., microalgal consortium, poultry

wastewater, lipids, AGL, FAME.
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1.INTRODUCCION

Actualmente, el consumo de combustibles fosiles reduce las reservas de petrdleo
y aumenta las emisiones de CO>. Citando a Li & Haneklaus, (2021), la mayor parte de la
produccion energética global proviene de recursos como el petrdleo. Ante la presente
realidad, las personas y entidades industriales buscan constantemente métodos
innovadores para obtener energia de manera responsable y no causar afecciones al

ambiente.

Los biocombustibles se han transformado en la principal fuente de energia
derivada de diversas biomasas renovables, ya que tienen la capacidad de reducir las
emisiones de gases de efecto invernadero hasta un 50 %, reemplazando asi algunos
combustibles fosiles para transporte, industria, o produccion de energia (Millinger et al.,

2018).

Los biocombustibles se clasifican dependiendo del origen de obtencion de

biomasa y el método de produccion:

o Biocombustibles de primera generacion: esta clasificacion incluye
todos los biocombustibles que se derivan de fuentes como: almidon, azlcar, grasa
animal o aceite vegetal y se produce mediante bioprocesos de fermentacion,
esterificacion o digestion (Foteinis et al., 2020). Las limitaciones de este tipo de
biocombustible, segiin Alalwan et al., (2019), es que aumentan los costes de
produccion y requiere un uso ineficiente de los crecientes recursos y energia. En
términos generales, el retorno energético (retorno energético de la inversion o
TRE) de los biocombustibles de primera generacion es relativamente bajo: 1,797

para el bioetanol de cafia de azucar, 1,040 para el maiz y 0,739 para la madera
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(Chiriboga et al., 2020). Es decir, para producir tales biocombustibles, ademas de
competir con los cultivos alimenticios, la produccion de energia es menor a la
entrada de energia, por tal motivo la produccién a menor escala no tiene sentido
de produccion (Zhao et al., 2023).

. Biocombustibles de segunda generacion: este combustible se
produce a partir de biomasa lignocelulosica no comestible, como residuos
agricolas, madera o s6lidos urbanos (Alalwan et al., 2019).

Segun Mathimani & Pugazhendhi, (2019), los biocombustibles de
segunda generacion tienen el beneficio de produccion a partir de diferentes tipos
de materias primas y no estan destinados al consumo alimentario y, por tanto, no
presentan una competencia ante la industria alimenticia.

o Biocombustibles de tercera generacion: la materia prima para este
tipo de biocombustible incluye macroalgas, microalgas y cianobacterias. El
rendimiento de estos microorganismos es superior al de la biomasa
lignoceluldsica. Este biocombustible se caracteriza por su doble ventaja de
requerir un alto consumo de CO; (Abdullah et al., 2019), y no compite con la
industria alimentaria (Sdnchez-Bayo et al., 2020).

o Biocombustibles de cuarta generacion: la materia prima de estos
combustibles parte de microorganismos genéticamente modificados que han sido
disefiados metabdlicamente para sintetizar sustancias de valor agregado con un

alto contenido de lipidos o carbohidratos. Este grupo incluye microalgas, bacterias

y cianobacterias (Abdullah et al., 2019).

Segun Shokravi et al., (2022), las microalgas presentan un tiempo de duplicacion
elevado, ya que su ciclo de cosecha es mas corto que el de la biomasa para

biocombustibles de primera y segunda generacion. Ademas, los estudios han demostrado
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que las microalgas generan mas aceite por unidad de superficie terrestre (57.000 y 19.000

litros/acre, segiin la especie) que el aceite de palma (2,403,47 litros/acre) u otros

materiales como el aceite de palma. (68,23 litros/acre) (Mariadhas et al., 2023).

Para el crecimiento 6ptimo de microalgas se deben considerar ciertas condiciones
como: macronutrientes (P, N y C), micronutrientes, rango estable de pH 6-8, temperatura
entre 20 y 30° C, también control de agitacion, oxigeno y didxido de carbono. Suministro
e intensidad luminica (Daliry S et al., 2017). Sin embargo, existen estudios que
demuestran que algunas especies se han adaptado con éxito a condiciones de pH aleatorio,
temperatura y salinidad (Khan et al., 2018). Para obtener un mejor rendimiento de lipidos
a partir de microalgas, se someten a condiciones de estrés luminico, limitaciéon de

nitrégeno o aumento del contenido de hierro en el sustrato (Daliry S et al., 2017).

La importancia de la produccion de microalgas radica en la capacidad para
producir lipidos, a altas tasas de crecimiento, en la produccion de proteinas antioxidantes
y diversos productos biologicos, por lo que son populares en las industrias de
biocombustibles, suplementos nutricionales, farmacéutica y cosmética (Khan et al.,

2018).

Las microalgas ideales para la produccion de biodiesel deben cumplir ciertas
condiciones, tales como: alta tasa de crecimiento, capacidad de adaptarse a cambios en
las condiciones ambientales o atmosféricas y buena capacidad para formar bandadas para
su cosecha por sedimentacion (Carneiro et al., 2018). Son microalgas oleaginosas porque
almacenan energia en forma de lipidos o triglicéridos y entre las microalgas mas
estudiadas para la produccion de biocombustibles se encuentra a Ankistrodesmus sp.,
Kirechneriella sp., Palmella sp., Eudorina elegans, Volvox sp., Chlorella, Scenedesmus,

entre otras (Ali et al., 2022).
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Las microalgas ideales para la produccion de biodiesel deben cumplir ciertas
condiciones, tales como: alta tasa de crecimiento, capacidad de adaptarse a cambios en
las condiciones ambientales o atmosféricas y buena capacidad para formar agregados o
bandadas para su cosecha por sedimentacion (Carneiro et al., 2018). Son microalgas
oleaginosas porque almacenan energia en forma de lipidos o triglicéridos y se encuentran
entre las microalgas mas estudiadas para la produccion de biocombustibles, como
Ankistrodesmus sp., Kirechneriella sp., Palmella sp., Eudorina elegans, Volvox sp.,

Chlorella, Scenedesmus, entre otras (Ali et al., 2022).

Los factores importantes para un crecimiento eficiente de las microalgas se basan
en la concentracion adecuada de nutrientes, temperatura, luz, pH, técnica de cultivo; son
variables que pueden afectar o promover el cultivo de biomasa y la acumulacion de
compuestos que brindan un valor agregado a las microalgas (Gebremedhin et al., 2018).
Se debe tomar en cuenta que la variable mas importante es la luz ya que las microalgas
son fotoautotrofas y requieren la presencia de la misma para convertir la energia luminica
en energia quimica (Parveen et al., 2023). Segun Zhang et al., (2021), la incorporacién de
luz LED (diodo emisor de luz) promueve una eficiencia fotosintética de las microalgas
ya que la intensidad de las luces frias distribuidas de manera equitativa en el
fotobiorreactor mejora la eliminacién de la demanda quimica del oxigeno presente en el
agua (DQO), nitrégeno total (TN), fosforo total (TP) y el didxido de carbono (CO3)

(Sobolewska et al., 2023).

Los cultivos en aguas residuales como medio de crecimiento microalgal
garantizan una produccion y obtencion de biomasa de tercera generacion gracias a su

adaptabilidad ambiental (Marchao et al., 2021). Las microalgas promueven la transicién
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de plataformas energéticas sostenibles en forma de energia renovable, garantizando una
produccion de biocombustible con un rendimiento aproximado de 0,1533 kg/L al utilizar
cepas con un alto rendimiento en lipidos y, al aplicar pardmetros optimizados en aguas

residuales, con una captacion alta de carbono para lograr una reduccion aproximada de

273,75 g/L de dioxido de carbono (COz) (Rame et al., 2023).

El vertido de aguas residuales contiene micro contaminantes, hidrocarburos,
metales toxicos, tensoactivos, biocidas, principales contaminantes de agua dulce, también
se caracterizan por la presencia de nutrientes como nitrégeno (N), fosforo (P), azufre (S),
potasio (K), zinc (Zn) entre otros (Priya et al., 2022). Las microalgas se caracterizan por
sus componentes celulares como membranas plasmaticas, nucléolos, mitocondrias,
vacuolas, cloroplasto, los cuales requieren nutrientes esenciales para dar lugar al
bioproceso de fotosintesis (Hasan et al., 2023). Las aguas residuales presentan una
composicion adecuada para cultivar microalgas ya que capturan nutrientes como
nitrégeno, fosforo y compuestos como diéxido de carbono logrando una produccion

exponencial de las mismas y biorremediacion en efluentes residuales (You et al., 2022).

La adicion de luces LED es considerada una fuente luminica adecuada para el
crecimiento Optimo de microalgas ya que el consumo energético es de bajo coste al
controlar la longitud de onda de intensidad (380 nm hasta 750 nm) (Yan et al., 2016). La
energia luminica al igual que las luces LED promueven la produccion de cambios
quimicos en las moléculas absorbentes; es decir, los pigmentos, los mismos que son
indispensables para que las microalgas realicen el bioproceso de fotosintesis (Faife E et
al., 2021). También aumentan la eficiencia eléctrica, disminuyen la disipacién de calor no
deseado, garantizan alta durabilidad y adaptabilidad al fotobiorreactor para una obtencion
de biomasa microalgal que puede ser utilizada como materia prima para la formacién de

bioproductos por el alto de contenido de lipidos (Hasson & Wishkerman, 2022).
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La adiciéon de luz LED azul, verde o roja en cultivos de cianobacterias como
microalgas es una técnica de optimizacion del sustrato ya que la longitud de onda de los
diodos emisores de luz presenta una compatibilidad con la necesidad fotosintética del
microorganismo cultivado, dando como resultado una alta productividad volumétrica de
biomasa, produccion y acumulacion de lipidos, rendimiento de compuestos bioactivos,
captacion de luz, captura de carbono, tasa de crecimiento celular y menor tiempo de

duplicacién (Song et al., 2024).

Las aguas residuales industriales son efluentes que requieren un tratamiento
fisico, quimico y bioldgico para reducir la carga orgénica, sélidos suspendidos, patogenos
y metales pesados, por tal motivo requieren una biorremediacion para ser descargados en
diferentes cuerpos de agua y asi evitar generar dafos al ambiente y garantizar una
sostenibilidad (Purba et al., 2024). La industria avicola es uno de los generadores de
efluentes contaminados, se caracterizan por su alta demanda quimica o bioquimica de
oxigeno, patdgenos, solidos suspendidos y materia organica e inorgénica (Viegas et al.,
2021). En la actualidad se estd implementando técnicas de biorremediacion con
microalgas puesto que garantizan una reduccion de energia, uso de productos quimicos y
emision de gases de efecto invernadero al hacer uso de componentes como fosforo,
carbono, nitrogeno para asegurar una tasa de duplicacion eficiente de microalgas

cultivadas (Viegas et al., 2021).

Los esteres metilicos entre C16-C18 son el componente principal del biodiesel, es
un combustible alternativo prometedor debido a sus propiedades similares a las de los
combustibles convencionales (Ibadurrohman et al., 2022). Estos ésteres metilicos de

acidos grasos (o FAME por sus siglas en inglés — Fatty acid Methyl Esthers), pueden
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obtenerse a partir de la reaccion de transesterificacion de 4cidos grasos con metanol y la

presencia de un catalizador (Vega A, 2022).

Se formuld como hipdtesis de este trabajo, que el agua de faecnamiento avicola
contiene los nutrientes necesarios para que la biomasa de la comunidad microalgal
obtenida del cultivo tenga un porcentaje de lipidos superior al 30 % y un contenido de
acidos grasos libres superior al 60 %, de modo que sus ésteres metilicos de acidos grasos
sean permeables para ésteres lipidicos. Por ello, en la presente investigacion se establecid
como objetivo determinar la composicion lipidica de microalgas formadas por Chlorella
vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en aguas residuales de faenamiento avicola con luz
artificial para analizar el potencial hacia la produccion de biocombustibles liquidos como
el biodiésel. Para ello, primero se caracterizaron las aguas residuales mediante analisis
fisicoquimicos para determinar su posible uso como medio de cultivo del consorcio de
microalgas. A continuacion, se analizé el crecimiento del consorcio en un fotobiorreactor
para la produccion de biomasa con fines de extraccion de lipidos en luz LED blanca y
azul. Se realizo la caracterizacion de la fraccion lipidica de la biomasa cultivada en
términos de lipidos totales, acidos grasos libres y ésteres metilicos de acidos grasos para
probar su potencial para la produccion de biodiésel de biomasa microalgal. Finalmente,
se realizd una caracterizacion cuantitativa mediante técnicas de cromatografia de capa
fina para examinar la conversion de acidos grasos en FAME. Los resultados de los
procedimientos experimentales se compararon en funcion de la luz LED empleada para

el cultivo.
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2.MATERIALES Y METODOS

2.1 Sitio de recoleccion

2.1.1.1.Recoleccion de agua residual

Puerto Limén es una parroquia rural de la provincia de Santo Domingo de los
Tséchilas, en el centro este a 104 km de la capital del Ecuador; entre las parroquias San
José de Alluriquin, Luz de América y San Jacinto del Bua. Puerto Limo6n presenta una
altitud aproximada de 244 m.s.n.s, con una temperatura de 28° C. Debido a la gran
cantidad de fincas aledanas donde se realiza faenamiento avicola, se seleccion6 este lugar

para la recoleccion del agua residual.

Imagen 1: agua residual avicola de la parroquia Puerto Limoén

2.2 Metodologia

Se propuso el siguiente método de trabajo, el cual const6 de tres fases: etapa de

campo, etapa de laboratorio y etapa estadistica, como se muestra en la imagen 2.
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FASE DE CAMPO

Obtencién del Recoleccién del medio
inéeulo de cultive

FASE DE LABORATORIO

Preparacion del Siembra Determinacion Caracterizacion y Obtencion de Extraccion de
medio de cultivo en del crecimiento analisis de pardmetros biomasa lipidos, AGL
e indeulo fotobiorreactor celular fisicoquimicos microalgal y FAME

FASE ESTADISTICA

Imagen 2: Flujo de trabajo para la metodologia de la presente investigacion
2.2.1 Fase de campo

e Recoleccion del medio de cultivo

Se recolectaron 100 L de agua de faenamiento, de los que se emplearon 45 L para
realizar el control con luz blanca y 45 litros realizar una comparacion con luz azul en un
tanque de faenamiento avicola en Santo Domingo. Se utilizé un trozo de madera para
agitar el agua brevemente para que los nutrientes acumulados en el fondo del tanque se
distribuyan por la superficie. Se procedi6 a verter el agua de cultivo en cuatro frascos de
plastico de 20 L cada uno, sellados con una envoltura de plastico y etiquetados

adecuadamente. Finalmente se guard6 los envases a 4 °C para su uso posterior.
e Obtencion del inéculo

Se obtuvo cepas de Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. adquiridas del Banco
Espanol de Algas, que se preservaron en la ciudad de Quito, Ecuador en el Laboratorio
de la Facultad de Ingenierias y Ciencias Aplicadas de la UISEK en medio Bold’s Basal
Medium (BBM) 1:10 (10 g de NaNO3, 3 g de MgS04 -7H20, 1 g de NaCl, 3 g de
K2HPO4, 7 g de KH2PO4, 1 g de CaCl2 -2H20. Como sustancias traza en solucion: 8.82

g de ZnSO4 -7H20, 1.44 g de MnCI2 -4H20, 0.71 g de MoO3, 1.57 g de CuSO4 -5H20,
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0.49 g de Co (NO3)2 -6H20 y 11.42 g de H3BO3, 50 g de EDTA, 31 g de KOH, 4.98 ¢
de FeSO4 -7H20 y 1 mL de H2SO4 concentrado). Se mantuvo con luz artificial LED de

color blanco y aireacion constante a 4.2 L/min, realizando cambios de medio cada 15

dias.

2.2.2 Fase de laboratorio

e (Caracterizacion del medio de cultivo

Diariamente se recolectaron 150 mL de agua de faenamiento avicola en una
botella previamente desinfectada bajo luz UV y se analizd el contenido de los
macronutrientes mas importantes (mg/L) para un crecimiento optimo de las microalgas
utilizando los siguientes métodos: nitrogeno total (TN), fosforo total (TP) y carbono
orgéanico total. (COT) Los protocolos HACH son similares al método 1072 (HACH

2014a), 10127 (HACH 2014c) y 10128 (HACH 2014b), respectivamente.

e Preparacion del medio de cultivo

Se observo la presencia de particulas solidas en el agua de faenamiento avicola
recolectada que interfieren con el crecimiento Optimo de las microalgas, por ello se
utilizaron filtros cilindricos multicapa para eliminar estas particulas. Luego, el agua
filtrada se esterilizo en recipientes Pyrex de 15 L, en autoclave a 121° C y 15 PSI durante

30 minutos, se enfrid y se almacend en recipientes de plastico de 20 L hasta su uso.
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Imagen 3: medio de cultivo

e Preparacion del indculo

Se prepararon dos fotobiorreactores uno para ser utilizado en el cultivo principal
como control en luz LED blanca y otro para comparar con luz LED azul, utilizando
botellas de plastico de 5 L en los que se inocul6 3,600 mL de agua de faenamiento y 400
mL de consorcio microalgal para tener una concentracion en relacion 1:10. Se mantuvo
los fotobiorreactores a temperatura ambiente y se utilizo luz natural. (Imagen 4) durante
7 dias con un fotoperiodo de 12 h y filtros de 0,22 um en la entrada y salida de aire para
reducir la contaminacién de estos. Los cultivos se mantuvieron hasta que se alcanz6 una

concentracion de 1-10° células/mL determinado por el recuento celular diario.
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Imagen 4: Fotobiorreactor con inoculo

e Siembra del inoculo en el fotobiorreactor

Imagen 5: Fotobiorreactor con cultivo de consorcio microalgal

Cuando el indculo alcanzé la concentracion deseada (1-10° células/mL), se
colocaron 5 L de in6culo en un fotobiorreactor plano de vidrio templado con dimensiones
de 68 cm de alto - 61 cm de ancho y 18 cm de profundidad (Imagen 5), y adicionando 40
L de agua de faenamiento avicola pre-tratadas y filtradas, respectivamente. El
fotobiorreactor se conectd a un compresor a través de una manguera de ventilacion que
proporciona un burbujeo continuo a una velocidad de 4,2 L/min, eliminando asi la
sedimentacion de las microalgas en el fotobiorreactor. También se colocaron termopares
para controlar la temperatura y mantenerla a 24 + 3° C. El cultivo se mantuvo en
condiciones de laboratorio en Quito durante 14 dias entre los meses de septiembre y

octubre del afio 2023.
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¢ Determinacion de crecimiento de microalgas

Para determinar el crecimiento microalgal, todos los dias, durante los 14 dias, se
recolectaron 50 mL del agua de cultivo en tubos falcon etiquetados y desinfectados
mediante esterilizacion. Posterior a su uso se mantuvieron en refrigeracion a 4° C. Se
realizo conteo celular en una camara de Neubauer en peso seco por triplicado para lograr

una mejor precision estadistica.

~—]

¥‘

Imagen 6: conteo celular en camara de Neubauer

Imagen 7: peso seco
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Para realizar el conteo celular, se tomaron 10 pL de la muestra homogenizada y
se utilizo la cdmara de Neubauer en un microscopio 6ptico marca Leica con el lente 40X.

Se determind la concentracion celular aplicando la Ecuacion 1.

celn ¥ células (%) -10000
Concentracién celul (_) _
oneentracton cenar mL # de cuadros - dilucién

Ecuacion 1: Concentracion celular

Se realizo el peso seco utilizando papel filtro para analisis cualitativo. Primero se
etiquetaron los filtros de papel, luego se procedio a pesar para obtener el valor inicial. Se
coloco 1 mL de la muestra previamente homogenizada en el papel, se colocé en un vidrio
reloj y se sometid a secado en estufa a 60° C durante 24 horas. Pasado el tiempo
establecido, se peso el filtro con la muestra y mediante la Ecuacion 2, utilizada por otros

investigadores (Guatemal Nely, 2023), se logrd obtener el peso final.

_ Filtro seco + muestra seca(g) — filtro inicial (g)

Peso seco (H) =

volamen de la muestra (mlL)

Ecuacidn 2: Peso seco

También se determind la productividad volumétrica de la biomasa (PV) con la
Ecuacion 3, la productividad especifica de la biomasa con la Ecuacion 4, el tiempo de
duplicacién de las microalgas con la Ecuacion 5, y la tasa de crecimiento especifico con
la Ecuacion 6 donde Nt representa el numero de células al final de la fase exponencial,
No es el numero de células al comienzo de la fase exponencial, Tt es el dia final de la

fase exponencial, y To es el dia de inicio de la misma fase.

peso de biomasa seca(g)

PV de biomasa (i)

Ld) ~ voltmen de cultivo(L) - tiempo de cultivo(d)
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Ecuacion 3: productividad volumétrica

PV de biomasa (L%)

Concentracién de biomasa (%)

@™

PE de biomasa =

Ecuacion 4: productividad especifica de biomasa

. o Ln(2) .
Tiempo de duplicaciéon (tp) = T (dias)

Ecuacion 5: tiempo de duplicacion de microalgas

Ln(Ny/Ny)

-1
T =T, (@)

Tasa de crecimiento especifica (u) =

Ecuacion 6: tasa de crecimiento especifico

e Parametros fisicoquimicos

Para determinar la eliminaciéon de micronutrientes, las muestras recolectadas
diariamente se centrifugaron a 4000 rpm durante 5 minutos. Los sobrenadantes se
utilizaron para analizar las concentraciones de nitrogeno total (TN), fosforo total (TP) y
carbono organico total (TOC) por triplicado utilizando el protocolo HACH. Utilizando la
Ecuacion 7 utilizada por Guatemal Nely, (2023), donde la concentracioén inicial de
nutrientes es representada como (Cp) y la concentracion final como (Cr) se multiplican
por 100 para obtener el porcentaje de eliminacion de nutrientes. También se analizaron
los sobrenadantes en términos de metales pesados en un laboratorio externo certificado
para realizar andlisis de aguas mediante protocolos estandarizados que se muestra en el

anexo 1.

(€= Cp)

) 100

% Remocion de Nutrientes =
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Ecuacion 7: remocion de nutrientes

e Cosecha y obtencion de biomasa microalgal

Cuando se alcanzo los 14 dias de cultivo, se observd que las microalgas
alcanzaron la fase de lisis debido a una disminucion en los paradmetros de crecimiento
celular. El producto del fotobiorreactor se centrifugd a 4000 rpm durante 5 minutos para
eliminar la mayor cantidad de humedad posible y obtener biomasa. La centrifugacion se
hizo en tubos falcon de 50 mL. También se recolectaron 4 L del sobrenadante de este
proceso en un recipiente para realizar pruebas de andlisis elemental, luego la biomasa
centrifugada se coloco en un vidrio de reloj y se dejo secar en una estufa a 60° C durante
24 h. Finalmente, se rasp6 la biomasa seca y se peso para determinar la biomasa total y

se almacend para su posterior analisis.

Imagen 8: biomasa seca

e Extraccion de lipidos

Se extrajeron los lipidos totales a partir del método de Folch, modificado por
(Escobar et al, 2018) wusando seis solventes: cloroformo:metanol (1:2),
cloroformo:metanol (2:1), metilciclohexano, etanol absoluto, acetato de etilo y metanol

puro.
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En un tubo falcon de 50 mL se colocaron 0,5 g de biomasa seca con 20 mL de
cada solvente seleccionado y se dejo reposar por dos dias. Al transcurrir los dos dias se
dej6 incubar a 28° C por 24 h. Posteriormente, se sonicod nuevamente por 45 min y se
centrifugd por 30 min. Se recolectd el sobrenadante y se colocd en un tubo falcon
previamente desinfectado. Se agregé 6 mL de NaCl al 0,58 % v/v y se homogeneizd
utilizando una centrifuga a 4000 rpm para separar la parte acuosa de la parte organica. Se
pesaron los frascos vacios y se etiquetaron correctamente para dejar secar los frascos con
la parte orgénica en una estufa a 80° C. Finalmente, se determind el porcentaje lipidico a
partir de la ecuacion 8 usada por de Souza et al., (2023), donde Py hace referencia al peso
del frasco que contiene el lipido, y Pg se refiere al peso de la biomasa microalgal donde

el porcentaje total se representa como % m/m.
. Py
% Lipidos = (P_> -100

Ecuacion 8: porcentaje de lipidos

También se calculd la productividad volumétrica del contenido lipidico utilizando
la ecuacion 9, usada por de Souza et al., (2023), donde My hace referencia a la masa

lipidica, V es volumen del cultivo y t es el tiempo en dias.

.y . g M,
Productividad Total Volumétrica (m) = Vot

Ecuacion 9: productividad volumétrica
Y a partir de la ecuacion 10, se calculd la productividad especifica de biomasa

implementando el valor de la productividad volumétrica de biomasa por la concentracion

de biomasa (Guatemal Nely, 2023).
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Prod.Vol. Biomasa (%)

Concentracion de biomasa (

Productividad especifica de biomasa (d™1) =

=~

)

Ecuacion 10: productividad especifica de biomasa

e Extraccién de Acidos Grasos Libres (AGL)

Para la extraccion de acidos grasos libres totales se implementd el protocolo de
Dejoye Tanzi et al., (2013) que se enfoca en la saponificacion de biomasa seca con los
seis solventes utilizados en el procedimiento anterior. Se montd el equipo de reflujo como
se observa en la Imagen 9 y se procedio a saponificar 0,5 g de biomasa microalgal en
conjunto con una disolucién de 20 mL de metanol y 0,1 g de KOH, se mantuvo en reflujo
de 60° C por 4 h a 300 rpm. Al transcurrir las 4 h se filtr6 y adicion6 HCI para lograr
obtener un pH de 5. Luego se paso la solucion a un embudo de decantacion de 50 mL
agregando el mismo volumen de agua para eliminar los gases. Posteriormente, se peso
los tubos vacios previamente etiquetados y se adicion6 la mezcla del embudo en los
frascos para someter a un proceso de secado de 80° C hasta lograr un mantener un peso

constante. Finalmente, se peso los frascos secos con la muestra de AGL.
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Imagen 9: A: Equipo de reflujo para saponificacién de biomasa de consorcio. B:

separacion de fase acuosa y organica después del proceso de extraccion
Para calcular el porcentaje de AGL se implemento la ecuacion 11, donde T es el

peso del frasco vacio, Tz es el peso del frasco con la muestra y W es la masa inicial usada

para realizar el proceso de extraccion.

-1

%AGL = ( ) - 100

Ecuacion 11: porcentaje de acidos grasos libres

e Extraccion de Esteres Metilicos de Acidos Grasos (FAME)

Para realizar la extraccion de ésteres metilicos a acidos grasos de establecio tres
procesos. Se implementd un catalizador acido homogéneo = 4cido sulfurico (H2SO4) y un
catalizador acido heterogéneo (Resina comercial CT-269DR). En cada reactor de vidrio
se agrego un catalizador:solvente:biomasa en una proporcion de (1.74:15:1) y (1.1:70:1)
para el catalizador homogéneo y catalizador heterogéneo respectivamente (Guatemal
Nely, 2023). Los reactores se colocaron en bafio térmico utilizando agua y pinzas de
vidrio para inhibir la evaporacion inmediata. Se mantuvo las condiciones de reaccion de
temperatura a 90° C y agitacion de 900 rpm por cuatro horas. Posteriormente, se filtro
con el equipo Millipore y se agregd 1 mL de hexano-dietiléter (80:20) para retirar las
impurezas. Finalmente, se separd la fase orgdnica de la acuosa en un embudo de
decantacion y se coloco en envases previamente etiquetados y pesados para ser sometidos

a un proceso de secado a 80° C hasta lograr un peso constante.

Se calcul6 el rendimiento a través de la ecuacion 12 utilizada por Guatemal Nely,
(2023); donde T> hace referencia al peso del envase con la muestra seca, T indica el peso

inicial del envase vacio y W es la biomasa seca implementada en la reaccion.



OBTENCION DE LiPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL DE UN
CONSORCIO DE Chlorella vulgaris Y Scenedesmus sp. CULTIVADO EN AGUA
DE FAENAMIENTO AVICOLA CON LUZ ARTIFICIAL

FAME

: rs

‘E’n DIRECTO INDIRECTO ACIDOS — E
o GRASOQOS LIBRES - o
£ 28
o _ l 2. 9
= =+ o [«119
o Q -~ O
T wn o =
LS | a (=]
-E E o -
S 3. @
= g
S o
8 ! 1 1 3

Biomasa Biomasa Biomasa
seca seca seca

Imagen 10: proceso para la obtenciéon de FAME

IL,—T

%FAME = ( ) -100

Ecuacidon 12: rendimiento de FAME

e Cromatografia por capa fina (TLC)

Para el procedimiento de cromatografia en capa fina se utilizaron placas de gel de
40 mm x 80 mm de 0,2 mm de silica gel. Se traz6 una linea de origen con un lapiz de
grafito a 1 cm en la base, donde se marco6 tres puntos (Imagen 11); el primer punto es el
control estandar (oleato de colesterol), el segundo indicéd la muestra de luz LED blanca y
el tercero la muestra de luz LED azul. También se adicion6 una linea de 1 cm al extremo
contrario del origen para identificar el frente del disolvente. A partir de los puntos
graficados se colocé las placas en la estufa a 100° C por 30 minutos para activarlos.
Transcurrido el tiempo, se agregd las muestras disueltas con 5 uL del solvente extractor
en cada punto referencial y se dejo reposar la placa sobre la fase movil del cloroformo

puro en un envase de vidrio por 10 min. A continuacion, se observo la corrida en la placa
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colocada en una camara de vapores de perlas de yodo por 10 min més. Finalmente, se
identifico el factor de retencion (Ry) a través de la ecuacion 13; donde Y hace referencia

a la distancia a partir del punto de origen de corrida de cada muestra y X es la distancia

desde el origen hacia el disolvente.

En el proceso de cromatografia en capa fina se utilizo inicamente el mejor
solvente extractor de lipidos [cloroformo metanol (2:1)], AGL (metanol), FAME directo

(metanol), FAME indirecto (metanol) y FAME a partir de AGL [cloroformo metanol

@:1)].

Imagen 11: cromatografia en capa fina

Ry =

Distancia recorrida por la muestra(Y)
Distancia recorrida por la muestra (X)

Ecuacion 13: factor de retencion

2.3 Analisis estadisticos de los datos

Los datos obtenidos de los diferentes parametros de concentracion celular, peso
seco, remocion de nutriente (NT, PT, COT), porcentaje de lipidos, AGL y FAME, se
realizaron por triplicado para ser comparados mediante la prueba Kruskal Wallis con el
programa Statgraphics v. 18 y se los ha expresado en valores de desviacion estandar (X +

DE). La diferencia significativa se encuentra en un rango de (p < 0,05).
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3.RESULTADOS

3.1 Caracterizacion del medio de cultivo

En la tabla 1, se detalla los valores obtenidos de los nutrientes principales que se
encuentran presentes en el agua residual de faenamiento avicola en comparacion con el
medio BBM. Se puede apreciar que el COT presenta una concentracién mayor en al agua
de faenamiento avicola en los cultivos con luz LED artificial blanca y azul. Por otro lado,
también se puede observar que la presencia de nitrogeno y fosforo total se encuentran en

una concentraciéon menor respecto al medio BBM.

Tabla 1: Caracterizacion del agua de faenamiento avicola y medio BBM mediante un

analisis fisicoquimico

Agua de Agua de
Parametro (mg/L) faenamiento faenamiento Medio BBM
avicola (luz avicola (luz azul)
blanca)
COT 130 136,33 39,5
NT 38,33 98,67 67,5
PT 31,02 34,04 125,85

3.2 Determinacion del crecimiento celular

3.2.1 Conteo celular

Se graficaron las curvas de crecimiento celular con los valores obtenidos del
consorcio microalgal cultivado en agua de faenamiento avicola (Imagen 11). En el

consorcio cultivado con luz artificial blanca que la fase exponencial comienza desde el
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dia cero hasta el dia seis aumentando su concentracion hasta 2,56:10° = 1,11-103 cel/mL

y la fase de muerte celular va desde el dia siete al dia nueve disminuyendo la

concentracion celular hasta 2,19-10° + 9,60-10? cel/mL.

Respecto al consorcio cultivado con luz artificial azul podemos observar que la
fase exponencial comienza desde el dia cero hasta el dia ocho aumentando su
concentracion hasta 8,38-10° &+ 3,72-10% cel/mL y la fase de muerte celular va desde el
dia nueve al dia 14 disminuyendo la concentracion celular hasta 6,01-10° + 2,70-10°

cel/mL. De forma general se aprecia un mayor crecimiento celular en la luz azul.
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Imagen 12: Concentracion celular (cel/mL) respecto al tiempo de cultivo en dias de un
consorcio conformado por Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp., cultivado en agua de
faenamiento avicola con luz artificial blanca y azul por 9 y 14 dias, respectivamente. En
el eje Y se detalla la escala de la concentracion celular del consorcio. Los resultados se

muestran como el promedio del triplicado con su desviacion estandar.
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3.2.2 Peso seco

Para identificar el peso seco del consorcio microalgal se realizé las curvas de
manera grafica como se muestra en la Imagen 13. Para la caracterizacion del peso seco
de un consorcio microalgal cultivado con luz artificial blanca, se puede observar que la
curva detalla valores diferentes; para el dia cero se ha identificado un peso de 0,0031 g/L,
a partir del dia uno hasta el dia ocho las microalgas crecen de manera exponencial
llegando a una concentracion de 0,0094 g/L y el periodo de decrecimiento va desde el dia

ocho al dia nueve, terminando con una concentracién de 0,0079 g/L.

En la caracterizacion de peso seco del consorcio cultivado con luz artificial azul
inicia con un peso de 0,047 g/L, desde el dia cinco al dia 10 las microalgas crecen de
manera exponencial hasta alcanzar un peso de 0,0205 g/L y se aprecia que el
decrecimiento va desde el dia 11 hasta el dia 14 con una concentracion final de 0,0115
g/L. En la misma imagen 13 se aprecia una concentracion celular mayor para el cultivo

en luz LED azul, respecto de su control de luz LED blanca.
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Imagen 13: Peso seco de un consorcio microalgal cultivado en agua de faenamiento
avicola
Tabla 2: Biomasa total y productividad de un consorcio microalgal cultivado en agua

residual avicola

Parametro Consorcio luz blanca Consorcio luz azul
Biomasa total (g/L) 0,2322 0,1881
Productividad 0,0258 0,0209

volumétrica (g/L-d)

Productividad especifica 0,1111 0,1111
C)
Tasa de crecimiento 0,2614 0,3231
especifica (u)
Tiempo de duplicacion 2,6516 2,1453

En la tabla 2 se muestran parametros de crecimiento como biomasa total,
productividad volumétrica, productividad especifica, tasa de crecimiento especifica y
tiempo de duplicacion de un consorcio cultivado en aguas residuales de origen avicola en
luz artificial blanca y azul. Se puede apreciar que la biomasa total, productividad
volumétrica, productividad especifica y tasa de crecimiento del consorcio cultivado con
luz artificial blanca presenta un mejor rendimiento en comparacion al consorcio cultivado
en luz artificial azul. Sin embargo, también se puede observar que el tiempo de
duplicacion del consocio cultivado con luz artificial azul es mas eficiente respecto al

consorcio cultivado en luz artificial blanca.
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3.3 Analisis de parametros fisicoquimicos y remocion de nutrientes

Los andlisis realizados para identificar la concentracion de nitrogeno total (NT),
fosforo total (PT) y carbono organico total (COT) de un consorcio cultivado en agua de
faenamiento avicola con luz artificial blanca y azul en un periodo de 9 y 14 dias
respectivamente, como se muestra en la imagen 14. En la seccion A se puede observar
que el cultivo en luz artificial blanca presenta una remocion inicial de 38,33 + 1,53 mg/L
NT y una concentracién final de 27,67 = 2,52 mg/L de NT, alcanzando un porcentaje de
remocion total de 37,5 %. En el caso del consorcio cultivado en luz artificial azul se ha
identificado una remocion inicial de 98,67 + 3,21 mg/L NT y una concentracion final de

19 £ 2 mg/L de NT, alcanzando un porcentaje de remocion total de 79 %.
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Imagen 14: Porcentaje de remocién de macro nutrientes en el cultivo de un consorcio
microalgal conformado por Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. En el eje X se muestra
el tiempo de cultivo en dias, en el eje Y se establece el porcentaje de remocién de
nutrientes: seccién A: porcentaje de remocion de nitrogeno total, seccién B: porcentaje
de remocion de fosforo total y en la seccion C: porcentaje de remocién de carbono

organico total. Los valores finales se obtuvieron a partir del promedio de cada triplicado

y su respectiva desviacion estandar.

En la seccion B se detalla el porcentaje de remocion total de fosforo. Para el
cultivo de luz artificial blanca presenta una remocion inicial de 31,02 + 0,01 mg/L PT y
una concentracion final de 18,04 + 0,04 mg/L de PT, alcanzando un porcentaje de
remocion total de 41,66 %. En el caso del consorcio cultivado en luz artificial azul se ha
identificado una remocion inicial de 34,04 + 0,04 mg/L PT y una concentracion final de

13,05 £ 0,01 mg/L de PT, alcanzando un porcentaje de remocion total de 61,68 %.

En la seccion C se muestra el porcentaje de remocion del carbono organico total.
Para el cultivo de luz artificial blanca presenta una remocion inicial de 130 + 8 mg/L COT
y una concentracion final de 32,67 = 11,37 mg/L de COT, alcanzando un porcentaje de
remocion total de 69,57 %. En el caso del consorcio cultivado en luz artificial azul se
ha identificado una remocion inicial de 136,33 + 11,06 mg/L COT y una concentracion
final de 9,67 + 0,58 mg/L de COT, alcanzando un porcentaje de remocion total de 92,06

%.

Tabla 3: Porcentaje de remocion de NT, PT y COT de un consorcio microalgal cultivado

en agua residual de origen avicola
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Parametros
fisicoquimicos NT (mg/L N) PT (mg/ L P0;3) COT (mg/L C)
Ci luz blanca 38,33+1,53 31,02+0,01 130+£8
Ci luz azul 98,67+3,21 34,04+0,04 136,33+11,06
Cs luz blanca 27,67+2,52 18,04+0,04 32,67+11,37
Crluz azul 19+£2 13,05+0,01 9,67+0,58
Remocion total 37,5 41,66 69,57
(%) luz blanca
Remocion total 79 61,68 92,06

(%) luz azul

Ci: concentracion inicial, Cr: concentracion final

El porcentaje total de remocidn para nitrégeno, fosforo y carbono orgénico total
se encuentra detallado en la tabla 3. Se puede apreciar que los consorcios microalgales
cultivados en agua de faecnamiento avicola con luz artificial blanca y azul presentan mayor
afinidad de remocion con el COT; a continuacion, se observa que la remocion de NT y
PT de los consorcios cultivados con luz artificial azul es mas eficiente en comparacion al
consorcio cultivado en luz artificial blanca. Del mismo modo, se puede observar que los
metales pesados y otros micronutrientes presentan una remocion considerable (tabla 4).
Se puede apreciar la remocion en el cultivo con luz LED artificial blanca para calcio,
hierro, potasio, sodio un porcentaje del 88,95 %, 99,55 %, 11,22 %, y 99 %,
respectivamente; para el cultivo de luz LED azul se puede observar una remocion de
calcio, hierro y potasio con 36,09 %, 99,38 % y 92,27 %, respectivamente. Cabe recalcar
que la turbidez ha disminuido considerablemente, tomando en cuenta que su valor inicial
es de 73 NTU para cultivo con luz artificial blanca y azul, logrando alcanzar una remocion

de 77,81 %y 85,62 %, respectivamente.
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Tabla 4: Porcentaje de remocion de nutrientes en agua de faenamiento avicola por las

especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp. cultivadas en consorcio.

Parametros Ciluz Cr Cs Remocio Remocio6
fisicoquimicos  blancay Luz blanca Luz azul n total n total
(mg/L) luz azul (%) luz (%) luz
blanca azul
Calcio 2,10+0,13 2,32+0,03 7,75+0,07 88,95 63,09
Cobre 0,0050+0,000 0,019+0,001  0,019+0,001 - -
3
Cromo <0,02 LD <0,01 LD <0,01 LD * *
Hierro 1,60+0,10 0,081+0,005 0,10+0,01 99,5 99,38
Molibdeno <0,1 LD <0,1 LD <0,1 LD * *
Nitrogeno 117,25 <0,3 LC <0,3LC * *
amoniacal
Niquel <0,05 LC <0,05 LC <0,05 LC * *
Plomo <0,004 LD <0,004 LD <0,004 LD * *
Potasio 56,20+4,10 63,30+4,39 43,53+3,02 - -
Sodio 78,55+5,73 62,70+1,13 34,88+0,63 99 -
Turbidez 73 16,2 10,5 77,81 85,62
(NTU)
DQO 200,36+7,49 117,7+4,4 73,4+4.,4 99,94 99,96

Ci: concentracion inicial, Cr: concentracion final, LD: limite de deteccion, LC: limite de

cuantificacion * Valores fuera de rango. — Sin remocion
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En la Demanda Quimica de Oxigeno se aprecia una remocion superior al 99 %
para los dos cultivos. Y, respecto al cromo, molibdeno, nitrogeno amoniacal, niquel y
plomo no fue posible obtener un porcentaje de remocion puesto que, las concentraciones

presentes estuvieron fuera del rango posible de medicion.

3.4 Extraccion de lipidos totales

En la imagen 15 se muestra los porcentajes de los lipidos totales extraidos al ser
expuestos a seis solventes extractores diferentes con propiedades organicas. Se puede
apreciar que el cloroformo metanol (2:1) es el mejor solvente extractor para el consorcio
cultivado con luz artificial blanca al presentar un porcentaje de 54,90 %, seguido del
cloroformo metanol (1:2) el cual presenta una extraccion de 28,55 % y metanol puro con
un 22,17 %. En el consorcio cultivado con luz azul se puede observar que el mejor
solvente extractor es el metanol puro con un porcentaje de 18,90 %, seguido del
cloroformo metanol (1:2) con 18,42 % y finalmente el cloroformo:metanol (2:1) con una
extraccion de lipidos total de 13,21 %. De forma general se aprecia una mejor extraccion
de lipidos en el cultivo control con luz LED blanca, pudiendo inferir que no hay mejoras

en el contenido de lipidos con la aplicacion de luz LED de color azul.



OBTENCION DE LiPIDOS A PARTIR DE BIOMASA MICROALGAL DE UN
CONSORCIO DE Chlorella vulgaris Y Scenedesmus sp. CULTIVADO EN AGUA
DE FAENAMIENTO AVICOLA CON LUZ ARTIFICIAL

60,00

54,90
50,00 M Luz Blanca
2 W Luz Azul
© 40,00
=
()]
T 30,00 28,55
2
3 22,17
c 18,90
9 20,00 17,07 16,75 17,00 ’
8 13,21 11,98 13,01
10,00 6,03
0,00
Cloroformo Cloroformo Metil Etanol absoluto Acetato de etilo Metanol

metanol (1:2) metanol (2:1) Ciclohexano

Solvente extractor

Imagen 15: Porcentaje de lipidos extraidos de un consorcio cultivado en agua de
faenamiento avicola con luz artificial blanca y azul con seis solventes extractores. Los
valores finales se obtuvieron a partir del promedio de cada triplicado y su respectiva
desviacion estandar.

3.5 Extraccion de acidos grasos libres (AGL)

En el proceso de extraccion de acidos grasos libres (AGL), se puede observar en
la Imagen 16 que los tres mejores solventes extractores para el consorcio microalgal
cultivado en agua de faenamiento avicola con luz artificial blanca son: metanol puro con
52,84 %, seguido del solvente etanol absoluto con 35,99 % y cloroformo metanol con
28,92 % de AGL. Por otro lado, los tres mejores solventes para el cultivo microalgal con
luz artificial azul son: etanol absoluto con 58,31 %, seguido de metanol puro con 42,58
% y acetato de etilo con un 15,50 % de AGL. De forma general se aprecia una mejor
extraccion de AGL en el cultivo control con luz LED blanca, con la excepcion del etanol
absoluto, pudiendo inferir que no hay mejoras en el contenido de lipidos con la aplicacion

de luz LED azul.
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Imagen 16: Porcentaje de extraccion de Acidos Grases Libres (AGL) de un consorcio
cultivado en agua de faenamiento avicola con 6 solventes extractores. Los valores finales
se obtuvieron a partir del promedio de cada triplicado y su respectiva desviacion estandar.

3.6 Extraccion de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME)

En la extraccion de FAME directo con biomasa para luz blanca con el
catalizador homogéneo se obtuvo 46,35 % y con acido heterogéneo 35,79 %, en luz
artificial azul se obtuvo 59,14 % con 4acido heterogéneo y 78,64 % con acido
homogéneo (Imagen 17). Para la extraccion de FAME indirecto se logré identificar
que en luz artificial blanca el mejor solvente extractor es el cloroformo:metanol (2:1)
con un 59,22 9% para acido heterogéneo y 59,22 % para acido homogéneo; en luz
artificial azul presentd con un porcentaje de 35,06 % para acido homogéneo y 16,27
% para acido heterogéneo. A continuacion, el segundo mejor solvente extractor es el
cloroformo metanol (1:2), en luz blanca presenta un porcentaje de 44,41 % para acido
homogéneo 24,88 % para acido heterogéneo; en luz azul presenta un porcentaje de
38,96 % para acido homogéneo y 30,24 % para acido heterogéneo. El tercer y ultimo

solvente es el metanol, en luz blanca presenta un porcentaje de 18,78 % para acido
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heterogéneo y 37,23 % para acido homogéneo; en luz azul presenta un porcentaje de
42,13 % para acido homogéneo y 26,55 % para acido heterogéneo (Imagen 18). Para
extraccion de FAME a partir de AGL se logré identificar que en luz artificial blanca
el mejor solvente extractor es el metanol con un 52,79 % para acido homogéneo y
31,57 % para acido homogéneo; en luz artificial azul presentd con un porcentaje de
41,70 % para acido homogéneo y 19,04 % para acido heterogéneo. A continuacion, el
segundo mejor solvente extractor es el cloroformo metanol (1:2), en luz blanca
presenta un porcentaje de 50,50 % para acido homogéneo 24,38 % para acido
heterogéneo; en luz azul presenta un porcentaje de 38,78 % para acido homogéneo y
15,40 % para 4cido heterogéneo. El tercer y ultimo solvente es el cloroformo:metanol
(2:1), en luz blanca presenta un porcentaje de 23,65 % para 4cido heterogéneo y 44,40
% para acido homogéneo; en luz azul presenta un porcentaje de 36,79 % para acido
homogéneo y 10,09 % para acido heterogéneo (Imagen 19). Cabe recalcar que para

la obtencion de FAME a partir de biomasa seca, lipidos y AGL se utilizo los tres

mejores solventes para ser comparados entre si.
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Imagen 17: porcentaje de esteres metilicos de acidos grasos (FAME) a partir de un
proceso directo (biomasa seca). Los valores finales son el resultado obtenido del

promedio de sus triplicados a partir de su desviacion estandar.
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Imagen 18: porcentaje de esteres metilicos de acidos grasos (FAME) a partir de un
proceso indirecto (lipidos). Los valores finales son el resultado obtenido del promedio de

sus triplicados a partir de su desviacion estandar.
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Imagen 19: porcentaje de esteres metilicos de &cidos grasos (FAME) a partir de AGL
(&cidos grasos libres). Los valores finales son el resultado obtenido del promedio de sus

triplicados a partir de su desviacion estandar.
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3.7 Cromatografia de capa fina (Thin laver chromatography-TLC)

Se observo en las placas de gel de silice con cloroformo puro (Imagen 20) que las
muestras colocadas recorrieron distancias diferentes. En la seccidon A se identifico que la
muestra de luz azul a partir de lipidos presenta un factor de retenciéon mas alto, en la
seccion B la muestra obtenida a partir de AGL en luz blanca indica un factor de retencion
mayor, en la seccion C en la placa de FAME directo la muestra de luz azul presentd un
mejor recorrido, en la seccion D en la placa de FAME indirecto la muestra con luz azul
presenta un recorrido mas largo y, en la seccion E se observo que la muestra obtenida en
luz azul a partir de AGL presenta un factor de retencion mayor. Los valores obtenidos se
detallan en la tabla 5 y para su caracterizacion de realizé una comparacion a partir de

bibliografia que incluye el factor de retencion (Rr) de cada muestra.
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Imagen 20: Seccion A: TLC a partir de lipidos. Seccion B: TLC a partir de AGL. Seccion:
C TLC de FAME directo, Seccion D: TLC de FAME indirecto. Seccion E: FAME a partir

de AGL.
Tabla 5: Factor de retencién de lipidos, AGL y FAME obtenido de un consorcio

microalgal cultivado en agua residual de origen avicola.

Muestra Y (cm) X (cm) Ry

Estandar para 5,5 6 0,9
lipidos

Luz blanca 3,5 6 0,6

Luz azul 5 6 0,8
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Estandar para 5,2 6 0,9
AGL

Luz blanca 5 6 0,8

Luz azul 4.5 6 0,8

Estandar para 2 6 0,3

FAME - Directo

Luz blanca 3,2 6 0,5
Luz azul 4.4 6 0,7
Estandar para 3 6 0,5

FAME - Indirecto

Luz blanca 1,5 6 0,3
Luz azul 2,5 6 0,4
Estandar para 4,5 6 0,8
FAME - AGL
Luz blanca 2,2 6 0,4
Luz azul 1,5 6 0,3

Rf: factor de retencion. Y: distancia total. X: distancia recorrida por la muestra.

4.DISCUSION DE RESULTADOS

Para lograr conseguir un crecimiento Optimo en un cultivo de microalgas,
generalmente se requiere componentes esenciales como: energia luminica, CO2, un
sustrato con carbono, nitrogeno, fésforo (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014), finalmente
también se requiere la presencia de aceptores y donadores de electrones (Chia et al.,
2018). Referente a los nutrientes, en la tabla 1 se puede apreciar los valores de los

macronutrientes presentes en agua residual de origen avicola, utilizada como sustrato para
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el crecimiento de un consorcio microalgal (Amaral et al., 2023). Al realizar un andlisis
fisicoquimico se puede observar la presencia de nutrientes Optimos para obtener un
crecimiento Optimo de microalgas. Se puede observar que el valor de carbono organico
total es relativamente mayor a diferencia de los valores obtenidos para nitrégeno y fosforo

total. Seguin Viegas et al., (2021), se podria considerar como un medio de cultivo apto

para un crecimiento 6ptimo de un consorcio microalgal.

Crecimiento celular

En el proceso de determinacion de crecimiento celular (Imagen 11), se identificd
que la concentracion microalgal del consorcio cultivado con luz artificial blanca es
relativamente mayor en comparacion con el cultivo microalgal cultivado con luz artificial
azul. En la tabla 2 se realiz6 una comparacion de ciertos parametros de crecimiento
celular. Se puede observar que la biomasa total y la productividad volumétrica del
consorcio cultivado con luz artificial blanca es mayor a los datos obtenidos para el
consorcio cultivado con luz artificial azul. Sin embargo, la tasa de crecimiento especifica
y el tiempo de duplicacion del cultivo con luz artificial azul es mayor presentando una
duplicacion en 2,15 dias a diferencia de los datos obtenidos para el cultivo con luz
artificial blanca, el cual presenta una duplicaciéon de 2,65 dias. Citando a Ruiz-Marin et
al., (2020), sefiala que el acondicionamiento de luz LED de tonos calidos como el color
azul o purpura en cultivos de microalgas inducen de manera mas eficiente el bioproceso
de la fotosintesis dando como resultado en su investigacion un tiempo de duplicacion de
2,4 dias, valores similares tomando en cuenta que los fotobiorreactores fueron

acondicionados con variables semejantes entre si.

En el apartado de peso seco (Imagen 13), se puede observar una fase de

adaptacion, crecimiento exponencial, latencia y muerte celular, donde la mayor
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concentracion de peso seco para el cultivo con luz LED azul es de 0,021 g/L y en el cultivo
de luz artificial blanca es de 0,009 g/L. Ruiz-Marin et al., (2020) reporta que la mayor
concentracion de un cultivo con luz artificial azul es de 0,04 g/L y para cultivos
microalgales con luz blanca es de 0,0012 g/L, valores un tanto similares con la diferencia
del tiempo de cultivo ya que, Ruiz-Marin et al., (2020) cultivo el consorcio microalgal de
C. vulgaris y S. obliquus por nueve dias para cada luz y en el presente trabajo de

investigacion el consorcio de microalgas con luz LED blanca se cultivo por 12 dias y el

consorcio microalgal con luz LED azul se cultivé por 14 dias.

Remocion de nutrientes

En la imagen 14 seccion A y B se muestra los porcentajes de remocion de
nitrogeno total (NT) y fosforo total (PT) del consorcio microalgal en agua de faenamiento
avicola acondicionado con luz artificial blanca y azul, cultivados por un periodo de 9 y
14 dias respectivamente. Se observa una remocion mas elevada para nitrogeno y fosforo
total del consorcio cultivado con luz artificial azul, alcanzando un 79 % para (NT) y 61,68
% para (PT). En la investigacion de Ferreira et al., (2018), podemos identificar que el
porcentaje de remocion en un cultivo de Scenedesmus sp., en agua de faenamiento avicola
para nitroégeno es de 95 % y fosforo es de 63 %, podemos deducir que la presencia de la
especie Scenedesmus sp., en un cultivo microalgal garantiza la remocion de nitrogeno

seguido de fosforo.

Referente a la remocion de carbono orgéanico total (COT), se puede observar en
Imagen 14, seccion C que el consorcio cultivado en agua de faenamiento avicola
acondicionado con luz artificial azul presenta un 92,06 %. Teran Hilares et al., (2021)

menciona que, la remocion de carbono organico total en un cultivo de Chlorella vulgaris
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en agua de faenamiento avicola es de 83 %. Se puede asumir que un consorcio microalgal

es mas eficiente en el proceso de captura de carbono.

Adicionalmente, se realizd un andlisis fisicoquimico del agua residual de origen
avicola para identificar la remocidn total de metales pesados como se puede observar en
la tabla 4. Se puede observar la presencia de remocion considerable de calcio de 88,95 %
en el cultivo de luz LED blanca y 63,09 % en el cultivo de luz LED azul. En la
investigacion de (Wang et al., 2016), sefiala que en un cultivo microalgal en aguas
residuales conformado por Chlorella sp y Scenedesmus sp., ha logrado obtener una
remocion maxima del 83,7 %, afirmando que la presencia de calcio (Ca) en un sustrato
microalgal que contribuye en la formacion de paredes celulares mejorando la rigidez y
estructura para la obtencion de una biomasa productiva. El porcentaje de remocion de
hierro (Fe) es superior al 99 %, Blanco-Vieites et al., (2022) reporta una remocion de 97,5
% de hierro en un consorcio de 7. obliquus, C. vulgaris y C. sorokiniana maxima
cultivadas en aguas residuales quienes analizan que, la remocion de hierro en un cultivo
microalgal contribuye al desarrollo del metabolismo celular y da lugar al crecimiento
microalgal ya que induce a la sintesis de los principales componentes celares de este tipo
de microorganismos. En el caso del sodio (Na) de logr6 una remocion del 99 % en el
cultivo acondicionado con luz LED blanca, porcentaje parecido al de (Figler et al., 2019)
con un porcentaje de remocion de 99,68 % de sodio obtenido en un consorcio de Chlorella
spp. y Chlorococcum sp., se aprecia un alto porcentaje de remocion ya que el sodio actia
como un activador de enzimas e induce a la produccion de biomasa microalgal con un

alto porcentaje lipidico y presencia de FAME (Polat et al., 2020).

En la turbidez se logr6 una eliminacion de 77,81 % y 85,62 % en los cultivos de
luz LED blanca y azul, respectivamente. En el estudio de Leite & Daniel, (2020), logro

una eliminacién de 98,1 % de turbidez en un cultivo de Chlorella sorokiniana de aguas
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residuales, afirmando la eficiencia de la produccion de microalgas para realizar

procedimientos de biorremediacion en aguas residuales.

En la Demanda Quimica de Oxigeno se puede observar que ha disminuido mas
del 99 % para los dos cultivos considerando una presencia relativamente alta de
concentracion inicial. Herndndez-Pérez & Labbé, (2014), sefiala que las microalgas en
consorcio hacen uso de varios compuestos organicos, ademas del CO> para logran un

mejor rendimiento en su reproduccion.

La remocion de metales pesados en general, presenta una remocion alta en

comparacion a la concentracion inicial.

Se realiz6 una comparacion de los valores finales de remocion en el agua residual
de origen avicola donde, el consorcio con los valores de Limite Maximo de Descarga en
un Cuerpo de Agua Dulce (Anexo 1), segin La Norma de Calidad Ambiental y de
Descarga de Efluentes: Recurso Agua. Se identifico que el DQO ha superado una
concentracion de 100,36 mg/L al valor limite que permite la normativa; es decir, 100 mg/L
(Normas del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN), 2016); sin embargo, la
concentracion final del cultivo con luz LED blanca presenta un valor de 117,7 mg/L y el

cultivo con luz LED azul presenta un valor de 73,4 mg/L.

Extraccion de lipidos

Citando a Dhanker et al., (2023), sefiala que la biomasa total de un cultivo
microalgal sea apto para la produccion de biocombustibles debe presentar un porcentaje
mayor al 30 % de presencia de lipidos totales, obteniendo en su investigacién un 70 % de
lipidos totales del cultivo en aguas residuales con C. vulgaris, En la presente investigacion
se aplica el método de Folch implementado por Chen et al., (2020) para la obtencion de

lipidos con el solvente extractor cloroformo:metanol (2:1) en el cultivo microalgal
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acondicionado con luz LED blanca, donde se obtuvo como resultado de 54,90 % de
lipidos totales presentes. Comparando con los resultados de Dhanker et al., (2023), los
valores no son cercanos; sin embargo, superan el porcentaje minimo de lipidos totales

presentes es biomasa microalgal para ser considerada materia prima en la produccion de

biocombustibles.

Para el consorcio cultivado con luz artificial azul el mejor solvente extractor es el
metanol puro al presentar un resultado de 18,90 % de lipidos totales. Wetterwald et al.,
(2023) sefiala que, el metanol puro como solvente extractor permite conservar las
caracteristicas iniciales de las biomoléculas de la especie y también contribuye a una
mejor selectividad en conjunto con la disminucién de afecciones ambientales y costes
energéticos. Obteniendo como resultado en su investigacion un 20 % de lipidos totales en

un cultivo con Chlorella vulgaris.

Extraccion de acidos grasos libres

En el proceso de extraccion de AGL se detalla el porcentaje total obtenido de
acidos grasos libres al implementar seis solventes extractores diferente, los cuales son:
cloroformo:metanol (1:2), cloroformo:metanol (2:1), metilciclohexano, etanol absoluto,
acetato de etilo y metanol puro, como se muestra en la imagen 16. Se puede observar que
el mejor solvente extractor para el consorcio cultivado en agua de faenamiento avicola
acondicionado con luz artificial blanca es el metanol puro con un 52,84 % de AGL totales.
(Moreno Martinez et al., 2022), sefiala que el uso de solventes extractores organicos como
el metanol en presencia de un catalizador homogéneo le ha permitido obtener una
recuperacion del 52,52 % de AGL totales, al ser resultados cercanos podemos asumir que
la biomasa microalgal tiene un alto contenido lipido lo cual permite una recuperacion

considerable de los acidos grasos libres presentes.
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Por otro lado, también se puede identificar que le mejor solvente extractor para el
consorcio microalgal cultivado con luz artificial azul es el etanol absoluto con un 58,31
% de AGL totales. En la investigacion de Moreno Martinez et al., (2022), indica que al
implementar el etanol como solvente extractor le ha permitido recuperar el 49,70 % de
acidos grasos libres presentes en biomasa microalgal de Nannochloropsis Gaditana

cultivada en agua residual.

Extraccion de ésteres metilicos

En base a los resultados obtenidos de la extraccion de esteres metilicos producidos
a partir de un consorcio microalgal, determind que presentaron un mejor rendimiento con
el catalizador homogéneo (H2SO4) en comparacion al catalizador heterogéneo (resina CT-
269DR). En la investigacion de Mat Yasin et al., (2023) sugiere que, para la produccion
de FAME se debe implementar el uso de catalizadores, solventes extractores y biomasa
para poder producir una fuente innovadora de energia, la cual puede reemplazar
combustibles fosiles al inducir un proceso de transesterificacion in situ. En la presente
investigacion se determiné que el mejor solvente extractor para obtener un alto porcentaje
de produccion de FAME en el cultivo de luz artificial blanca es el cloroformo:metanol
(2:1) al presentar un porcentaje de 59,22 % y para cultivos con luz artificial azul se
identifico que el mejor solvente extractor es el metanol con un 42,13 %. En un cultivo de
Nannochloropsis Gaditana en aguas residuales realizado por Moreno Martinez et al.,
(2022) informa que el uso de cloroformo:metanol (2:1) como solvente orgédnico le ha
permitido recuperar el 175,5 % de ésteres metilicos y con el solvente organico metanol
puro le permiti6 una recuperacion de 54,7 % de esteres metilicos. Tomando en cuenta los

resultados obtenidos por Moreno Martinez et al., (2022) y los resultados de la presente
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investigacion podemos apreciar que la presencia de lipidos en la biomasa microalgal ha

permitido una transesterificacion que dar lugar a una conversion en ésteres metilicos.

Cromatografia de capa fina (Thin laver chrimatography-TLC)

En el proceso de cromatografia de capa fina (Thin Laver Chrimatography o TLC),
se incluyo hexano (80:20) para identificar el factor de retencion de cada muestra y, de
manera general se determind que las muestras de luz azul presentan un factor de retencion
mayor a la luz blanca. Cabe recalcar que tanto las muestras de luz blanca y luz azul en
TCL de lipidos, AGL, FAME directo, FAME indirecto y FAME a partir de AGL
presentaron un recorrido relevante para poder obtener su respectivo factor de retencion.
Segun Pannkuk et al., (2013) sefiala que, la adicién de hexano (80:20) en procedimientos
de TCL para lipidos, AGL o FAME garantiza la presencia visible de un recorrido de cada

muestra requerida y poder determinar su factor de retencion.

Para TCL de lipidos se obtuvo un factor de retencion de 0,6 y 0,8 para luz blanca
y luz azul respectivamente, en el caso de TCL a partir de AGL el recorrido fue de 0,8
tanto para luz blanca y luz azul, en TCL de FAME directo de obtuvo un factor de retencién
de 0,5 en luz blanca y 0,7 en luz azul, en TCL de FAME indirecto se determind un factor
de retencion de 0,3 y 0,4 para luz blanca y luz azul y para FAME a partir de AGL se
determiné 0,4 como factor de retencion para luz blanca y 0,3 para luz azul. En la
investigacion de Eibler et al., (2017) realiza el procedimiento de TCL en Ursus maritimus
logrando determinar un Rr de 0,0 para fosfolipidos, R de 0,07 — 0,09 para AGL y un R¢
de 0,42 — 0,46 para FAME, en base a los resultados obtenidos y comparados con los
resultados de Eibler et al., (2017) podemos confirmar cualitativamente la presencia de

lipidos, AGL y FAME en los cultivos de luz artificial blanca y luz artificial azul.
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5.CONCLUSIONES

En el presente estudio de investigacion se logré comprobar que un consorcio
microalgal conformado por las especies Chlorella vulgaris y Scenedesmus sp., puede
adaptarse y crecer en agua residual de origen avicola acondicionado con luz LED
blanca y azul.

Se determin6 que el contenido de nutrientes originales del agua residual es
suficiente para lograr la obtencion de biomasa.

Los consorcios microalgales acondicionados con luz LED blanca y luz LED
azul presentaron un porcentaje de remocion de nutrientes alto durante los 12 dias 'y 14
dias de cultivo, respectivamente; demostrando asi que los consorcios tienen un alto
potencial para realizar tratamiento de aguas residuales.

La extraccion de lipidos presentd un porcentaje mayor al 50%, en presencia
de los solventes extractores cloroformo:metanol (2:1) y metanol en el procedimiento
de biomasa seca. Sin embargo, en la extraccion de AGL logré un rendimiento superior
al 58 % y FAME se logr6 un rendimiento superior al 59%. Se concluye que el medio
de cultivo y el acondicionamiento con luz LED garantiza un mayor rendimiento en la
produccion de grasas con potencial para la produccion de biocombustibles a partir de
microalgas.

6.RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar andlisis fisicoquimicos con nuevas fuentes de aguas
residuales que se caractericen por la presencia de nutrientes y acondicionado con
variables ideales para lograr un adecuado crecimiento de microalgas y ademads crear

nuevas propuestas de biorremediacion de aguas residuales.
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Es recomendable realizar distintos métodos de biorremediacion en el cultivo,
como someter a ciertas condiciones de estrés luminico, pero manteniendo una fuente
de aireacion para evitar la tasa de cizallamiento.

En base a la bibliografia, se recomienda manipular el sustrato del medio de
cultivo aumentado la concentracion de Hierro y disminuyendo la presencia de
nitrégeno para lograr un mejor rendimiento lipidico.

Se recomienda realizar andlisis con solventes eutécticos como: cloruro de
colina, &cido acético, acido citrico o glucosa para realizar procesos de obtencion de
lipidos y lograr una menor contaminacion ambiental como la que se ha producido al
implementar solventes extractores volatiles utilizados en la presente investigacion.

Se recomienda realizar un andlisis lipidico de los FAMEs obtenidos para
ratificar cuantitativamente la conversion a ésteres metilicos de 4acidos grasos
caracteristicos del biodiesel y poder detallar si el consorcio microalgal tiene un
potencial adecuado para la produccion de biocombustibles.

7.RECONOCIMIENTO

Para la realizacion de la presente investigacion de DII proyecto P101617 2.2
de la Universidad Internacional SEK, Ecuador financio los reactivos y materiales de
trabajo y la Corporacion de Investigacion Energética del Ecuador realizé la donacion

de otros materiales y equipos.



ANEXOS

Anexo 1. Tabla de los limites permisibles de descarga a un cuerpo de agua dulce
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