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Resumen

El cultivo de maricultura se ha incrementado en las Ultimas décadas, generando aguas de
proceso contaminadas que impactan negativamente |os ecosi stemas costeros. Por esta razon
se requieren sistemas de tratamiento que sean econdmicamente viables, 10 cual se puede
lograr a implementar sistemas depuradores operados para favorecer la obtencion de
subproductos energéticamente (tiles, ademas de llevar a cabo la remocion de
contaminantes. En este trabgo se cultivaron las microalgas Dunaliella sp.,
Nannochloropsis sp. y Tetraselmis sp. en ambientes controlados para depurar efluentes que
simulen aguas residuales de maricultura. El cultivo se realizd en sistemas de una sola etapa,
en volumenes de 1.5L, induciendo estrés por diferentes densidades de flujos de fotones
(900, 1500 y 2000 umol m2sY), y bajas concentraciones de nutrientes (carbono, nitrégeno
y fésforo) alcanzadas durante la fase estacionaria de crecimiento, en la cua las microa gas
aumentaron su contenido de lipidos. Los mejores resultados fueron obtenidos con la
microalga Tetraselmis sp. que alcanzé una productividad de biomasa de 132.8 mgL 1 dia?
en los cultivos a 900 umol m~2 s, Esta misma microal ga obtuvo la mejor productividad de
lipidos, de 29.5mg L~tdia™, en los cultivos con una densidad de flujo de fotones de
1500MmMolm=2571 donde su productividad de biomasa fue de 124.5mg L~ dia>. En e
caso de Tetraselmis sp., € contenido de lipidos al final de la fase estacionaria (120 mg L)
fue el doble que & que tenia a final de la fase logaritmica de crecimiento (60 mg L™). Las
tres especies de microalgas removieron méas del 90 % de nitrégeno total (nitrégeno
amoniacal, nitratos y nitritos) y de ortofosfatos y e 80 % de carbono (medido como
demanda quimica de oxigeno.

Debido a que se obtuvieron los mejores resultados con Tetraselmis sp., esta especie se
cultivé en una laguna de ata tasa con 70 L de medio conteniendo 45 mg L™ de nitratos, 10
mg L de nitritos, 30 mg L™ de amonio, 17 mg L™ de ortofosfatos y 270 mg Oz L de
materia organica disuelta medida como demanda quimica de oxigeno (DQO). El cultivo se
mantuvo con un fotoperiodo de 12 h:12 h luz:oscuridad con una densidad de flujo de
fotones fotosintéticamente activos de 1500 pmol m? s, con una temperatura de 23 + 2° C.
Se realiz6 un cultivo semicontinuo en donde al llegar a la fase estacionaria se extrgjo la
mitad de volumen de cultivo y se adicionaban 35 L de medio de cultivo. Se redizaron 3
etapas de cultivo obteniéndose 1.193 g L™ + 0.006 g L de biomasa seca, con un contenido
de lipidos de 62.161 mg g + 3.478 mg g. El escalamiento de los cultivos tuvo un efecto
negativo en la productividad de biomasay lipidos siendo menor que en los cultivos a escala
laboratorio. En este caso se obtuvo una productividad de biomasa de 43.3 mgL tdia™? y
una productividad de lipidos de 5.57 mgL ™ dia™. La remocion de nutrientes obtenida fue
de 95.5 + 0.4 % para nitrégeno total, 94.4 + 0.5 % para ortofosfatos y 61.4 + 3.9 % de
DQO. Con estos resultados se constata que es factible emplear esta microalga para €l
tratamiento de aguas residuales de la maricultura, con e beneficio de obtener biomasa con
unamayor cantidad de lipidos susceptibles de ser transformados a biodiesel, un producto de
valor agregado que puede ayudar areducir los costos de tratamiento del aguaresidual.



Abstract

Mariculture production has increased in the last decades, with untreated wastewater
discharged directly into the sea, impacting coastal ecosystems. There is a need for
mariculture wastewater treatment systems that are costeffective. This can be met by the
implementation of wastewater treatment systems that in addition to removing pollutants are
capable of producing valuable by-products such as biomass for the biofuel industry. In this
study, Dunaliella sp., Nannochloropsis sp. and Tetraselmis sp. microalgae were cultivated
in controlled environments simulating mariculture wastewaters. Single stage culture
systems were used to grow these microalgae, the growing conditions included inducing
stress with different photon flux densities (900, 1500 and 2000 pmol m2 s?), and low
carbon, nitrogen and phosphorus concentrations obtained at the stationary phase, in order to
force these microalgae to increase their lipid content. The best results were obtained with
Tetraselmis sp., which achieved 132.8 mg L™* day* of biomass productivity at 900 pmol m-
2 51 Nevertheless the best lipid productivity was reached at 1500 pmol m m? s?, aso by
Tetraselmis sp., being 29.5 mg L, where biomass productivity was of 124.5 mg L™ day™.
All three microalgae species were able to remove >90% of nitrogen and orthophosphates,
and 80% of carbon, which makes them suitable for treating mariculture wastewater, and in
addition, represent a valuable high lipid content biomass byproduct usable as raw material
for biodiesel synthesis.

In the second phase of the experiment con sisted in the cultivation of Tetraselmis sp. in
synthetic water simulating mariculture wastewater to carry out its treatment and use the
produced biomass as a value-added product through the production of biodiesel from its
fatty acids. The microagae was cultivated in a raceway lagoon with 70 L of medium
containing 45 mg L* of nitrates, 10 mg L* of nitrites, 30 mg L™ of ammonium, 17 mg L
of phosphates and 270 mg O L™* of dissolved organic matter measured as chemical oxygen
demand (COD). The culture was maintained with a photoperiod of 12 h: 12 h light:
darkness with a photosynthetically active photons flux density of 1500 pmol m? s, with a
temperature of 23 £ 2 °© C. A semi-continuous culture was carried out where at the
stationary phase, half of the culture volume was extracted and 35 L of culture medium are
added, in each stage. Three stages of cultivation were done, obtaining 1.193 + 0.006 g L
of dry biomass, with a biomass productivity of 57.44 + 6.84 mg L™ day?, with a lipid
content of 62.161 + 3.478 mg g%, resulting in a lipid productivity of 5.57 + 0.93 mg L
dayl. The remova obtained were 955 + 0.4 % of total nitrogen, 94.4 + 0.5 % of
orthophosphates and 61.4 + 3.9 % of COD. With these results it can be noted that the use of
this microalgae to carry out mariculture wastewater treatment with the possibility of
producing biodiesel, reducing treatment costs is feasible.



I ntroduccion

La produccién de la acuicultura se ha incrementado de forma dramética en los pasados 40
anos [1], representando e sector de la produccion de alimentos de mayor crecimiento.
Actualmente laindustria de la acuicultura esta produciendo mayor cantidad de alimento que
el producido por la pesca. Esta expansion se reflgga en € aumento de las &reas de
produccion, € avance en la tecnologia, pero también en € uso de recursos como tierra,
agua, alimento, energia, medicamentos y productos quimicos que conllevan a la
explotacion de recursos naturales. El crecimiento de esta industria conlleva al aumento de
productos de desecho que causan dafios ambientales principalmente por las emisiones a la
atmosfera y la descarga de aguas residual es, ademés de producir riesgos potenciales parala
salud de otras especies. [2]. Las aguas residual es provenientes de la acuicultura son ricas en
nitrogeno, fésforo y sustancias organicas y su tratamiento siempre ha sido un problema para
el desarrollo sustentable de esta industria. Aunque existen diferentes tecnologias y métodos
gue han sido utilizados para € tratamiento de las mismas, su operacion es caray se requiere
una gran inversion inicial, lo cual ha limitado su aplicacion [3]. Existen otros posibles
tratamientos mas econdmicos para reciclar los nutrientes presentes en el agua residua y
producir simultaneamente alimento para los peces y mariscos cultivados en los sistemas de
acuicultura, como los tratamientos a base de microalgas [4].

La reduccion de la contaminacion generada por los sistemas de acuicultura puede
alcanzarse mediante el cultivo de microalgas en las aguas residuales generadas, pudiendo
reciclar los contaminantes presentes. Tradicionalmente han sido utilizadas para larvicultura
(como aimento de otras especies), sin embargo también pueden utilizarse para consumo
humano ya que producen productos farmacéuticos y benéficos para la salud ademas de
sustancias que pueden ser utilizadas parala produccion de biocombustibles [5].

La produccién a bajo costo y con menor impacto ambiental de biocombustibles para €
transporte depende de la utilizacion de agua de fuentes no tradicionales y no potables, por
lo que & uso de agua residual, cuerpos de agua contaminados o efluentes de plantas de
tratamiento pueden ser utilizados para ese proposito con el objetivo de cultivar algas que
mejoren la calidad de este tipo de aguas a través del consumo de los contaminantes
presentes [6]. Las microalgas son una de las mejores materias primas para la produccion de
combustibles sustentables, que remplacen los combustibles fosiles, debido a sus altas tasas
de crecimiento en comparacion con las plantas terrestres, la habilidad de crecer en tierrano
cultivable y su alto contenido de compuestos energéticos, bajo las condiciones adecuadas
de cultivo, los cuales pueden ser quimicamente transformados a combustibles usando las
tecnologias existentes [7].

Los costos de la obtencion de aceites de microalgas exceden, actuamente, los de la
produccidn de aceites vegetales, por lo cua su obtencidén no es econdmicamente viable.
Estos costos podrian reducirse mejorando la productividad volumétrica o por area de los
sistemas de produccién de aceites de microalgas. La intensidad de la luz, la concentracién
de nutrientes, € pH y la temperatura son importantes parametros de cultivo para las
microalgas y pueden por tanto afectar la productividad, calidad y rendimiento de la
produccion de aceite de las mismas [8].

En la actualidad hay una competencia cada vez mayor por agua, energia y nutrientes,
pudiéndose utilizar el agua residual para la recuperacion de estos valiosos recursos, |o cual
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apenas esta siendo explorado. Hasta ahora el agua residua ha sido considerada como un
desecho que tiene que tratarse y disponerse, por 10 que se debe cambiar la forma en la cua
se hallevado a cabo € mangjo del agua residual, considerandola una fuente de nutrientes y
energia, ademas de la misma agua que puede ser utilizada nuevamente. Mediante €
tratamiento del agua residual con microalgas se da la opcién de reciclar € aguay transferir
la energia y los nutrientes contenidos en la misma a la biomasa microalga que
posteriormente puede ser utilizada para la produccién de otros productos como son los
biocombustibles.



Objetivos

Objetivo principal

Producir biomasa microalga y subproductos Utiles de tres diferentes especies de
microalgas, a partir del tratamiento de agua que simula un efluente de la maricultura bajo
diferentes condiciones experimental es.

Obj etivos especificos

Evaluar a nivel matraz, en cultivos separados de Nannochloropsis sp., Dunaliella sp. y
Tetraselmis sp., € efecto que tiene la concentracion de nitrégeno y la densidad de flujo de
fotones fotosintéticamente activos (DFFFA) sobre la bioacumulacion de lipidos, contenido
de clorofilay la productividad de biomasa.

Determinar, en cultivos de la microalga que haya generado la mejor respuesta, el efecto del
cambio de volumen a un reactor (laguna de oxidacion de atatasa) de 70 L alimentado de
manera semi-continua, sobre su productividad de biomasay contenido de lipidos.

Determinar el rendimiento y calidad del biodiesel obtenido del cultivo de la microalga
previamente sel eccionada.

Proponer un modelo conceptual que permita entender la relacion que existe entre la
concentracion de nitrégeno presente en e cultivo y la densidad de flujo de fotones
fotosintéticamente activos que este recibe con la productividad de lipidos en la microalga.

Hipotesis

Es posible obtener, mediante la disminucion de la concentracién de nutrientes (nitrogeno,
fosforo y carbono) y/o la densidad de flujo de fotones fotosintéticamente activos,
productividades de biomasa y lipidos similares a las obtenidas en la bibliografia (las
productividades de biomasa més altas reportadas se encuentran alrededor de 500 mg L™
dia?! y las productividades de | ipidos de arededor de 65 mg L dial, Tabla 3), mediante e
cultivo bajo condiciones controladas en agua que simule un efluente de la mariculturay que
no se afecte la productividad de biomasay lipidos en € cultivo a mayor volumen.



Antecedentes

Sistemas de acuicultura

L os sistemas de acuicultura son aquellos en donde se lleva a cabo € cultivo de organismos
acuaticos, incluyendo peces, moluscos, crustaceos y plantas acuéticas; sobre todo para €l
consumo humano. Esta actividad de cultivo implica la intervencion del hombre en €
proceso de cria para aumentar la produccién, en operaciones como la siembra, la
alimentacion, la proteccion de los depredadores, entre otras [9]. La acuicultura es una
tradicion milenaria, pero en las Ultimas décadas ha ganado popularidad desde los puntos de
vista de produccion alimentaria, seguridad aimentaria y para proveer oportunidades de
empleo y fuente de ingresos [10]. Sin embargo ha sido criticada por sus impactos a la
biodiversidad y por su sobredependencia de recursos naturales [10]. En la actuaidad la
acuicultura produce casi la mitad del pescado que se consume a nivel mundial. Del afo
2000 a 2013 la produccion acuicola pasd de 32.4 millones de toneladas a 70.2 millones de
toneladas. Con este crecimiento se puede esperar que esta industria sea la principal fuente
de pescado para consumo humano en [os préximos afios. Sin embargo esto también serd un
reto para el mangjo sustentable de los recursos [11]

La acuicultura se ha desarrollado en afios recientes en México, ya que tiene beneficios
sociales y econdémicos que resultan en una fuente de alimento para la poblacion [12],[13].
Sin embargo esta actividad ocasiona impactos sobre |os ecosistemas, afectando las areas
cercanas a los cultivos y a los organismos que habitan esas éreas [13]. Algunos de los
efectos adversos generados a medio ambiente son la destruccion de areas naturales para la
construccion de estanques, la salinizacion de los suelos y 1os aportes de materia organica y
nutrientes al ambiente costero marino [14].

La acuicultura se divide en tres diferentes ambientes que son: agua fresca, agua salobre y
maricultura, actualmente mas de la mitad de la produccién es en agua fresca, seguida de la
maricultura y por ultimo en agua salobre. Los sistemas de acuicultura también varian en
cuanto a su grado de produccion y se dividen en sistemas extensivos, semiintensivos e
intensivos. Los sistemas extensivos se caracterizan por tener un bajo uso de recursos y por
lo tanto bajos rendimientos. Al incrementar la intensificacion se requiere mayor cantidad de
alimento como en el caso de los sistemas semi-intensivos, sin embargo los sistemas
intensivos dependen en gran medida o incluso completamente en el suministro de aportes
externos y de tecnologia[11]. El grado de impacto ambiental ocasionado por la acuicultura
se relaciona directamente con €l tipo de sistema de produccion que se implemente. Los
sistemas extensivos, semiintensivos e intensivos de produccion son los mas utilizados.
Conforme se intensifica € sistema de produccion, se requieren mayor cantidad de insumos
y materias primas [15]. Segun el sistema de produccién, existe un régimen de recambio de
agua que garantiza la eliminacion de depdsitos de materia organica y de otras sustancias
inorganicas presentes en € estanque. En una granja de produccion semi-intensiva de
camarén se puede tener una tasa de recambio diario de agua del 15% del volumen total.
Esto da una idea de la cantidad de aguas residuales descargadas a los ecosistemas
circundantes [16].

La mala planeacion y operacién de este desarrollo puede impactar de manera negativa la
integridad del ambiente costero. La alteracion ecoldgica del ambiente costero por la
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produccion acuicola genera efectos adversos de esta industria como la deforestacion de
manglar, €l desvio de esteros, e uso intensivo de agua y la descarga de aguas residuales.
[17]. Por lo general los sistemas de acuicultura se concentran en areas peguefias, 10 que
aumenta la cantidad de nutrientes descargados localmente. Esto contribuye a la
eutrofizacion que aumentala ocurrencia, intensidad y duracion de las condiciones hipoxicas
en las aguas costeras alrededor del mundo. Esto seguirda en aumento a aumentar la
produccion de esta industria [18]. El crecimiento descontrolado de las granjas de peces y
camaron se traduce en e vertido de grandes volumenes de efluentes diluidos en diferentes
puntos. Muchos de los cultivos se realizan en estanques los cuales tienen efluentes no solo
al ser drenados y cuando hay recambio de agua, sino también cuando llueve, lo que resulta
en fuentes de contaminacion no puntuales [19]. Mientras la industria de la acuicultura se
desarrolla intensivamente, su impacto ambiental aumenta. Las descargas de agua
provenientes de esta industria deterioran e ambiente a mismo tiempo que aumenta la
necesidad de produccién de pecesy mariscos para aimento [20].

Es una préactica comun, tanto en México como en otros paises, que las aguas residuales de
los cultivos sean descargadas a los estuarios circundantes sin ningun tratamiento. Por lo
cual se requieren estrategias de remediacion por los efectos contaminantes que tiene la
acuicultura en e ambiente. [17]. Esto ha causado preocupacion en cuanto a los impactos
ambientales, sobre todo por las descargas de nitrégeno y fésforo que estimulan la
produccion primaria 'y por lo tanto la eutrofizacion en los cuerpos de agua receptores y los
sistemas marinos. [18].

Algunos de los efectos nocivos, relacionados a impacto ambiental, causados por la
acuicultura son la destruccion de sitios naturales como manglares y humedales,
diseminacion de enfermedades, disminucion de la biodiversidad natural por € escape de
especies no nativas, la contaminacion de cuerpos de agua y acuiferos por la descarga de
efluentes [21] y por otro lado, |a pesca excesiva de peces para la produccion de aimento y
aceite de pescado para e consumo de las especies cultivadas [22]. En algunos casos, |a
acuicultura en estanques ocasiona contaminacion en el agua subterrdnea 'y suelo, esto por la
posible filtracion de agua salobre proveniente de los estanques de cultivo [23]. Las
précticas acuicolas van degradando €l medio ambiente tanto por las descargas de agua con
grandes cantidades de desechos, como por el aimento no consumido que se sedimentaen €
fondo marino, dafiando a ambiente. Ademas se introducen antibiéticos y sustancias
guimicas al ecosistema. Las actividades que tienen un impacto en el ambiente en e proceso
productivo del camaron son la adicion de alimento a los cultivos, el recambio de agua, la
desinfeccion y lavado de estanques y la cosecha [15].

En los sistemas acuicolas semiintensivos, cominmente se adicionan nutrientes con la
finalidad de aumentar la productividad natural. Los nutrientes més utilizados son los
inorganicos (fertilizantes con diferentes combinaciones de nitrogeno, fésforo y potasio),
también son utilizados |os orgénicos (abonos, desechos vegetal es, metales traza y silicatos),
aunque en menor medida [23]. En los cultivos intensivos se adicionan grandes cantidades
de aimento rico en proteina para sostener e rapido crecimiento de los organismos
cultivados. [24]. Aunque estas practicas pueden aumentar la produccion, su UusO
indiscriminado puede ocasionar contaminacion en € suelo y € agua[23].

La excesiva adicion de alimentos y e excesivo uso de fertilizantes y sustancias quimicas,
enriquecen las aguas con nutrientes y contaminantes, ademas de virus y bacterias. La
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dispersion de materia organica de las granjas de salmon cambia la biodiversidad de la
microflora de los sedimentos bénticos. La descarga de efluentes contaminados del cultivo
de camardn ha causado una fuerte eutrofizacién local en las lagunas costeras del Golfo de
Cdifornia en México, entre otras regiones [11]. De los fertilizantes y aimento que se
adicionan a los estanques para mejorar la produccion de las especies cultivadas, solamente
entre un 25 y 30 % son recuperados en los organismos durante la cosecha. Esto ocasiona
gue los efluentes descargados tengan mayores concentraciones de nutrientes, plancton,
solidos suspendidos y demanda de oxigeno que los cuerpos de agua donde se descargan, 10
gue los convierte en fuentes de contaminacion (Boyd, 2003, [24]. Cuando se redliza la
cosecha de los organismos, hay un mezclado en los estanques provocando que se
resuspenda el sedimento lo que provoca altas concentraciones de nitrogeno, fosforo, sdlidos
suspendidos y demanda bioquimica de oxigeno en el efluente. La resuspension y oxidacion
del sedimento, compuestos reducidos y materia organica durante la cosecha puede resultar
en bajo oxigeno disuelto y bajo pH [25].

La eficiencia en la retencién de nutrientes en los organismos producidos es en general
menor a 35 %. Los nutrientes disueltos son en general ricos en nitrdgeno mientras que los
nutrientes particulados son ricos en fésforo. En un cultivo de moluscos en promedio se
retiene alrededor del 33 % de nitrogeno y € 22 % del fésforo en los organismos, alrededor
del 40 % del nitrégeno y e 47 % del fosforo van alos sedimentosy € 27 % de nitrégeno y
el 31 % del fésforo se quedan disueltos en el agua. En un cultivo de peces en promedio se
retiene alrededor del 36 % de nitrogeno y € 33 % del fésforo en los organismos, alrededor
del 10 % del nitrégeno y e 40 % del fosforo van alos sedimentosy € 54 % de nitroégeno y
el 27 % del fosforo se quedan disueltos en €l agua. En los cultivos de camardn en promedio
se retiene alrededor del 25 % de nitrégeno y € 10 % del fosforo en los organismos,
alrededor del 20 % del nitrogeno y € 72 % de fosforo van alos sedimentos y € 45 % de
nitrogeno y el 18 % del fosforo se quedan disueltos en el agua [26].

Para asegurar una calidad de agua adecuada en los cultivos, se descarga € agua residual a
los cuerpos de agua costeros adyacentes, 1o que causa la liberacion de nutrientes y solidos
suspendidos estimulando o exacerbando la eutrofizacién y los florecimientos algales que
causan serios problemas en € ecosistema acuatico. Las pobres o nulas regulaciones
ambientales y la falta de planeacién y estrategias de mangjo a nivel internacional han
causado una seria degradacion ambiental en las Ultimas décadas. La acuicultura depende de
la produccion natural de recursos por parte de los ecosistemas circundantes, por o que no
puede haber una coexistencia sustentable entre un hébitat costero y el desarrollo de esta
industria[11].

En algunos cuerpos de agua la rdpida produccién de biomasa en la columna de agua puede
facilitar la asimilacion de los nutrientes, los flujos de marea también pueden mitigar los
impactos del agua residual y los efectos sobre e ambiente receptor, cuando los niveles de
descarga y/o las concentraciones de contaminantes son bgjas. Sin embargo, 1os impactos de
la acuiculturaintensiva han hecho que se adapten mejores préacticas de manejo [24].

El agua residua proveniente de la acuicultura contiene principa mente materia organica no
disuelta compuesta por alimento que no ha sido comido por las especies cultivadas, heces y
bacterias y nutrientes inorganicos disueltos como amonio, nitritos, nitratos y compuestos
con fosforo [22]. La produccion de materia organica, nitrogeno y fosforo esta relacionada



con la conversion de alimento por parte de los organismos cultivados y difiere con
diferentes dietas, temperaturas, especies y tamafio de organismos y sistemas de cultivo [21].

Entre los afios 2000 y 2010 la descarga de nitrégeno de la maricultura aument6 de 0.3 a 0.6
millones de toneladas y de 0.04 a 0.1 millones de toneladas de fosforo por afio. Por 1o que
la contribucién de la acuicultura ala descarga de nutrientes es del orden del 1 a 2 % [18].

Una de las implicaciones de las descargas de nutrientes de la maricultura no es solo gque la
capacidad asimilativa del ambiente pueda ser excedida causando hipoxia, es que ademés los
cambios en la calidad de nutrientes producidos por la maricultura, promueven ambientes
gue favorecen florecimientos algales nocivos. Las algas nocivas son aguellas que pueden
intoxicar o matar a los organismos de la maricultura y que pueden causar dafio a la salud
humana debido a que las toxinas que pueden acumularse en |0os organismos marinos que
posteriormente se utilizan para consumo humano. Las diferentes formas y proporciones de
productos en los efluentes dependiendo de las condiciones de la maricultura contribuyen a
los diferentes tipos de algas que proliferan en los diferentes ambientes, debido a la
preferencia de nutrientes de los diferentes tipos de agas, pudiendo estimular € crecimiento
de florecimiento de algas nocivas. El grado a cual los florecimientos de algas nocivas estan
asociadas ala maricultura depende de laintensidad de la operacién del cultivoy a grado en
gue los cuerpos receptores de agua retienen las descargas [26]. Una pequefia parte del
nitrodgeno descargado se encuentra en forma de urea, siendo lamayor parte de las descargas
en forma de amonio. La proporcion de amonio y urea varia por las condiciones ambientales
y la dieta. La urea puede estimular e crecimiento de cierto tipo de fitoplancton en aguas
costeras 10 que puede causar un cambio de las especies predominantes a algas dafinas que
son nocivas para el ecosistema, debido a que producen toxinas que pueden causar la muerte
de peces e indirectamente causar problemas de salud a humanos [18].

En la Tabla 1 se muestran las concentraciones de nutrientes en efluentes del cultivo de
camaron obtenidas de 14 publicaciones, mostrandose las concentraciones minima vy
maxima encontradas y la mediana de |as 14 caracterizaciones.

Tabla 1. Concentraciones de contaminantes en ef|luentes de cultivo de camaron [25].

Variable Minimo Mediana Méximo
Nitrégeno total (mg LY) 0.02 2.04 2600
Nitritos (mg L) 0.0 0.05 0.91
Nitratos (mg L) 0.001 0.30 7.00
Nitr 6geno amoniacal (mg L) 0.01 0.38 7.87
Fésforototal (mg L) 0.01 0.26 110
Fésforo soluble reactivo (mg L) 0.0 0.09 11.2
Oxigeno disuelto (mg LY) 0.4 5.6 9.6
pH 6.3 8.2 9.2
DBOs (mg L) 13 8.9 50.7
Solidos suspendidos totales (mg L %) 10 108 3671
Sélidos suspendidos volatiles (mg L) 8 43 713
Clorofila en Sélidos Suspendidos Totales (ug L) 1 67 694



En la actualidad para poder mantener el crecimiento de los sistemas de acuicultura se debe
reducir tanto la cantidad de agua requerida como € efluente descargado por unidad de
biomasa producida, ademés los sistemas deben proveer cierto grado de resistencia a la
ocurrencia de enfermedades [27]. Existen varios tratamientos para remover los
contaminantes presentes en el agua residual proveniente de la acuicultura como los filtros
biolgicos, biodiscos y filtros de lecho fluidizado, entre otros [20]. Estos sistemas son
utilizados para remover el carbono y € nitrdgeno pero tienen bajas eficiencias de remocion
de fosforo y una gran desventaja que es la acumulacion de lodos, que deben ser removidos
del sistema y tratados posteriormente [28]. Los procesos de tratamiento de las aguas
residuales por lo general estan disefiados para eliminar la materia facilmente sedimentable y
biodegradar |la materia organica presente, dando como resultado un efluente claro que se
descarga en los cuerpos de agua. Sin embargo, este efluente contiene nitrogeno y fésforo
disueltos que causan eutrofizacién, ademéas pueden contener contaminantes persistentes y
metales pesados que causan problemas a largo plazo [29]. Varias técnicas fisicas y
quimicas estan disponibles para € tratamiento de aguas residuales, como la
desnitrificacion, usadas para la remocion de compuestos nitrogenados y la precipitacion
guimica usada para remover € fésforo. Estos métodos cada vez se utilizan menos por no
ser amigables con el ambiente a producir lodos toxicos como subproductos [1].

No existen regulaciones para la descarga de efluentes en la industria de la acuicultura,
muchas veces en la administracion ambiental se usan lo que se denomina las mejores
précticas de manejo para prevenir los impactos ambientales negativos, permitiendo que se
Ileve a cabo la produccion de una manera economicamente viable. Esto implica que estas
précticas no siempre son las mejores y tienen que ser modificadas a avanzar la tecnologia,
ademas de ser especificas para cada sitio. En acuicultura, muchas de estas practicas son
listas de sugerencias, dejando que los productores decidan el método de implementarlas.
[19].

En general es dificil cambiar las précticas de mangjo de los granjeros, para que adopten las
mejores practicas de mangjo, la meor forma de hacerlo es cuando a adoptarlas se ve un
incremento claro de las ganancias. Ademas para lograr esto se debe promover una
educacion ambiental en los productores, enfocandose no solo en |os beneficios ambientales,
sino también en e aumento de las ganancias como resultado de la implementacion de las
mejores préacticas de manegjo. Existen dos organizaciones no gubernamentales que han
elaborado estandares para los efluentes de la acuicultura que son la Alianza Globa de la
Acuicultura (GAA por sus siglas en inglés, Globa Aquaculture Alliance) y la Corporacion
Internacional de Finanzas (IFC por sus siglas en inglés, International Finance Corporation)
[19]. EnlaTabla 2 se presentan los estandares de estas organizaciones.
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Tabla 2. Limites permisibles de descarga en los efluentes provenientes de la acuicultura
segun la Alianza Global de la Acuicultura (GAA) y la Corporacion Internaciona de
Finanzas (IFC) [19].

Variable GAA IFC
pH 6.0-9.0 6a9
Solidos suspendidostotales 50 mg L™ o menos 50 mg L
Fosforo total 0.3mg L o menos NP
Nitr 6geno amoniacal total 3mg L™ o menos NP
DBO5 30 mg Lt 0 menos 50mg L™
Oxigeno disuelto 50mas NP
Grasasy aceites NP 10mg L™
Coliformes NP 4000 NMP L-1 (NMP= nimero
maés probabl e)
Temperatura NP Incremento menor o igual a3° C

*NP: no se presenta

Hasta hace poco €l cultivo de peces se llevaba a cabo en areas donde |0s recursos acuaticos
eran casl ilimitados, utilizando sistemas de flujo continuo [30], pero en zonas costeras las
reservas de agua pueden estar limitadas debido a los regimenes de las mareas y las
regulaciones ambientales. Por esta razon se dienta la utilizacion de sistemas de
recirculacion y diferentes tecnologias para € tratamiento de agua [31]. Las técnicas que
involucran la recirculacion del agua residual después de un tratamiento biolégico y/o una
filtracion pueden hacer a la acuicultura cas independiente de agua disponible [30]. La
reutilizacion del agua se ve limitada por la acumulacién de productos de desecho
excretados por los peces, como € didxido de carbono, € nitrogeno amoniacal, los solidos
disudltos, los nitratos y los fosfatos que son dificiles de remover [32]. Otra desventgja de
estos sistemas es que son sistemas compl g os que requieren monitoreo constante ademas de
tener altos costos de operacion, por o que en ocasiones no resultan econdmicamente
viables, por lo cual se requiere reducir su costo mediante la produccion de organismos que
tengan cierto valor econdmico [33]. Aungue hay cierto interés en el reliso de agua y los
sistemas de produccion cerrados, actualmente no es econdémica ni técnicamente viable
realizar cultivos de acuiculturasin descarga [19], [34].

La investigacion en sistemas de tratamiento con microalgas, aunque no son nuevos, han
sido poco estudiados y solamente existen escasos estudios de este tipo. Existen
restricciones para € desarrollo a gran escala de estos sistemas como son la caracterizacion,
la adaptacion a cada region, tipo de efluente, € uso final del efluente tratado, especies de
algas y las demandas del consumidor final [35]. Los procesos de recirculacion en la
acuicultura se encuentran principalmente en cultivos en exterior con organismos de agua
fresca y agua salada. Los nutrientes del cultivo son removidos mediante una combinacion
de procesos de asimilacién y desasimilacién, mediados por organismos heterétrofos y
fotétrofos, en este proceso, se integra €l cultivo de las especies para consumo con las
especies que se utilizan para e tratamiento de las aguas residuales. Las especies que pueden
utilizarse para €l tratamiento de los desechos son macroalgas, plantas y microagas, en
algunos casos, también de producen otros organismos como los animales filtradores,
detritivoros y bacterias heterétrofas también son producidos. Estos sistemas se conocen
como sistemas multitroficos de acuicultura integrada, en donde la produccion de las
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especies acuaticas primarias se combina con €l crecimiento de otras especies con valor
econdémico, lo que provee una soluciéon para incrementar la productividad del sistema,
reduciendo los desechos producidos [21]. Los sistemas integrados de acuicultura con mas
de un organismo a diferentes niveles troficos, todo en un solo sistema de produccion,
incrementa la retencion de nutrientes en € sistema con lo que se reduce € contenido de
estos en los efluentes. Estos tipos de sistemas son dificiles de implementar ya que se
dificulta el mango de multiples especies en sistemas de produccién intensificada [18].

Las microalgas son mas apropiadas que las macroalgas u otras plantas para ser utilizadas
como productoras de compuestos de interés ya que tienen altas tasas de crecimiento y
pueden adaptarse a diversas condiciones naturales o artificiadles que promuevan la
produccion de productos deseados como los lipidos [36]. El tratamiento de las descargas
puede contribuir tanto a la mitigacion de impactos como a obtener mejores resultados de
produccion de compuestos de interés. Las microalgas pueden utilizarse para mejorar la
calidad del agua a absorber €l nitrégeno excretado por las especies cultivadas. Al llevar a
cabo un tratamiento del agua, la misma puede ser reutilizada 1o que disminuiria la
dependencia del aporte de aguas naturales. Ademas las microalgas pueden utilizarse como
unafuente de alimento natural [17].

El uso de efluentes de los sistemas de produccion intensivos de la produccion de
acuicultura es una alternativa potencial de medio de cultivo para microalgas. De estos
efluentes el que sobresale es e cultivo sUper intensivo en bio-floc de camarones, ya que la
tecnologia se basa en minimo recambio de agua, con atos contenidos de materia organica
en forma de alimento sin consumir, fertilizantes y productos de excrecion, |o que resulta en
efluentes con gran potencial de eutrofizacién [37].

Cultivo de microalgas

La capacidad de producciéon de biomasa de microalgas depende de la latitud geogréfica
donde se ubiquen los reactores para e cultivo, ya que € régimen de luz solar varia
dependiendo de la ubicacion geogréfica [38]. Las condiciones climaticas del sitio como la
irradiacion y las temperaturas afectan directamente la actividad fotosintética y por lo tanto
su productividad [39], otros factores que afectan la productividad son el fotoperiodo y las
variaciones estacionales. Por esta razon para la seleccién de una especie de microalga para
la produccién de biodiesel se debe tomar en cuenta, ademas de su productividad de biomasa
y lipidos, su capacidad de adaptarse alos cambios en |as condiciones externas como son la
temperaturay los ciclos diurnos [40]. La dependencia del crecimiento de las microalgas con
las variaciones estacionales crean una diferencia anual entre la capacidad de produccion y
procesamiento de la biomasa, ya que hay épocas donde pueden existir excesos de
produccidn, mientras que otra época del afo la baja productividad de las microalgas
ocasiona un exceso en la capacidad de procesamiento [41].

Cuando se redlizan cultivos externos las condiciones de luz varian durante € dia. En
presencia de luz las microalgas llevan a cabo la fotosintesis, formando carbohidratos, que
son utilizados en la noche durante €l proceso de respiracion. Esta es la razén de que durante
el dia se vea un incremento de la biomasa mientras que en la noche existe una pérdida de
biomasa debido a uso de carbohidratos para la sintesis de compuestos celulares. Por 1o
tanto la productividad neta es el resultado de lafotosintesisy larespiracion [42].
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La mayor parte de los estudios realizados con cultivos de microalgas se hacen bao
condiciones axénicas (cultivos puros), lo cual no seria econdémicamente viable de mantener
en sistemas abiertos a gran escala. Se ha demostrado gue la presencia de bacterias en €
cultivo puede mejorar la produccion de microalgas haciendo que e sistema mantenga su
funcidn cuando se presentan alteraciones externas. Esto puede deberse a que las bacterias
mineralizan los sustratos organicos a sustratos inorganicos, que son preferidos por las
microalgas, producen factores de crecimiento y micronutrientes que ayudan a crecimiento
de las microalgas y transforman el amonio, que es toxico para las microalgas, en nitratos y
nitritos [43].

Microalgas para tratamiento de aguas residuales provenientes de la acuicultura

Uno de los mas serios problemas que tendra la humanidad en un futuro seralareduccion de
las reservas de agua potable. El desarrollo de la industria de la acuicultura es un factor que
contribuye a esto. EI amonio y los nitritos son quimicos toxicos que resultan del cultivo de
peces, especiamente en @ cultivo intensivo. Estas sustancias también son toxicas para los
humanos, por lo que deben ser eliminadas de las aguas residuales y esto puede lograrse
mediante procesos bioldgicos. Las microalgas tienen potencia para remover estos
contaminantes y otros por su alta capacidad de consumir nutrientes [44].

En la actualidad los procesos de tratamiento de aguas residuales generalmente consumen
grandes cantidades de energia y requieren una fuerte inversion y costos de operacion.
Durante € tratamiento se liberan gases de efecto invernadero y otras sustancias volatiles,
ademas recursos valiosos como los fosfatos y el nitrdgeno no son recuperados. Todo esto
hace que los procesos no sean sustentables. La sustentabilidad ambiental de un proceso de
tratamiento de aguas residuales requiere que la calidad del efluente cumpla con los
estandares de recuperacion y reliso y que la transferencia de la contaminaciéon a fases
gaseosa y solida se reduzca a un nivel aceptable [45].

En agunos criaderos de especies para la acuicultura se cultivan microalgas para la
larvicultura, es decir, que se utilizan como alimento para las crias de peces, camarones, etc.
0 como alimento de otras especies pequefias como artemias con las cuales se alimentaran a
los peces y mariscos [5]. Grandes cantidades de agua y nutrientes son requeridos para €l
cultivo comercial de microalgas, este consumo de recursos podria reducirse cultivando
especies marinas en aguas salinas usando nutrientes de efluentes contaminados [46]. El
agua residual puede ser procesada en lagunas, produciendo biomasa de las microalgas que
puede ser un recurso aimenticio para varias especies acuéticas [47] o darle otros usos
ademéas como la extraccién del aceite para producir biodiesel [5].

Las microagas han sido utilizadas para |a ficoremediacion debido a que no se generan mas
contaminantes después de la remediacion cuando la biomasa generada es utilizada para
producir biocombustibles [4]. Los cultivos de microalgas ofrecen un tratamiento de aguas
residuales interesante, ya que pueden utilizar e nitrogeno y fésforo inorganicos para su
crecimiento, ademas de ser capaces de remover metales pesados asi como agunos
compuestos organicos téxicos [29]. La bioremediacion de las aguas residuales mediante
microalgas es un sistema sustentable, siempre y cuando la remocién de nutrientes sea
eficiente y la biomasa producida sea utilizada [48].
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La utilizacion de agua salada para € cultivo de microalgas puede prevenir la contaminacion
debido a las altas salinidades, que impiden e crecimiento de algunos microorganismos, 10
gue hace gue estos sistemas sean mas propensos para la produccion a gran escala [49].

Produccion de biodiesel

Las reservas de petréleo podrian agotarse para €l 2050 debido al crecimiento poblacional
gue deriva en un incremento en la demanda de este combustible fésil [50]. El incremento de
la demanda energética amenaza la disponibilidad de energia sustentable para las
generaciones futuras [51]. La demanda de combustibles liquidos en e sector de transporte
ha ido incrementando [46], por esta razon € biodiesel ha atraido atencion siendo un
combustible renovable, puede ser carbono neutral [52], no téxico y biodegradable
representando una alternativa a los combustibles fésiles [53]. Otras de las ventajas que
presenta €l biodiesel es que no contiene compuestos aroméaticos, tiene bajas emisiones de
monoxido de carbono, azufre, particulas e hidrocarburos sin quemar, tiene un punto de
ignicion ato (150 °C) por lo cua es menos volétil que € petrodiesel, haciéndolo mas
seguro a momento de transportarlo o manipularlo. Sin embargo tiene la desventgja de que
tiene altas emisiones de 0xidos de nitrégeno [54].

Uno de los grandes problemas de la produccién de biocombustibles es que e consumo de
recursos durante €l ciclo de vida resulta conflictivo. El uso de combustibles fosiles durante
el ciclo de vida de los biocombustibles puede resultar en una produccion neta de energia
negativa. El uso de fertilizantes que contienen fésforo tiene implicaciones negativas debido
a gue este elemento es esencial para cualquier tipo de biomasa tanto para la produccién de
alimentos como la de biocombustibles, por [o que cuaquier tipo de biomasa que domine €
mercado de los biocombustibles consumira grandes cantidades de fésforo, afectando de
manera negativa el abasto de alimentos a nivel mundial [55]. En € caso de las microalgas
no se requiere de la adicion de fosforo a los cultivos, s estos se redlizan con aguas
residuales, siendo este uno de los contaminantes, ademas este elemento podria reciclarse al
ser recuperado por las microalgas [56].

El cultivo comerciad de organismos fotosintéticos eficientes, como microalgas y
cianobacterias, con altos contenidos lipidicos podria cubrir la demanda de biodiesel sin los
problemas antes mencionados [52]. El cultivo de microalgas para la produccion de
biocombustibles tiene ventajas sobre la produccién con granos, debido a que se requiere un
minimo de tierra para su cultivo y no se requiere e uso de herbicidas ni pesticidas [48],
pueden cultivarse en aguas salinas 0 salobres y aguas residuales y su cultivo puede
mantenerse durante todo e afio [53], ademas comparadas con las plantas terrestres, las
microalgas crecen rapidamente, proveyendo hasta 20 veces més aceite por unidad de area
gue la planta con mejores rendimientos de produccion de aceite, ya que tienen altas tasas de
crecimiento y se pueden obtener contenidos de aceite de entre 20 y 30 % en varias especies
[57]. Otra ventga es que las microalgas pueden alterar su composicion celular como
respuesta a diferentes condiciones de cultivo, |o que resulta en un potencial de produccion
de lipidos mucho mayor que el de las plantas terrestres [58].

Aunque actualmente el biodiesel no es comercialmente viable, existen estrategias para
reducir su costo de produccion [59], [60]. El costo de la obtencion de lipidos de microalgas
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esta asociado de forma directa con la eficiencia de produccion y la energia consumida por
litro durante la separacion de microalgas del medio de cultivo, la cual se reduce cuando la
cantidad de biomasa aumenta en e cultivo. Estudios a nivel experimental y comercial han
demostrado que € costo de los biocombustibles a partir de microalgas en un sistema
altamente productivo se debe principamente al crecimiento de las microalgas y en menor
medida a la cosecha y extraccion de lipidos [61]. La reduccion de los costos de cultivo
también dependen de la maximizacion tanto de la tasa de crecimiento como del contenido
lipidico de las microalgas [62].

Microalgas para la produccién de biodiesel

La preocupacion sobre la reduccion de las reservas de petroleo y € deterioro del ambiente
producto de la utilizacion de combustibles fésiles ha propiciado € desarrollo de fuentes de
energia renovables y amigables con € ambiente [52]. Las microalgas son una de las
biomasas con mayor potencia para la produccion de energias renovables, sin embargo los
costos de produccién han limitado su industrializacion. Las microalgas pueden utilizar €
nitrogeno, € fésforo y algunas sustancias organicas presentes en € agua residua para
crecer, con lo cua se lleva a cabo € tratamiento del agua residua y a mismo tiempo se
produce biomasa que puede ser transformada en energia, reduciendo e costo del
tratamiento del aguaresidua [3], [63].

Actuamente la produccion de biocombustibles, como € bioetanol y € biodiesel, se
producen a partir de plantas comestibles que crecen en tierra cultivable, siendo materias
primas de primera generacion. La produccion ha aumentado hasta € punto que los cultivos
para producir biocombustibles estan compitiendo con la produccion de comida por lo cua
no son sustentables [ 7]. Ademés de los problemas antes mencionados, una vez producido el
biocombustible, se deben tratar los desechos generados que se denominan granos secos de
destileria con solubles. Estos podrian utilizarse como una fuente de alimento para animales
por su contenido de proteina y fosforo, sin embargo presentan problemas como son su
variabilidad nutricional, su consistencia y su digestibilidad. Existen estudios que han
demostrado que especies cultivadas en la acuicultura de régimen tanto herbivoro como
omnivoro son mas eficientes transformando 10s granos secos de destileria con solubles que
otras especies de la industria ganadera [64]. Los biocombustibles derivados de materias
primas de segunda generacién como residuos lignoceluldsicos y plantas no comestibles
pueden parecer una mejor opcion, sin embargo también se requiere tierra para su cultivo y
el uso de energia para e transporte de las materias primas, 10 que reduce €l retorno neto de
energia[7].

Las microalgas son una posible materia prima para los biocombustibles a partir de materias
primas de tercera generacion, debido a que tienen tasas de crecimiento mas altas que las
plantas por lo cua requieren una menor area para su cultivo y no requieren de tierra
cultivable para crecer. Ademés bajo ciertas condiciones de cultivo su produccion de lipidos
puede ser mucho mayor que el de las plantas utilizadas para producir biodiesel. Sin
embargo todavia hay algunos retos técnicos que hay que resolver antes de que la
produccion comercial de biocombustibles a partir de microalgas sea realidad [7]. Para
superar algunos de estos retos técnicos se ha propuesto € cultivo de microalgas en aguas
residuales debido a que las productividades de lipidos obtenidas son mayores que aguellas
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obtenidas en cultivos con medios de cultivo enriquecidos, ademas de que su cultivo resulta
méas economico [65]. Las microagas utilizan € CO; transforméandolo en oxigeno y
biomasa, 10 que puede abrir opciones en la utilizacion de los denominados bonos de
cuidado y limpieza ambiental [64].

La explotacion comercial de las microalgas es una actividad relativamente nueva y se ha
hecho mas significativa a partir de las décadas pasadas. Este mercado se ha enfocado sobre
todo a la industria de los nutracéuticos que tienen un ato valor comercial. El cultivo de
microalgas para la produccion de biocombustibles enfrenta varios retos ya que e producto
final es de bajo valor comercial por 1o que se requiere una cadena de produccion eficiente y
optimizada [7]. A pesar de |las barreras tecnol ogicas, politicas y de mercado que enfrentala
produccion de biocombustibles a partir de microalgas, existen oportunidades de negocio si
la produccion de esta alternativa se realiza como parte de un sistema integrado mayor. En
este caso a partir de la biomasa de microalgas se pueden producir otros biocombustibles y
productos quimicos de ato valor comercial, lo cual contribuiria a la viabilidad econdmica
del sistema integrado. Adicionalmente los sistemas de tratamiento de aguas residuales para
la produccion de biocombustibles y productos quimicos contribuirian sustancialmente a los
ahorros en el costo total de la produccion de biomasa de microalgas [66].

Se puede aumentar la acumulacion de lipidos utilizando un medio de cultivo pobre en
nitrdgeno, sin embargo por lo general un muy ato contenido de lipidos conlleva a un baja
tasa de crecimiento que tiene como consecuencia una baja productividad lipidica. Por lo
cual para alcanzar la maxima productividad de lipidos durante un cultivo continuo de las
microalgas es importante determinar una frecuencia optima de alimentacién y cosecha que
considere las tasas de crecimiento y e contenido lipidico de las microagas [61]. Otra
estrategia para aumentar €l contenido de lipidos es cultivar las microalgas hasta alcanzar
una alta concentracién de biomasa y después inducir la acumulacion lipidica sometiendo al
cultivo a condiciones de estrés como la baja concentracion de nutrientes o la altaintensidad
deluz [67].

Estrategias para aumentar la productividad de lipidos en las microalgas

Para que los biocombustibles puedan tener viabilidad econdmica se requiere un cultivo
eficiente de microalgas con alta productividad de lipidos, 1o cual sigue siendo un desafio
[68]. Aunque en algunos procesos se pretende obtener la mayor cantidad de biomasa
posible, se debe tener en cuenta que el objetivo principal del cultivo es acanzar la mayor
concentracion del producto deseado en € menor tiempo posible [69]. La productividad de
lipidos esta determinada por la productividad de biomasa y e contenido de lipidos, por lo
gue para alcanzar la mayor productividad de lipidos, se deben considerar los efectos sobre
estas dos variables [53].

Las microalgas pueden cultivarse a gran escala en fotobioreactores o lagunas, con lo cual se
puede mejorar su productividad en comparacion con ambientes naturales. Sin embargo los
pardmetros que influyen sobre € crecimiento de estos microorganismos pueden variar
debido a los grandes volumenes de cultivo 1o que puede provocar condiciones de cultivo
poco favorables. Las variables que son més dificiles de controlar son la luz solar y la
temperatura, esta Ultima puede fluctuar entre 10 y 45° C en regiones templadas, alcanzando
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temperaturas que no son toleradas por las especies de microalgas que se cultivan
comercialmente [70].

La viabilidad del biodiesel obtenido a partir de microalgas se ha discutido extensamente
debido a que existen factores limitantes para su produccion. Se sabe que el crecimiento
celular y la acumulacion de lipidos no suceden a mismo tiempo durante el cultivo, por lo
que las estrategias para aumentar la acumulacion de lipidos resultan en una baja cantidad de
biomasa y por lo tanto en una baja productividad de lipidos. Para evitar este problema se ha
propuesto un cultivo en dos etapas, donde primero se cultivan las microalgas en
condiciones Optimas de crecimiento y posteriormente se transfieren a cultivos donde
factores como la irradiancia, los nutrientes y e pH son modificados para promover la
acumulacién de lipidos a expensas del crecimiento celular [71]. Otros de los factores que se
modifican son la concentracion hierro [72], la salinidad [73], la temperatura [56], la
concentracion de carbono [74] y el fosforo [75]. Las condiciones que requieren las microalgas
varian alo largo del ciclo de cultivo, por ggemplo, los requerimientos de luz y aireacion
pueden ser diferentes durante la fase de adaptacion, la fase logaritmica y la fase
estacionaria de crecimiento, esto no ha sido estudiado a profundidad [76]. En general todos
los parametros utilizados para aumentar la productividad de lipidos implican un gasto en
los cultivos debido a que se requiere la adicion de sustancias como en la regulacion de pH,
la salinidad o € hierro. La modificacion de la temperatura también implica un gasto
energético a igua que la irradiacion s se utiliza luz artificial. La concentracion de
nutrientes no requiere la adicion de sustancias debido a que se requieren bajas
concentraciones de éstos y las microal gas |os consumen, reduciendo sus concentraciones, la
irradiacion no puede controlarse a utilizarse luz solar, pero puede utilizarse como un
indicador para determinar el momento de la cosecha de las microalgas.

Una de las estrategias que se han utilizado para aumentar el contenido de la biomasa es €l
cultivo heterétrofo, en donde se cultivan las microalgas en ausencia de luz con la adicion de
fuentes organicas de carbono y energia. Una de las ventgjas del cultivo heterétrofo es que
las densidades celulares son muy altas |o que reduce |os costos de separacion de la biomasa,
gue es una de las operaciones mas costosas en la produccion de biocombustibles [69]. El
contenido de lipidos en |os cultivos heterétrofos es generalmente similar o mayor que en los
cultivos fotoautétrofos y a haber una mayor cantidad de biomasa se tiene una mayor
productividad lipidica, 10 que ahorra costos de procesamiento, pero el hecho de requerir
compuestos organicos y hioreactores hace que € cultivo heterétrofo sea méas costoso que el
cultivo autotrofo [53].

Para evitar los problemas del cultivo hetertrofo se puede complementar e cultivo
fotoautotrofo con sustratos organicos, teniendo un cultivo mixétrofo. Este tipo de cultivo es
en donde las microalgas pueden crecer tanto de manera fotoautétrofa, en donde fijan el
carbono inorganico a través de la fotosintesis, como heterétrofa, en donde asimilan
compuestos organicos mediante la respiracion aerobia[53]. En € cultivo mixotrofo puede
mejorar la tasa de crecimiento y la producciéon de lipidos, resultando en un ciclo de
crecimiento mas corto y un incremento en la productividad de biomasa y contenido de
lipidos [77], o que incrementa la productividad de los mismos, ademés se reduce la pérdida
de biomasa en |as horas de oscuridad [53].

17



Tabla 3. Productividades de biomasa y lipidos de diferentes especies de microal gas marinas.

Productividad de

Productividad de

Especie de microalga Tipo de cultivo biomasa (mg L dia’?) lipidos (mg L dia?) Referencia

Chaetoceros calcitrans Cultivo autétrofo anivel Iabora.torlo con 'cond|C| ones 40.0 176 78]

controladas en un medio de cultivo
Cultivo autétrofo en fotobioreactor de 15 L con
Chaetoceros calcitrans condiciones controladas en medio de cultivo 441 7.2 [79]
especifico

Chaetoceros muelleri Cultivo autétrofo anivel Iabora.torlo con _cond|0| ones 700 218 78]
controladas en un medio de cultivo

Chaetoceros muelleri Cultivo autétrofo anivel Iabora.torlo con _cond|0| ones 205 6.9 [80]
controladas en un medio de cultivo

Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Chaetocer os sp. controladas en un medio de cultivo 380 21 [81]
Cultivo autétrofo anivel laboratorio en medios de
Chlorella sp. cultivo diluidos en agua marina sintética con 44.1-53.4 13.1-22.0 [82]
deficiencia de nutrientes
Chlordlla sp. Cultivo anivel Iaborator,|'0 en medios de cultivo 61 39 83]
especificos
Crypthecodiniumcohnii ~ CItivo heteratrofo anivel laboratorio en un medio 6400.0 3652.7 [84]
de cultivo especifico

Dunalidla salina Cultivo autoFrofo anivel Iaboratpflo en un medio de 933 297 [85]
cultivo con alta exposicion alaluz

Dunaliella primolecta Cultivo fotoautétrofo en medio de cultivo 90.0 20.7 [86]

Dunalidlla tertiolecta Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 1200 20.0 187]
controladas en un medio de cultivo

Dunalidlla tertiolecta Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones 45.0 105 [88]

controladas en un medio de cultivo
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Productividad de Productividad de

biomasa (mg L dia®) lipidos(mg L™ dia?) Referencia

Especie de microalga Tipo de cultivo

Dunaliella tertiolecta Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _condmon& 367.2 62.4 [89]
controladas en un medio de cultivo

Dunaliella tertiolecta Cultivo autétrofo anivel Iabor_atorlo co_n condiciones 4870 56.0 [90]
controladas en medio de cultivo

Dunaliella tertiolecta Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _condl ciones 4870 56.0 [90]
controladas en un medio de cultivo
Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Dunaliella tertiolecta controladas en un medio de cultivo con deficiencia 341.0 38.0 [90]

de nitrégeno

Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones

Dunaliella tertiolecta controladas en un medio de cultivo especifico 75 25 (911
Cultivo autétrofo en fotobioreactor de 15 L con
Isochrysis galbana condiciones controladas en medio de cultivo 24.9 5.8 [79]
especifico
. Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
|sochrysis galbana controladas en un medio de cultivo 401.0 5%6.0 [90]
Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Isochrysis galbana controladas en un medio de cultivo con deficiencia 149.0 65.0 [90]
de nitrégeno
. Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Isochrysis sp. controladas en un medio de cultivo 211 7.2 [92]
Monallanthus salina Cultivo fotoautétrofo en medio de cultivo especifico 80.0 16.8-17.6 [86]
Nannochloropsis gaditana Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 60.0 18.0 [93]
controladas en un medio de cultivo
Nannochloropsis gaditana Cultivo anivel laboratorio en dos etapas, con un 490.0 510 [94]

medio de cultivo y con deficiencia de nitrégeno
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Productividad de Productividad de

biomasa (mg L dia®) lipidos(mg L™ dia?) Referencia

Especie de microalga Tipo de cultivo

Nannochloropsis oceanica Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 116.7 310 [95]
controladas en un medio de cultivo

Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones

Nannochloropsis ocul ata ) .
P controladas en un medio de cultivo

370-480 84.0-142.0 [96]

Nannochloropsis oculata Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _condmon& 130.0 13.00 [97]
controladas en un medio de cultivo
Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Nannochloropsis oculata controladas en un medio de cultivo con deficiencia 80.0 38.4 [97]

de nitrégeno

Cultivo autétrofo en fotobioreactor de 15 L con
Nannochloropsis oculata condiciones controladas en medio de cultivo 204 1.7 [79]
especifico
Cultivo autétrofo anivel laboratorio en dos etapas,
Nannochloropsis oculata con un medio de cultivo y luego con deficiencia de 152.3-287.6 64.7 [98]
nutrientes

Cultivo en un efluente proveniente de un digestor

Nannochloropsis salina . 67.6-91.9 14.2-29.2 [61]
anaerobio
Nannochloropsis salina Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _condl ciones 30.0 129 [93]
controladas en un medio de cultivo
. 0 ,
Nannochloropsis sp. Cultivo en agua salada con 50 % de agua residual 353 98 167]

municipal

. Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Nannochloropsis p. controladas en un medio de cultivo 465 195 [99]

. Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Nannochloropsis sp. controladas en un medio de cultivo 200 6.3 [92]

. Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Nannochloropsis p. controladas en un medio de cultivo 251 102 [80]
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Productividad de

Productividad de

Especie de microalga Tipo de cultivo biomasa (mg L dia®) lipidos (mg L dia) Referencia
. Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Nannochloropsis sp. controladas en un medio de cultivo 330 13 [81]
Navicula palliculosa Cultivo autétrofo a nlvgl Igporatorlo en agua marina 65.7 26.4 182]
sintética

Paviova salina Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 160.0 494 (78]
controladas en un medio de cultivo

Paviova lutheri Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 1400 50.2 (78]
controladas en un medio de cultivo

Paviova lutheri Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 7.98 11-101 [100]
controladas en un medio de cultivo

Phaeodactylum tricornutum Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 240.0 448 78]
controladas en un medio de cultivo

Phaeodactylum tricornutum Cultivo en aguares :jgc?l al;jaleliﬂ uente de cultivo de 17.0 2.3 [35]

Cultivo autétrofo en fotobioreactor de 15 L con
Phaeodactylum tricornutum condiciones controladas en medio de cultivo 18.6 4.7 [79]
especifico

Phaeodactylum tricornutum Cultivo autétrofo anivel Iabora.torlo con .cond|C| ones 486.0 64.0 [90]

controladas en un medio de cultivo
Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Phaeodactylumtricornutum  controladas en un medio de cultivo con deficiencia 122.0 51.0 [90]
de nitrégeno

Phaeodactylum tricornutum Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 17.7 91 80]
controladas en un medio de cultivo

Porphyridium cruentum Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 370.0 248 (78]
controladas en un medio de cultivo

Porphyridium cruentum Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones 679.0 35.0 [90]

controladas en medio de cultivo
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Productividad de Productividad de

Especie de microalga Tipo de cultivo biomasa (mg L dia®) lipidos (mg L dia) Referencia
Porphyridium cruentum Cultivo autétrofo anivel Iabor_atorlo con condiciones 679.0 35.0 [90]
controladas en medio de cultivo

Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones

Porphyridium cruentum controladas en un medio de cultivo con deficiencia 308.0 38.0 [90]
de nitrégeno

Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones

Porphyridium cruentum controladas en un medio de cultivo con un ciclo de 100.0 18.3 [101]
luz;oscuridad de 18 h:6 h

Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones

Rhodomonas sp. controladas en un medio de cultivo 6.0 08 [92]
: Cultivo en un efluente proveniente de un digestor
Synechocystis sp. anaerobio 41.3-150.9 4.9-19.9 [52]
Thalassiosira pseudonana Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 80.0 174 78]
controladas en un medio de cultivo
Tetraselmis dliptica Cultivo anivel Iaborator,|_0 en medios de cultivo 122 14 83]
especificos
Tetrasdmis suecica Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C|ones 320.0 36.4 78]
controladas en un medio de cultivo
Tetrasdmis suecica Cultivo fotoautotrofo en me(_jlo de cultivo a nivel 360.0 346 [102]
|aboratorio
. . Cultivo fotoautétrofo en medio de cultivo anivel
Tetraselmis suecica laboratorio con deficiencia de nitrégeno (NO*) 2300 187 [102]
Cultivo autétrofo en fotobioreactor de 15 L con
Tetraselmis suecica condiciones controladas en medio de cultivo 64.6 4.8 [79]
especifico

Tetrasdmis suecica Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones 320 136 80]

controladas en un medio de cultivo
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Productividad de Productividad de

biomasa (mg L dia®) lipidos(mg L™ dia?) Referencia

Especie de microalga Tipo de cultivo

Tetrasdmis suecica Cultivo autétrofo anivel Iabora_torlo con _cond|C| ones 370 9 [81]
controladas en un medio de cultivo

. Cultivo autétrofo anivel laboratorio con condiciones
Tetraselmis sp. controladas en un medio de cultivo 22.7 2.4 [92]

Tetraselmis sp. Cultivo anivel Iaborator,|_0 en medio de cultivo 118.0 21 4-48.9 [103]
especifico
Tetraselmis sp. Cultivo anivel Iaborator,|_0 en medio de cultivo 243.0 855 [104]
especifico
Cultivo anivel laboratorio en medio de cultivo

Tetraselmis sp. especifico con suficiencia de nitrégeno (NO*)

126.0 47.3 [105]
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Acumulacion de lipidos en microalgas baj o condiciones de estrés

Las microalgas estdn emergiendo como una materia prima para la produccion de
biocombustibles, sin embargo es necesario caracterizar las rutas metabdlicas implicadas en
la biosintesis de compuestos energéticos, como los lipidos, ademés de los factores
ambientales que tienen influencia en su acumulacion, para asi poder desarrollar todo €
potencial de estos microrganismos como recursos energéticos [106]. Las microalgas son
capaces de sobrevivir a ambientes extremos, a poder cambiar su metabolismo como
respuesta a condiciones ambientales adversas. En estas condiciones las microalgas por lo
general tienen la tendencia a acumular lipidos neutros para protegerse de la fotooxidacion.
[107]. Bajo condiciones Optimas de cultivo, las microalgas sintetizan &cidos grasos
principalmente como lipidos de membranas, sin embargo, factores como lairradianciay la
disponibilidad de nutrientes entre otros afectan tanto la composicion de los lipidos como su
contenido [106]. Por lo genera las bajas intensidades de luz inducen la formacion de
lipidos polares, particularmente los lipidos de membrana asociados al cloroplasto, mientras
las atas intensidades de luz provocan una reduccion de los lipidos polares totales,
aumentando la cantidad de lipidos neutros de reserva, principa mente triacilgliceroles [108].
La limitacion de nitrogeno es € factor més utilizado para aumentar la acumulacion de
lipidos, ya que es fécil de manipular y de bajo costo comparado con otros factores [109],
ademés de ser de fécil aplicacion tanto a escala laboratorio como a gran escala. Sin
embargo, la mayor limitacion es la diferencia existente entre las productividades de
biomasa y lipidos [107]. Para tener una produccién de triacilgliceroles bajo condiciones
optimizadas, las cepas de microalgas no solo deben ser elegidas por su capacidad de
almacenar altas cantidades de triacilgliceroles, sino también por su habilidad de mantener
su productividad de biomasa bajo condiciones de deficiencia de nitrégeno [110].

En microalgas sometidas a limitacion de nitrégeno se restringe la division celular, ademas
de haber una reduccion de compuestos ricos en nitrégeno [111], [112], [113], [107]. Al no
haber nitrégeno para sintetizar proteinas, se mantiene Unicamente la sintesis esencial de
éstas [111], [112], habiendo una reduccion del contenido de clorofilay enzimas clave para
la asimilacion de CO; [106]. Probablemente la disminucion de proteinas se deba a que las
células degradan sus compuestos nitrogenados para mantener su contenido intracelular de
nitrogeno preservando sus funciones metabdlicas normales [114], ademas de obtener la
energiay e carbono necesarios para la sintesis de triacilgliceroles [106]. La clorofila es un
compuesto accesible rico en nitrégeno, por 1o que también es reciclado como una fuente de
este nutriente, para mantener las funciones de la célula al no haber nitrégeno disponible en
el medio de cultivo [115].

La limitacion de nitrégeno causa tres cambios principales, e decrecimiento del contenido
de la membrana de los tilacoides, la estimulacion de la hidrdlisis de fosfolipidos y la
activacion de la enzima para redizar la sintesis de écidos grasos. Estos cambios causan €l
incremento del contenido intracelular de &cidos grasos [75]. Los atos contenidos de lipidos
se alcanzan después de periodos prolongados de limitacion de nitrégeno lo cua también
ocasiona un decremento en la actividad fotosintética. [110]. Al principio de lalimitacién de
nitrdgeno la asimilacion de carbono excede la demanda para la duplicacion celular, por 1o
que este exceso se utiliza en la sintesis de carbohidratos. Una limitacion de nitrégeno
prolongada activa una segunda respuesta donde €l flujo de carbono se redirige ala sintesis

24



de triacilgliceroles [113]. Bajo estas condiciones se observd un aumento en la abundancia
de proteinas implicadas en e metabolismo de nitrégeno y amino é&cidos, fosforilacion
oxidativa asi como glucdlisis/gluconeogénesis, mientras que las proteinas implicadas en la
sintesis de proteinas disminuy6 [116]. Los genes implicados en €l rompimiento de écidos
grasos y lipidos se reprimen bajo estas condiciones. Al reprimir la-oxidacion se mantiene
una ata concentracion de lipidos en la célula. Algunos genes asociados a la autofagia se
sobreexpresaron bajo condiciones de limitacién de nitrégeno, para proveer de una cantidad
mayor de acidos grasos. También se aumenta la ruta de | as pentosas fosfato para producir €l
NADPH (Nicotinamida Adenina Dinucledtido Fosfato) necesario en la biosintesis de
lipidos [117].

Durante la limitacién de nutrientes € flujo de carbono fotosintético cambia a diferentes
rutas para canaizar la energia metabdlica a diferentes compuestos ricos en energia como
los lipidos y los carbohidratos, habiendo una competencia entre la sintesis de estos
compuestos [114], lo que provoca € cambio de las rutas de biosintesis de lipidos para
sintetizar mas lipidos neutros que lipidos de membrana [107]. Bgjo condiciones de estrés, la
sintesis de triacilgliceroles permite la captura continua de energia y carbono que
posteriormente puede ser empleada cuando se restablezcan condiciones favorables de
crecimiento [118].

La reduccién de la sintesis de proteinas y las tasas fotosintéticas, resulta en un flujo
metabolico hacia la biosintesis lipidica [119], los &cidos grasos almacenados durante la
limitacion de nitrogeno provienen del reciclgje de los lipidos presentes en € cloroplasto
[118],[120]. Algunos son sintetizados de novo en los cloroplastos y pueden ser exportados
directamente a los cuerpos lipidicos o pueden pasar a reticulo endoplasmico para ser
incorporados a diacilgliceroles formando triacilgliceroles. Otrafuente de &cidos grasos es €
reciclgje de fosfoglicerolipidos en € reticulo endoplasmico [120]. Los cuerpos lipidicos
podrian funcionar como amacenamiento de los triacilgliceroles provenientes de las
membranas de los plastidos, debido a que la estructura y tamafio de los cloroplastos son
reducidos dréasticamente bajo condiciones adversas [118]. La sintesis de triacilgliceroles
también puede utilizar fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y galactolpipdios, ademés de
acidos grasos toxicos excluidos de la membrana como donantes de grupos acilos, 1o que
sirve como un mecanismo para detoxificar los lipidos de membranay depositarlos en forma
detriacilgliceroles [108].

La sintesis de novo (sintesis a partir de precursores de bajo peso molecular) de acidos
grasos sirve como un sistema de captura de electrones bgjo estrés oxidativo, ya que la
primera enzima que participa en la sintesis de triacilgliceroles es regulada por un control
redox [118]. En condiciones de estrés, € exceso de electrones que se acumula en la cadena
fotosintética de transporte de electrones induce una sobreproduccién de especies reactivas
de oxigeno que causan la inhibicidn de la fotosintesis y dafio a las membranas lipidicas,
proteinas y otras macromoléculas [108]. Bgjo condiciones adversas de crecimiento, se
genera un exceso de NADPH que no es utilizado para la duplicacion celular, bajo estas
condiciones puede haber una sobrerreduccién de la cadena fotosintética de transporte de
electrones que es prevenida por la acumulacién de compuestos reducidos como son los
triacilgliceroles [121], [118]. La formacion de un &cido graso de 18 carbonos consume €l
doble de NADPH, proveniente de la cadena de transporte de electrones, que consumiria la
sintesis de carbohidratos o proteinas de la misma masa, con lo que se relga la
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sobrerreducida cadena de transporte de electrones bgo altas concentraciones de luz u otra
condicion de estrés [108]. La acumulacion de NADH debido a la disminucion de la
actividad fotosintética inhibe una enzima, con lo cua se previene que la acetil coenzima A
(acetil CoA) entre a ciclo de Krebs. Esto provoca un aumento de la concentracion de acetil
CoA que activa una enzima clave para la sintesis de &cidos grasos [122]. Laruta de sintesis
de triacilgliceroles por lo general esta coordinada con la sintesis de carotenoides
secundarios. Estos compuestos (caroteno, luteina o astaxanting) son producidos en la ruta
de los carotenoides y se esterifican alos triacilgliceroles y son secuestrados en |os cuerpos
lipidicos en @ citosol. La distribucion periférica de los cuerpos lipidicos ricos en
carotenoides sirven como un protector solar para prevenir o reducir el exceso de luz que
entraal cloroplasto bajo estrés [108]

Durante la baja disponibilidad de nitrégeno, la concentracion de clorofila disminuye,
provocando una disminucion en la actividad fotosintética [112], la cua es la fuente
principal de energia. Esto provoca que los niveles de gliceraldehido 3 fosfato, € producto
principal del ciclo de Calvin, se reduzcan, por lo que la mayor parte del carbono necesario
para la sintesis de triacilgliceroles proviene principamente del metabolismo de
carbohidratos [122]. El gliceraldehido 3 fosfato que aln se produce por via fotosintética,
por lo general va directo a la ruta de la biosintesis de amidon pero también puede ser
utilizado como precursor de la acetil CoA para la sintesis de &cidos grasos y del glicerol
para la sintesis de triacilgliceroles [106]. La acetil coenzima A es clave para la sintesis de
lipidos, una enzima la transforma en malonil CoA para entrar ala ruta de sintesis de lipidos
[123],[124],[125].

En las microalgas Chlamydomonas reinhardtii y Coccomyxa sp., se observo que al haber
un agotamiento de nutrientes en el medio, inicia la sintesis de amidén, seguida de una
acumulacion de triacilgliceroles. En Chlamydomonas bagjo limitacion de nitrégeno,
inicialmente hay una acumulacion de almidon los primeros dias de estrés a través del
carbono fijado en la fotosintesis debido a que a inicio de la limitacién de nutrientes hay
altos contenidos de proteina y clorofila. Durante esta etapa continta el crecimiento de las
células manteniendo estable €l contenido de acidos grasos para preservar la homeostasis de
la membrana mientras que una pequefia proporcion se usa para la biosintesis de
triacilgliceroles, los cuales no se sabe si se sintetizan de novo o son reciclados de lipidos de
membranas. Después de varios dias de estrés comienza la acumulacion de triacilgliceroles,
mientras que e contenido de amidén comienza a disminuir. Es poco probable que los
lipidos sintetizados provengan del carbono fijado durante la fotosintesis debido a que hay
una disminucion de la clorofilay las enzimas clave en la fijacion de carbono. Ademas de
haber una disminucién de la fotosintesis y de varios procesos anabolicos. Es probable que
el carbono necesario para la sintesis de triacilgliceroles se obtenga a expensas de otros
componentes celulares como las proteinas, |as cuales disminuyen su contenido, del reciclge
del RNA ribosomal por la degradacion de los ribosomas, ademés del almidon y la clorofila.
[106]. En Micractinium pusillum, la limitacion de nitrogeno tuvo como efecto una
reduccién en el contenido de carbohidratos, sugiriendo que € flujo de carbono cambié de la
sintesis de carbohidratos a la de triacilgliceroles. Seguramente la limitacion de nitrégeno
aumenta la actividad del metabolismo de carbohidratos, especialmente la glucdlisis. Tanto
la glucdlisis como la degradacion de aminoacidos dan como resultado € piruvato, € cua
puede convertirse a acetil CoA gue es un precursor para la sintesis de &cidos grasos [122].
En Scenedesmus sp. una disminucion de nitrogeno en e medio provoco una disminucion
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tanto de las clorofilas ay b como de carotenoides en la cdlula. Sin embargo las relaciones
clorofila alclorofila b y carotenoides/clorofila total se increment6 indicando una
disminucion en e complejo de cosecha de luz y en la actividad del fotosistema Il. Se ha
sugerido que €l incremento de carotenoides sirve como proteccion contra el estrés oxidativo
inducido por la produccién de lipidos [114]. La limitacion de nitrégeno en Chlorella sp. y
Nannochloropsis sp., activa un reordenamiento de las reservas intracelulares de lipidos,
parallevar a cabo la sintesis de triacilgliceroles pero manteniendo la homeostasis de lipidos
en otros compartimentos. Aunque ambas especies responden de manera diferente, las rutas
principales se conservan en ambas. Los glucolipidos del cloroplasto son reciclados para la
sintesis de triacilgliceroles [120]. En Chlamydomonas algunos genes que codifican para
enzimas gue llevan a cabo la acilacion de diacilgliceroles para sintetizar triacilgliceroles
incrementaron su transcripcion, sin embargo genes gque codifican enzimas para la sintesis
de novo de &cidos grasos disminuyeron su transcripcion [106]. En Neochloris
oleaoabundans durante la limitacion de nitrégeno se sobreexpresaron las enzimas lipasas,
excepto las triacilglicerol lipasas, 10 que se asocia con la reconstruccion de la membrana
celular con el proposito de canalizar acidos grasos a la produccion de triacilgliceroles. Las
lipasas mas sobreexpresadas fueron las fosfolipasas para convertir los fosfolipidos y
glucerofosfolipidos en acidos grasos para poder sintetizar triacilgliceroles [117].

El fosforo es un nutriente esencial debido a que tiene diversas funciones en la célula como
la produccion de ATP que es una de las fuentes de energia, ademas de participar en la
formacion de acidos nucleicos, la biosintesis de fosfolipidos para la biogénesis de
membranas entre otras cosas. Es e componente de varios compuestos biolégicos que
participan en la conversion de energia y la transferencia de informacion genética. El
ortofosfato inorganico en las céulas regula la actividad enzimética, rutas metabdlicas y
procesos de transporte, ademas de afectar varios aspectos de la fotosintesis. Por todas estas
razones es un elemento esencial en € medio de cultivo [115]. Por lo general la deficiencia
de fosforo induce respuestas similares alas inducidas por lalimitacion de nitrégeno [126]

Produccién de carbohidratos en microalgas para produccién de bioetanol

Entre los productos de las microagas, los carbohidratos son uno de los bioproductos y
materias primas potenciales para la produccion de bioetanol que han ganado interés desde
los problemas que enfrentala energiafosil [127].

El biocombustible més utilizado es €l bioetanol, producido a partir de materias primas con
altos contenidos de azlcar o amiddn, como son la cafia de azlcar y laremolacha, y € trigo,
maiz y cebada respectivamente que son materias primas de primera generacion. Por las
desventajas que presentan sobre todo la competir con la produccion de alimentos, se optd
por utilizar material lignocelulésico que son materias primas de segunda generacion. Sin
embargo presenta otras desventgjas como son que la tecnologia para la conversion de
materiales lignoceluldsicos a etanol todavia estd en desarrollo. Aunque la materia prima
lignocelul6sica es barata, €l costo de transformarla en etanol todavia es considerablemente
alto, ya que la lignina es dificilmente fermentable o degradable biol 6gicamente [128]. La
lignina ademas de inhibir la degradacion de los carbohidratos, debe llevar un procesamiento
complicado en cuanto a pretratamiento y la hidrélisis. [129]. Es por estas razones que a
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tecnologia para transformar los materiales lignocel ul6sicos en etanol aln estéd en desarrollo
[130].

El costo de los biocombustibles es sobre todo debido a las materias primas, las cuales
pueden generar entre un 60 y 70 % del costo total de produccion, por 1o que se requieren
materias primas de bajo costo para satisfacer la demanda de combustibles a nivel mundial
[128]. La seleccion de la materia prima depende de factores econdmicos, sociales,
ambientales e industriales, como son disponibilidad y costo de las materias primas. Sin
embargo las desventagjas de las materias primas para producciéon de biocombustibles son
principal mente la necesidad de tierras de cultivo y de agua para riego, o que implica la
competencia con la produccion de alimentos, la variacion de la productividad por factores
geogréficos y ambientales la necesidad de utilizar herbicidas. Por estas razones es necesario
encontrar una materia prima sustentable como podrian ser las microalgas (tercera
generacion) que no compiten por tierras cultivables y se puede reducir € consumo de agua
al utilizar aguaresidual o agua salina/salobre [129].

Al igual que ocurre con € cultivo de microalgas para biodiesel, la ventgja que tienen éstas
sobre otras materias primas son la de tener altas tasas de crecimiento, atas productividades
volumétricas, mayor €ficiencia de captura de CO., capacidad de crecer en tierras no arables,
ciclos cortos de cosecha, compatibilidad de produccion de combustibles y coproductos en
biorefinerias; ademas de la ausenciade lignina 'y bajas cantidades de hemicelulosalo que se
traduce en un pretratamiento menor [128]. La produccion de biomasa de las microalgas
puede ser entre 5 y 10 veces mayor que € de las plantas debido a sus mayores eficiencias
fotosintéticas [131].

El procesamiento de la biomasa para la obtencion de biocombustibles es crucial para
determinar € costo y la sustentabilidad energética de las materias primas utilizadas. La
estructura ssimple de las microalgas simplifica estos procesos haciéndolas candidatas para
reemplazar las materias primas convencionales. El reto es megorar las tecnologias de
conversion a bioetanol hasta su nivel industrial usando microalgas como materiaprimay al
mismo tiempo limitar el consumo adiciona de energia[132].

Los carbohidratos son el principal producto proveniente de la fijacién de CO2 por la
fotosintesis, los cuales son acumulados en los plastidos como energia de reserva o se usan
como los componentes principales de la pared celular en la forma de celulosa, pectinas y
polisacéridos sulfatados. El metabolismo y la composicion de los carbohidratos en las
microalgas puede diferir significativamente de una especie a otra. Por esta razon se hace
necesario seleccionar especies con altas productividades de carbohidratos asi como con una
composicion adecuada para la produccion de biocombustibles. Las rutas metabdlicas de
mol éculas energéticas, como lipidos y carbohidratos, estan estrechamente ligadas. Algunos
estudios han demostrado la competencia entre la sintesis de carbohidratos y lipidos ya que
el precursor para la sintesis de triacilgliceroles es e glicerol-3-fosfato, producido por €
catabolismo de la glucosa. La degradaciéon del almidon produce los metabolitos para la
produccion de acetil CoA que es €l precursor de la sintesis de acidos grasos. Para lograr
aumentar la produccién de carbohidratos en las microalgas, primero debe entenderse su
metabolismo, con e fin de poder manipularlo, para asi aumentar el almacenamiento de
glucano, reduciendo la degradacién del amidén. Ademas de bloquear las rutas de sintesis
de lipidos, para evitar |a degradacion de carbohidratos [128].
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Actuamente existe un interés industrial en convertir la biomasa de microalgas en
biocombustibles, siendo el biodiesel €l que ha atraido la mayor atencion hasta el momento,
mientras que la produccion de bioetanol esta limitada y ha recibido menos atencion [133],
debido al ato contenido de lipidos y € proceso mas simple de produccion de biodiesel
[129]. Sin embargo uno de los componentes principales de las microalgas es la fraccion de
carbohidratos, las agas més productivas tienen grandes cantidades de estos compuestos, las
cuales pueden ser muy variables, desde un 4 % hasta un 80 % siendo € promedio de
alrededor de un 30 % [134]. Existen especies con contenidos de carbohidratos que pueden
alcanzar hasta 40 % de |a biomasa seca [135], pudiendo ser utilizadas para la produccién de
bioetanol. Los géneros Chlorella, Chlamydomonas, Dunaliella, Spirulina, Scenedesmus y
Tetraselmis han sido estudiados por su alto contenido de carbohidratos [136], [129], [137].
Incluso la biomasa obtenida después de la extraccion de lipidos para la produccion de
biodiesdl puede ser utilizada parala produccion de bioetanol debido a que los carbohidratos
remanentes, |os cuales han sido sacarificados resultando en un caldo que puede fermentarse
sin pretratameinto. Esta produccion secuencial puede mejorar los costos de produccion de
biocombustibles a partir de microalgas [137].

La funcion de la produccion de carbohidratos en las microalgas es actuar como
componentes estructuras de las paredes celulares y como almacenamiento de la energia
necesaria para los procesos metabdlicos y permite a las células sobrevivir ciertos periodos
bajo condiciones de oscuridad. L os compuestos de reserva permiten alas microa gas gjustar
su crecimiento a las condiciones cambiantes del ambiente [138]. Las microalgas amacenan
carbohidratos en granulos de almidon denominados pirenoides, ademas de contener los
carbohidratos de la pared celular y algunos azlcares como arabinosa, xilosa, manosa,
galactosa y glucosa y otros menos comunes como ramnosa, fucosa y acido urénico [139].
Los carbohidratos més comunes presentes en microalgas y cianobacterias usados para
producir etanol son almidon, glucdégeno y celulosa. EI amidon es una de las mayores
fuentes de carbono en las microalgas [ 140]. Algunos de los componentes de la pared celular
de las microalgas como celulosa, lignina, pectina, hemicelulosas y proteinas pueden
hidrolizarse en monémeros para producir bioetanol [141]. En laforma como se encuentran
no son facilmente fermentables por microorganismos para la produccion de etanol, al ser
polisacaridos deben ser hidrolizados a azlicares fermentables. Al haber bajas cantidades de
hemicelulosa y ausencia de lignina, la transformacion a azlicares fermentables se facilita
[136], [128], [131], [135]. La hidrdlisis puede hacerse por via quimica o enzimética. Lavia
quimica es rapida, facil y barata pero puede producir compuestos no deseados (furfural e
hidroximetilfurfural, generados por la deshidratacion de pentosas y hexosas
respectivamente) que inhiban lafermentacion [136].

L os organi smos fotosintéticos son favorabl es para la produccion de biocombustibles debido
a su bgo costo de cultivo, sin embargo los rendimientos obtenidos bajo condiciones
normales de cultivo son insatisfactorios [140]. Para aumentar la viabilidad econdmica de la
produccion es necesario utilizar laluz solar natural en cultivos abiertos como una solucion
a la produccién comercial de biocombustibles [133]. Al igua que lo que pasa con los
lipidos, la acumulacién de carbohidratos ocurre bajo condiciones de estrés, resultando en
una baga productividad de biomasa. Por lo tanto e aumento en la productividad de
carbohidratos es o que se requiere aumentar para hacer € bioetanol comercialmente viable
[128]. El estrés ambiental puede cambiar la composicion de las microalgas, a controlar 1os
factores ambientales se afecta tanto el crecimiento algal como su composicion [129].
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Se ha visto que bajo condiciones limitadas de nitrégeno, se causa un incremento en los
contenidos de lipidos y carbohidratos resultando por gemplo en un decremento del
contenido de proteinas, o que puede ser aprovechado para producir biomasa rica en
carbohidratos para la produccion de etanol, uno de los biocombustibles méas utilizados
actualmente. [140]. El nitrégeno es un nutriente esencial para € crecimiento ya que se
utiliza para la formacion de aminoécidos, cloroplasto, enzimas, coenzimas, material
genético y por lo tanto para la asimilacion del mismo nitrégeno. Las diferentes fuentes de
nitrogeno (nitrato, nitrito, amonio, urea) pueden influenciar la composicion bioquimica de
la célula [128]. Durante la limitacion de nitrégeno las microalgas pueden transformar las
macromoléculas con atos contenidos de nitrégeno en moléculas con ato contenido
energético como lipidos o carbohidratos [128], [129]. Debido a que la produccion de
lipidos se da en condiciones de bajo contenido de nitrogeno, las aguas residuales ricas en
nitrdgeno, como las descargas de la cria de cerdos, generaran biomasa con bajo contenido
de lipidos. Estas aguas podrian ser utilizadas para € cultivo de microalgas con latos
contenidos de carbohidratos donde no se necesiten condiciones tan estrictas de limitacion
de nitrogeno como en el caso de lipidos [142].

Las microalgas responden a estrés osmotico acumulando carbohidratos intracelulares de
bajo peso molecular como latrehalosay |a sacarosa entre otros que acttan como osméticos.
El incremento en € contenido de carbohidratos protege a alga de dafios salinos. La
tolerancia a diferentes concentraciones de sal es dependiente de las especies [138].

El contenido de carbohidratos en la célula depende de las especies y las condiciones de
cultivo. La concentracion de CO; afecta la acumulacion de carbohidratos, un decremento de
CO2 resulta en un incremento del contenido de carbohidratos en la biomasa, debido a que
los mecanismos de concentracion de carbono hacen que la célula adquiera y concentre
carbono inorganico del ambiente extracelular. Este mecanismo es inducido por bajas
concentraciones de didxido de carbono y causa una fijacion eficiente de este compuesto
durante lafotosintesis [138].

La irradiancia es esencial para e crecimiento autotrofo de las microalgas, por lo que la
eficiencia de la energia luminosa es uno de los factores limitantes en los cultivos a gran
escala de microalgas. La intensidad de luz afecta la acumulacion de carbohidratos en las
microalgas, sin embargo la acumulacion no solo depende de laintensidad luminosa, sino de
otros parametros ambientales, por lo que es dificil como se correlacionan estas variables
[128]. El efecto positivo de incrementar la intensidad luminosa sobre la acumulacién de
almidon y lipidos, solo se logra hasta cierto punto que es donde comienza la saturacion de
lafotosintesis, lo cual se daen condiciones particulares para cada especie. [140]

Los principios de bioquimica demuestran que la conversion tedrica del espectro total de la
luz solar a materia organica es de arededor del 10 % implicando una restriccion
estequiométrica y termodinamica a la formacion de productos energéticos. Ademas de esto
los rendimientos de cultivos a aire libre tienen de un tercio a un décimo del rendimiento
tedrico, razén por la cual se debe mejorar la eficiencia de los sistemas fotosintéticos para
tener procesos rentables Los polisacéridos de las algas ademés de poder ser utilizados para
producir biocombustibles, representan una clase de compuestos de ato valor con
aplicaciones en aimentos, cosméticos, textiles, etabilzadores, emulsificantes, lubricantes,
agentes espesantes y drogas clinicas. Los polisacéridos sulfatados tienen actividad
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farmacol6gica como antioxidantes, antitumorigenos, anticoagulantes, antiinflamatorios,
antivirales y agentes inmunomoduladores [130].

Per spectivas de produccién de biodiesel a partir de microalgas

Para poder implementar |a comercializacion del biodiesel a partir de microalgas se requiere
maximizar la productividad de lipidos, incrementar |a velocidad de crecimiento, identificar
inductores quimicos, utilizar ingenieria metabdlica (para activar rutas metabdlicas que
aumenten la sintesis de lipidos) y gendmica y desarrollar mejores sistemas de cultivo. La
productividad de biomasa y lipidos se pueden aumentar mediante la utilizacion de la
ingenieria genética, identificando genes especificos que estén regulados quimicamente o
mediante la manipulacion de rutas metabdlicas [143]. Sin embargo no se ha realizado
mucha investigacion en cuanto a modificacion genética de microalgas debido a que no se
conocen ampliamente los mecanismos de regulacion de la expresion génicay no se tienen
herramientas especificas de biologia molecular. Otra de las causas es la preocupacion
existente en cuanto a contaminacion biologica [49], € posible dafio ecolégico y la
legislacion restrictiva que dificultan este tipo de investigacion [50].

Ademas de aumentar la sintesis de lipidos en las microalgas, se deben obtener varios
subproductos de las biomasa, debido a que producir Unicamente biocombustibles de la
biomasa obtenida no es una opcidn econdmicamente viable [144]. Al integrar € concepto
de biorefineria a tratamiento de aguas residuales proveera una utilizacion eficiente de la
biomasa y favorecera la viabilidad econdmica del sistema [56]. El concepto de biorefineria
es un proceso industrial en el cua la biomasa es convertida en una gran cantidad de
compuestos bioquimicos, materiales y productos energéticos. El concepto es analogo al de
una refineria de crudo en donde se obtienen varios productos del petrdleo. En la
biorefineria se utilizan la mayor parte de los compuestos de la biomasa evitando la pérdida
de recursos, todos los procesos deben ser eficientes y deben reducir los impactos
ambientales o evitarlos. Las microalgas contienen lipidos, proteinasy carbohidratos ademas
de otros compuestos que mediante procesos de conversion quimica, bioquimica y
termoquimica, pueden generar diversos compuestos energéticos. También se pueden
extraer productos de alto valor comercial que pueden utilizarse como alimento para
animales, nutricion humana, farmacéuticos, nutracéuticos y cosméticos [144].

Se requiere mas investigacion sobre procesos y tecnologias para reducir los costos de
escalamiento y produccién. También se requiere hacer més eficientes los procesos de
separacion y extraccion para mejorar la recuperacion de productos. Las proyecciones en
tiempo real y los modelos de prediccion de costos se requieren para poder extrapolar los
datos a nivel laboratorio y desarrollar tecnologias [56]. Los biocombustibles a partir de
microalgas pueden llegar a ser una realidad, pero se requiere de una gran cantidad de
investigacion en varios aspectos para hacer llegar estos combustibles a niveles comerciales
[143].

Hacen falta metodol ogias econdémicamente viables que permitan aumentar el contenido de
lipidos en las microalgas, ya que los cultivos en dos etapas requieren dos procesos de
separacion de la biomasa del medio que es uno de los procesos que requiere alto consumo
de energia durante la produccion del biodiesel. Ademés estas metodologias deben
implementarse con el uso de aguas residuales ya que en la actualidad se realizan en medios
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de cultivo especificos para las microalgas 10 que aumenta los costos de produccion del
biodiesel. Con €l uso de aguas residuaes se puede reducir € costo de tratamiento de las
mismas, produciendo productos con valor comercia a partir de la biomasa obtenida.
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M etodologia

En laFigural se muestra un diagrama de flujo de | as etapas experimental es que se llevaron a cabo durante larealizacion de latesis.

Figura 1. Diagramade flujo de | as etapas experimental es.
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Se llevé a cabo una caracterizacion del agua residual proveniente de la acuicultura de
especies marinas, ésto con la finalidad de producir un agua residual sintética con
pardmetros similares, con €l objeto de que se puedan controlar los parametros de cultivo y
no existan variaciones debido alas diferentes calidades de lotes de agua residual .

La investigacion se planted en dos etapas. En la primera etapa se llev6 a cabo € cultivo de
las microalgas (Tetraselmis sp., Dunaliella sp. y Nannochloropsis sp.) en agua residual
sintética bajo condiciones experimental es controladas, utilizando matraces Erlenmeyer de 2
L, con 1.2 L de medio de cultivo y 100 mL de indculo (2.3 g L™* de biomasa), con aireacion
constante y un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad. En esta etapa se monitored el
contenido de nutrientes presente en €l cultivo y al mismo tiempo se midié la cantidad de
biomasa seca y e contenido de lipidos de la misma, para determinar como afecta la
concentracion de nutrientes a estos dos parametros. Esto se realizd6 con 3 diferentes
densidades de flujo de fotones fotosi ntéticamente activos (DFFFA) (900, 1500 y 2000 pmol
m?2 s1), para ver € efecto de este parametro sobre la productividad de biomasa y lipidos.
De esta forma se determiné € efecto que tienen en conjunto la concentracién de nutrientes
y la DFFFA sobre la productividad de lipidos y de biomasa. Se determinaron las
propiedades fisicoquimicas del agua para cuantificar la remocion de nutrientes y se
determind la cantidad de clorofila presente en la biomasa, con lo que se pudo estimar € tipo
de metabolismo que la microalga podria utilizar para su crecimiento y como este afecta el
contenido de lipidos. Se selecciond lamicroalga que tuvo la mayor productividad de lipidos
pararedlizar |a segunda etapa experimental.

En la segunda etapa, al tener los parametros de DFFFA y concentracion de nutrientes que
permitieron obtener la mayor cantidad de biomasa con el mayor contenido de lipidos se
realizaron cultivos semi-continuos en volimenes mayores con lo que se vio € efecto que
tiene esto sobre la productividad de biodiesel. Estos cultivos se realizaron en unalaguna de
oxidacion de alta tasa de 0.69 m2 y con una lamina de agua de 10 cm de profundidad.
Posteriormente se hizo la caracterizacion del biodiesel.

Disefio experimental

Para hacer € andlisis estadistico de cada especie de microalga por separado se considerd un
modelo completamente a azar, con un factor que corresponde a la densidad de flujo de
fotones fotosintéticamente activos, este factor contempla niveles gue son 900, 1500 y 2000
umol m2 s, El otro factor es la concentracion de nitrogeno total con varios niveles que son
las concentraciones de este nutriente durante el tiempo de cultivo. Se tienen 9 tratamientos
debido a que se realizo € cultivo de cada microalga por triplicado en cada diferente
DFFFA. Por lo tanto la hipétesis nula es que todos los tratamientos son iguales y la
aternativa es que alguno de los tratamientos es diferente. Se utilizé como variable de
respuesta, la productividad de lipidos de las microal gas.

Por otro lado para comparar € crecimiento que tuvieron las 3 especies de microalgas en
cada una de las 3 DFFFA vy la concentracion de nitrégeno total se tiene un modelo
estadistico de tres factores, uno es la DFFFA que tiene 3 niveles (900, 1500 y 2000 pmol
m? s1), e otro es la concentracion de nitrogeno total con varios niveles (las
concentraciones de este nutriente durante e cultivo) y e dltimo son las especies de
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microalgas con 3 niveles (Tetraselmis sp., Dunaliella sp. y Nannochloropsis sp.). La
variable de respuesta es la productividad de lipidos en los cultivos. En este caso se probaron
tres hipotesis nulas que son que no hay efecto de la interaccién entre la DFFFA vy la
concentracion de nitrogeno total, que los efectos de |os tratamientos en cuanto a la DFFFA
son iguales y que los efectos de los tratamientos en cuanto a la concentracion de nitrégeno
total son iguales. Las hipotesis aternativas serian que si hay efecto de lainteraccion entre la
DFFFA vy la concentracion de nitrégeno total, que a menos alguno de los tratamientos
respecto a la DFFFA es diferente y que a menos uno de los tratamientos respecto a la
concentracion de nitrogeno total es diferente.

En todos los casos se hicieron pruebas de Tukey para determinar la diferencia existente
entre las medias de los tratamientos. Se trabgj6 con un intervalo de confianza del 95 %
(a=0.05), tanto paralos andlisis de varianza como paralas pruebas de Tukey.

Los andlisis estadisticos se hicieron en el programa RStudio.

Cultivo de las microalgas

Se redizaron los cultivos de las microalgas Tetraselmis sp., Nannochloropsis sp. y
Dunaliella sp. en aguaresidual que simula un efluente de maricultura, con concentraciones
de 45 mg L de nitratos, 10 mg L™ de nitritos, 30 mg L™ de amonio, 17 mg L™ de
ortofosfatos y 270 mg O, L ™! de DQO y a 3 diferentes DFFFA que fueron 2000 pmol m2 s
11500 pmol m2 s' y 900 pmol m? s!. Para los casos de Tetraselmis sp. y
Nannochloropsis sp. € agua tenia una salinidad de 31 ups 'y para € caso de Dunaliella sp.
el aguateniaunasalinidad de 41 ups. Esto es debido a que esas son las salinidades alas que
crece cada una de las especies de microal gas.

Los cultivos se realizaron en matraces Erlenmeyer de 2 L, con 1.2 L de medio de cultivo y
100 mL de inéculo (microa gas preacondicionadas con 2.3 g L™ de biomasa, después de 15
dias de cultivo). Se mantuvieron con un fotoperiodo de 12 h deluz y 12 h de oscuridad.

Para alcanzar las concentraciones de nitrogeno, fosforo y carbono, se adiciond KNOs,
NaNO2, (NH4)2S04, K3PO4 y acetato de sodio a agua, en las cantidades necesarias para
lograr valores cercanos a los del agua residual que simule un efluente de maricultura
(acetato de sodio 370 mg L1, K3PO4 15.6 mg L™, (NH4)2SO4 110.1 mg L, NaNO, 7.5 mg
L1, KNOs 73.4 mg L™Y).Esto equivale a una relacion molar de nitrégeno fésforo (N:P) de
14.6 y unarelacion N:P masica de 6.6. Estas relaciones son similares a las dadas por [145],
gue son relaciones N:P observadas para la composicion del plancton, larelacion molar N:P
es16ylamaésicaes7.2.

Deter minaciones en el agua

El fésforo presente en el agua se determind mediante un método colorimétrico donde se
forma el fosfomolibdato, que posteriormente se reduce a un compuesto de color azul [146].

Los nitritos se determinaron mediante una reaccion quimica colorimétrica donde se forma
un colorante azo [146]. El amonio se determinG mediante la oxidacion a nitritos en
presencia de hipoclorito [146]. Los nitratos se determinaron mediante una reduccién a
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nitritos con cloruro de vanadio [147]. Tanto € amonio como los nitratos una vez
transformados a nitritos se determinaron de la misma forma que estos.

El pH y e oxigeno disuelto se determinaron mediante electrodos [148].

La salinidad se determiné mediante un hidrémetro Instant Ocean.

Se determind la demanda quimica de oxigeno (DQO) por € método colorimétrico con
reflujo cerrado descrito por [149], en donde se agrega una mayor cantidad de sulfato de
mercurio paraeliminar los cloruros, causantes de interferencia.

Estas determinaciones se realizaron en e agua residual antes del cultivo, durante el
tratamiento y al final del tratamiento.

Deter minacion de clorofila

La clorofila de los cultivos se determiné por un método de extraccion con disolventes y
cuantificacion por espectrofotometria[148].

Densidad de flujo de fotones fotosintéticamente activos

La DFFFA se determind mediante un medidor de luz Delta Ohm HD 2302.0 y una sonda
DeltaOhm Lp 471 PAR.

Seleccién de las microalgas

Las cepas de microalgas (Dunaliella sp., Nannochloropsis sp. y Tetraselmis sp.) fueron
adquiridas a través de una donacion por parte de la Técnica Académica M. en C. lveth
Gabriela Palomino Albarran de la Unidad Académica Y ucatan de la UNAM.

Se cultivaron las microalgas Nannochloropsis sp. por su ato contenido de lipidos, de entre
22 'y 30 % de lipidos [150], Dunaliella sp. que tiene un contenido de lipidos de entre 36 y
42 % [151] y Tetraselmis sp. por su productividad de lipidos de entre 3.9 y 4.8 g m? dia
[92].

Las algas marinas del género Tetraselmis son las més utilizadas en la acuicultura como una
fuente de alimentos para algunos peces, ostras y moluscos. Son algas unicelulares
flageladas que miden entre 10 y 20 um, con caracteristicas adecuadas para su produccion
en instalaciones a gran escala, ya que pueden soportar un amplio rango de concentraciones
de sa y de temperaturas (2 a 34° C). Sus requerimientos nutricionales son minimos ya que
Nno requiere vitaminas para su crecimiento y puede utilizar € nitrégeno en forma de amonio,
urea, nitratos o0 amino acidos [152]

Las microalgas del género Dunaliella pueden crecer sobre valores de saturacion de més de
30 % de NaCl, con lo que se logra evitar la contaminacién de otros organismos en cultivos
abiertos. La extraccion de lipidos no se dificulta tanto debido a que no tienen pared celular
y por lo tanto las células son fréagiles y faciles de romper [153].
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Aguaresidual sintética

Se prepard agua de mar artificial con la sal de mar Instant Ocean con una salinidad de 31 g
kg! en e caso de Nannochloropsis sp. y Tetraselmis sp., y con una salinidad de 40 g kgt
parael caso de Dunaliella sp.

Se adicionaron al agua 370 mg L™ de acetato de sodio 15.6 mg L™ de K3sPO4, 110.1 mg L-
! de (NH4)2S04, 7.5 mg L™t de NaNO2 y 73.4 mg L™ de KNOs, con € fin de alcanzar las
concentraciones de nutrientes presentes en el agua residual caracterizada.

Aclimatacion de las microalgas al agua residual

Las microalgas se pusieron a crecer en un medio de cultivo inorganico (agua destilada con
laadicion de 1 g L™ de fertilizante Peters 20-20-20 [154]) para obtener una mayor cantidad
de biomasa, posteriormente se hicieron crecer en un medio de cultivo que consista en un
50% de agua residual sintética'y en un 50% del medio de cultivo inorganico, con las algas
crecidas en este medio de cultivo se inoculd € agua residual sintética para cultivar a las
microalgas [155].

Deter minacién del crecimiento de las microalgas

Se realizé midiendo la densidad Optica del medio de cultivo a 680 nm, previamente se
determinalarelacion entre ladensidad Opticay e peso seco de labiomasa [156].

Deter minacion del contenido delipidos

El contenido de lipidos de la biomasa se determinG mediante una reaccion colorimétrica
con &cido fosférico y vainillina[157].

Tincién con Rojo Nilo

Se llevd acabo esta tincion para poder observar la acumulacion de lipidos dentro de la
microalga, este colorante tifie de color dorado los cuerpos lipidicos dentro de las
microalgas.

Para Nannochloropsis sp., se tomaron 2.55 mL del cultivo, se adicionaron 0.45 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) y 10 uL de Rojo Nilo (0.25 mg en 1 mL de acetona). Se incubd
en la oscuridad, 10 min a temperatura ambiente [158].

En el caso de los cultivos de Tetraselmis sp., se tom6 1 mL de cultivo y se adicionaron 20
UL de Rojo Nilo. (0.25 mg en 1 mL de acetona). Se incubo en la oscuridad, 10 mina37° C
[159].

Para los cultivos de Dunali€lla sp., se tomé 1 mL de cultivo y se adicionaron 12.5 yL de
Rojo Nilo en acetona (0.1 mg mL-1). Se mezcld y seincubd 10 min a37° C en la oscuridad
[160].
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Separ acion de las microalgas del agua

La separacion de las microalgas del medio de cultivo se realizd mediante una floculacion
con quitosano, probando diferentes concentraciones de quitosano a diferentes pH para
determinar ladosis que logre la mayor remocion de algas del medio de cultivo [161].

Secado de la biomasa

Sellevé a cabo e secado de la biomasa en una estufa a 60° C hasta que esta tenga un peso
constante [162].

Extraccion deloslipidos de las microalgas

La extraccion de lipidos se llevé a cabo con metanol, acetona y etoxi etanol calentando a
60° C y mediante sonicacion segin la metodologia descritaen [163].

Produccion de biodiesel

Sellevo a cabo un transesterificacion de los lipidos con un catalizador basico (metéxido de
sodio), usando una proporcion de metanol:aceite de 5:1 a60° C por 1 h [164].

Calidad delipidosy del biodiesel

Al aceite se le determinG e vaor de acidez mediante e método [165] y € vaor de
saponificacion con €l método [166].

Al biodiesel se le determing la densidad mediante un picnémetro y e valor de acidez
mediante el método [167] y €l indice de yodo por el método [168].

El perfil de acidos grasos se llevo a cabo en la Unidad de Servicios de Apoyo a la
Investigacion y a la Industria (USAII) de la Facultad de Quimica de la UNAM con un
cromatografo acoplado a un espectrometro de masas marca Perkin Elmer. Se utilizo helio
como gas acarreador. La rampa de temperatura utilizada fue la siguiente:  se mantuvo €l
horno a 60° C durante, 3 min, posteriormente se aumento la temperatura 10° C min hasta
Ilegar a300° C y se mantuvo esatemperatura durante 5 min [169].

El estandar utilizado fue una mezcla de 37 metil ésteres de acidos grasos de la marca
Supelco®.
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Resultadosy analisis

Caracterizacion del aguaresidual

Se realiz6 |la caracterizacion del agua residual de un registro donde se mezclaban |as aguas
provenientes del cultivo de camardn, especies de ornato, aimento vivo (artemias y
microalgas), pulpo (Figura 2) y peces marinos (pargo, robalo y corvina) (Figura 3) y se
descargaban a una laguna de oxidacion, en la Unidad Académica del Sisa de la
Universidad Nacional Autonoma de México en Y ucatan. En este mismo lugar se redizo la
caracterizacion del agua residual de un estanque para cultivo de camarédn (Figura 5) y dos
estanques de biofloc (Figura 4) donde se cultivaba aimento vivo para los animales de
ornato.

Figura 2. Afluente de lalaguna 1y 2 provenientes del cultivo de pulpo, camardn, especies
de ornato, alimento vivo y peces marinos.

Figura 3. Afluente de lalaguna 3 proveniente del cultivo de peces marinos.
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Figura 4. Cultivo de anfipodos en biofloc.

Figura 5. Cultivo de camarén en bio-floc.

En la caracterizacion del agua residual se midié oxigeno disuelto, conductividad, solidos
totales disueltos, salinidad, pH, potencia redox, nitratos, nitritos, amonio, fosfatos y DQO
(Tabla 4).
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Tabla 4. Caracterizacion de aguas residuales provenientes de diversos cultivos de organismos marinos en la Unidad Académica del

Sisal de laUniversidad Nacional Auténoma de M éxico.

Oxigeno Sdlidos Orto-
Dia Disgelto Conductividad Totales Salinidad H Potencial Nitratos Nitritos Amonio fosfatos DQO
L (uS cm™) Disueltos (ups) P RedOx (mgL?Y) (mgL?%) (mgL%) L1 (mgO2 LY
(mgL) ot (mg L)
Afluentelaguna 1
07/09/2015| 5.9 50574 35490 3617 832  + 20.97 0(')43; ND* 5(')1;’71 86.5
08/09/2015 | 4.1 58542 35555 361 815  + 19.66 063f2i ND* 74785 52
00/09/2015 | 3.1 56877 35360 3595 7.92  + 19.72 063fli ND* 067311 75
10/09/2015| 35 57166 36008 3575 807  + 1969 037  \p» 3.39+ 57.5
0.07 1.03
Afluentelaguna 2
07/09/2015| 8.6 60639 35500 3612 865 @ + 20.16 Obgfsi ND* 545:3171: 775
08/09/2015 | 3.9 57320 35205 3584 801  + 1105 %% \ps 17.24 % 755
0.24 3.03
00/09/2015| 3.9 57030 35360 3592 7.99  + 19.54 06282“: ND* ND 56.5
10/09/2015 | 3.7 56284 34951 3568 813  + 1723 031f  \ps 3.25% 69.3
0.05 0.97
Afluentelaguna 3
374+ 1723+ 350+
07/09/2015 | 6.1 50997 35792 3613 837  + 257 37 > > 184
1581+ 4678+ 13254
08/09/2015 | 4.2 60083 35685 3625 849  + 6031 2% 378 2 3305
00/09/2015| 3.1 57857 35555 3618 827  + 5717 235+ 3325+ 731+ 284
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10/09/2015

07/09/2015

08/09/2015

09/09/2015

10/09/2015

07/09/2015

08/09/2015

09/09/2015

10/09/2015

07/09/2015

08/09/2015

09/09/2015

10/09/2015

3.3

4.1

3.7

3.7

3.8

39

38

3.9

3.7

3.7

3.3

58126

50741

49676

48913

47978

50290

49125

48450

49135

29190

55130

55676

55123

35124

30940

30983

31070

30926

30550

30530

30667

30723

17777

33799

34710

35012

3573 833 +

Biofloc 1
30.92 8.59 +

3098 837 +

311 8.27 +

31.9 8.31

+

Biofloc 2
30.46 8.53 +

3046  8.37 +

3065 827 +

30.73  8.29 +

Cultivo de camaron
16.76 7.83 +

34.25 7.54 +

35.13 7.6 +

35.11 7.71 +

29.77

141.16

39.32

93.05

47.26

44.19

101.28

44.19

47.59

298.32

290.83

236.54

278.36

0.47

052+
0.19

050+
0.21
058+
0.16
128+
0.04
167+
0.16

082+
0.12
0.73
0.07
0.64+
01
091+
0.13

41.14 +
6.11
47.28 +
3.94
37.38%
1.56
43.25 +
4.94

2.77

2355+
345

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

ND*

137

273+
1.07

485+
271
19.64 +
1.88
162+
2.17
14.80 +
173

18.92 +
112
50.19+
0.47
46.75
194
43.20 +
1.37

2192+
0.9
2258 +
0.9
1457 +
1.72
1723+
1.05

277

129.5

90.5

104.5

99.5

385.5

3755

376

385

1215

97

139.5

151

42



*ND: no detectable.

Las variaciones en |las concentraciones de nutrientes son altas debido a que se hace un constante recambio de agua, pero hay ocasiones
donde se lavan los estanques o0 se agrega alimento alos mismos y es cuando |as concentraciones de nutrientes se elevan.

También se realizd la caracterizacion del agua de la industria Lamarca (Tabla 5) en donde se cultivan camarones, sin embargo se
estaba haciendo & recambio de agua, razén por la cua algunas de las concentraciones de nutrientes obtenidas son bajas.

Tabla 5. Caracterizacion de aguas residuales del cultivo de camarén de la empresa Lamarca.

O_X|geno Conductividad Sollo!osTotales Salinidad Potencial Nitratos Nitritos Amonio Orto- DQO
Disudto (uS cm) Disueltos (ups) pH RedOx (mgL?) (mgL) (mgL- fosfatos (MgO2 LY)
(mgL™) (mgL™) (mgL™)
Afluente 4.3 47524 17526 174 8.06 + 4.48 ND ND ND ND
Fondo 2.9 57891 39251 17.35 8.19 + 17.913 ND ND ND 118.25
Efluente 5.1 59321 37152 17.77 8.33 + 14.231 ND 325'5531 ND 68.75
Estanque 6.5 58624 35261 17.65 8.07 + 13.981 ND ND ND 52.25

*ND: no detectable.
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Se obtuvo un promedio de la concentracion de nutrientes en la caracterizacion de cada una
de las diferentes aguas residuales, hecha en launidad del Sisal dela UNAM, paraobtener la
concentracion de nutrientes en el agua residual sintética. Se obtuvieron las siguientes
concentraciones de nutrientes: 45 mg L de nitratos, 10 mg L™ de nitritos, 30 mg L™ de
amonio, 17 mg L™ de ortofosfatos y 270 mg Oz L* de DQO.

Seguin las caracteristicas descritas en [170], por e contenido de DQO €l agua seria de baja
contaminacion, sin embargo por € contenido de ortofosfatos y de nitrogeno se catalogaria
como un agua fuertemente contaminada.

También se obtuvieron otros parametros como e pH gue se puede observar que en general
estéa arededor de 8, los solidos totales disueltos con un promedio de 33060.5 mg L7, la
sadlinidad que en promedio estuvo en 33.3 ups y € potencial RedOx siempre positivo
indicando un ambiente aerobio, |0 que puede verse por los valores de oxigeno disuelto que
siempre fueron superioresa3 mg L.

Densidad de flujo de fotones fotosintéticamente activos (DFFFA)
Durante la estancia en la Unidad Académicadel Sisal, se determind la DFFFA en umol m
stadiferentes horas del dia (Tabla6).

Tabla 6. DFFFA en umol m? s? a diferentes horas del dia (geoposicionamiento de la
Unidad Académicadel Sisal: 21°09'52.3"N 90°02'54.1"O).

Horadel dia
800 900 10:00 11:.00 12:00 13:00 14:.00 1500 16:00 17:00 18:00
Fecha Angulo de 90°
07/09/2015 977 2047 2013 1411 9317 4375
08/09/2015 | 481.7 1918 1035 521.3 647.7 1657 170.33
09/09/2015 865.3 8485 9897 17926 13137 1056 8333 17.86
10/09/2015 889.5 1903 2077 2173 2065 1733.6 1055.9
11/09/2015 907.3 1959 2124 2205 2147 1849.7 1199.1
Angulo del Sol
07/09/2015 1371.3 2197 2169 1972 1669.3 1073.3
08/09/2015 | 1289.9 2250 276.3 573.7 713.7 2157 125.69
09/09/2015 1233.7 2317 1007.3 19739 14227 1053 8271 137
10/09/2015 1300.7 2125 2173 2199 2273 2137 1777.1
11/09/2015 1307.2 2197 2233 2277 2329 2220 1877.3

En los dias 8 y 9 se puede ver que las irradiaciones son mas bajas que los demas dias
debido a que estos dias estuvo nublado.

Como se puede observar en la Tabla 6 desde las 10:00 de la mafiana hasta las 16:00 de la
tarde la DFFFA es cercana a los 2000 pmol m™ s, En las mafianas entre las 8:00 y las
10:00 y en lastardes entre las 16:00 y las 17:00 la DFFFA es cercanaalos 1500 umol m2s
1y & amanecer y a atardecer la DFFFA es cercana alos 900 pmol m2 s?. Incluso en los
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dias nublados durante e dia se tuvieron DFFFA cercanas a los 1500 pmol m2sty en la
marfiana y en la tarde cercanas a los 900 pmol m2 s, Por estas razones se seleccionaron
estas tres DFFFA paralos experimentos.

Cultivo de Tetraselmis sp.

El cultivo de esta microalga tuvo una duracion de 13 dias, tiempo en e cua alcanz6 una
fase de muerte donde |a biomasa seca comenzo a reducirse.

Figura 6. Fotografia de Tetraselmis sp.
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El pH, e oxigeno disuelto y latemperatura de los cultivos se muestran en laTabla 7.

Tabla 7. pH, oxigeno disuelto y temperatura de los cultivos de Tetraselmis sp. a diferentes DFFFA.

Dia 0 1 4 5 6 7 8 11 12 13
DFFFA (umol m2s?) pH
739 783 766 761 777 784 71.87 781 781 782
900 7.5 774 764 762 758 761 7.7 762 765 7.61
749 801 81 804 814 853 842 819 831 827
Promedio 746 786 780 7.76 783 7.99 8.00 787 7.92 7.90
Desviacion estandar 006 014 026 025 028 048 038 029 034 034
751 7.6 764 767 76 774 7T1.77 773 7.66 7.66
1500 7.5 762 763 768 764 T17.77 71.79 766 7.69 7.66
748 761 761 765 764 175 7.7 747 1.67 7.62
Promedio 750 761 763 767 763 775 T1.75 762 7.67 7.65
Desviacion estandar 0.02 0.01 0.02 0.02 0.02 0.02 0.05 0.13 0.02 0.02
748 755 753 759 759 765 7.73 763 761 753
2000 751 765 762 767 758 764 71.73 758 7.65 7.57
752 765 763 763 761 764 71.71 761 764 7.58
Promedio 750 762 759 763 759 764 71.72 761 7.63 7.56
Desviacion estandar 0.02 006 006 004 002 001 001 003 002 0.03
Oxigeno Disuelto (mg L)

567 6.07 504 612 490 506 523 584 532 489
900 588 509 623 58 530 489 492 6.36 542 550
611 620 594 524 493 499 6.09 494 635 547
Promedio 589 579 574 574 504 498 542 571 570 5.29
Desviacion estandar 022 061 062 045 022 008 060 072 057 0.35
565 6.08 539 587 589 524 492 6.03 506 5.82
1500 6,01 511 514 546 547 499 529 505 575 6.02
6.14 516 637 618 535 6.08 6.27 6.37 578 5.07
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Promedio 593 545 564 583 557 544 550 582 553 564
Desviacién estandar 025 055 065 036 028 057 070 068 041 0.50
623 626 515 4838 494 617 609 550 561 6.12

2000 549 6.03 488 574 556 504 584 520 583 577

580 520 626 6.07 526 591 554 564 534 6.38

Promedio 584 583 543 556 525 571 582 545 559 6.09

Desviacibnestandar 038 056 073 061 031 060 028 022 025 031
Temperatura (°C)

Promedio 305 298 285 240 250 225 225 250 275 275

Desviacion estandar 49 4.6 69 57 46 7.8 7.8 8.5 6.4 7.8

En la Tabla 8 se muestra € crecimiento de la microalga tanto en biomasa seca como la absorbancia ddl cultivo a 680 nm, ademas del
contenido de lipidos en el cultivo en las 3 diferentes DFFFA. A partir del contenido de biomasaen el cultivo y de la cantidad de lipidos
en e mismo, se calcul6 el contenido de lipidos en la biomasa como mg de lipidos gt de biomasa.

Tabla 8. Contenido de biomasay lipidos en |os cultivos de Tetraselmis sp. a diferentes DFFFA.

Dia 0 1 4 5 6 7 8 11 12 13
DFFFA (umol m2s?) Biomasa seca (gL™)
0.2405 0.3582 0.7552 0.9524 1.0667 1.1935 1.3267 1.3053 1.3853 1.3753
900 0.2262 0.2806 0.8012 0.9210 1.0286 1.1055 1.3894 1.3100 1.3000 1.2790
0.1881 0.3522 0.8036 0.9210 1.0661 1.1835 1.3887 1.3629 1.3229 1.3099
Promedio 0.2183 0.3303 0.7867 0.9315 1.0538 1.1608 1.3683 1.3260 1.3360 1.3214

Desviacion estandar  0.0271 0.0432 0.0273 0.0181 0.0218 0.0482 0.0360 0.0320 0.0441 0.0492
0.2548 0.3403 0.7872 0.8840 0.9722 1.0333 1.1398 1.1280 1.1280 1.1780

1500 0.1833 0.3358 0.8020 0.8774 0.9526 1.0776 1.1371 11298 1.1232 1.1123
0.2429 0.3925 0.7955 0.8523 0.9929 1.0048 1.1358 1.1211 1.1211 1.1991

Promedio 0.2270 0.3562 0.7949 0.8712 09726 1.0385 1.1376 1.1263 1.1241 1.1631
Desviacion estandar  0.0383 0.0315 0.0074 0.0168 0.0202 0.0367 0.0020 0.0046 0.0035 0.0453
2000 0.2925 0.3388 0.7244 0.7916 0.8797 0.9206 1.0350 1.0140 1.0140 0.9240
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0.2403 0.3657 0.6358 0.8714 0.8905 0.9257 1.0612 1.0421 1.0121 0.8821

0.2493 0.3925 0.6299 0.8214 0.8991 0.9286 1.0119 1.0140 1.0940 0.9040

Promedio 0.2607 0.3657 0.6634 0.8282 0.8898 0.9250 1.0361 1.0234 1.0400 0.9034

Desviacion estandar  0.0279 0.0269 0.0530 0.0403 0.0097 0.0040 0.0247 0.0162 0.0468 0.0210

Absorbancia 680 nm

0.134 0.218 0466 0.783 0.56 0.86 0971 1133 1175 1147

900 0.103 0206 0531 0813 0659 0836 0955 0941 1031 1133

0.102 0173 0271 0397 0457 0606 0.659 0936 0946 0971

Promedio 0.113 0199 0423 0664 0559 0767 0.862 1.003 1051 1.084
Desviacion estandar 0.018 0.023 0135 0232 0101 0140 0476 0112 0116  0.098
0.107 0.206 0515 0693 0574 0907 0.891 1137 0975 1.093

1500 0.106 0.191 0493 0643 0637 0842 0953 1.117 1081 1125

0.108 0.186 0521 0673 0663 0947 0921 1109 1059 0.983

Promedio 0.107 0194 0510 0670 0625 0899 0922 1121 1038 1.067
Desviacion estandar 0.001 0.010 0.015 0025 0046 0053 0.031 0.014 0056 0.074
0.088 0.191 0626 0787 0.692 0913 0.99 1127 1049 0.961

2000 0.089 0193 0479 0703 0507 078 0.873 0997 0993 0.899

0.087 0186 0491 0651 0504 0827 0879 1115 0983 1.105

Promedio 0.088 0190 0532 0714 0568 0840 0914 1.080 1.008 0.988
Desviacion estandar 0.001 0.004 0.082 0.069 0108 0.067 0.066 0.072 0.036 0.106

Lipidos(mgL™)

388 630 2212 4679 4391 4739 3797 7157 7990 78.87

900 421 815 2381 4691 4017 5501 4442 5534 8834 7538

431 759 2261 4597 4545 4428 3767 4981 7859 86.49

Promedio 413 735 2285 4656 4318 4889 40.02 5891 8228 80.25
Desviacion estandar 022 0.9 0.87 0.51 2.72 5.52 3.81 11.31 5.29 5.68

495 870 2381 4260 3816 60.76 3026 79.06 70.64 103.16

1500 528 695 2520 41.08 3508 5648 3592 8120 8340 110.56

346 1054 2678 3783 3722 6224 4017 6854 8546 113.65
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Promedio
Desviacion estandar

2000

Promedio

Desviacion estandar

900

Promedio
Desviacion estandar

1500

Promedio
Desviacion estandar

2000

Promedio
Desviacion estandar

4.56
0.97
2.28
1.96
217
2.14
0.16

16.15
18.59
22.93
19.22
343
19.45
28.77
14.23
20.82
7.37
7.79
8.15
8.71
8.22
0.47

8.73
1.80
7.87
5.75
7.96
7.19
125

17.59
29.03
21.55
22.72
5.81
25.56
20.68
26.86
24.37
3.26
23.22
15.72
20.28
19.74
3.78

2526 4051 36.82
1.49 2.44 1.58
3124 5237 4110
2579 36.09 25.99
2311 3563 2224
2671 4136 29.78
414 9.54 9.98

Lipidos (mg g?)
29.29 4913 4117
20.72 5093 39.05
2814 4991 4264
20.05 4999 40.95

0.82 0.90 1.80
3024 4819 3925
3142 46.82 36.83
3366 4439 3749
3177 4647 37.86

1.74 1.92 1.25
4312 66.16 46.72
4056 4142 29.18
36.70 4337 2474
4013 5032 3355

3.23 1376 11.62

59.83
2.99
66.78
51.00
53.54
57.11
8.47

39.71
49.76
37.41
42.29
6.57
58.80
52.42
61.94
57.72
4.85
72.54
55.09
57.66
61.76
9.42

35.45
4.97
41.59
49.14
34.98
41.90
7.09

30.95
37.35
29.93
32.74
4.02
28.18
32.26
38.21
32.88
5.05
42.72
51.13
36.10
43.31
7.53

76.26
6.78
79.41
63.90
84.59
75.97
10.77

54.83
42.24
36.55
44.54
9.36
70.09
71.87
61.14
67.70
5.75
78.32
61.32
83.42
74.35
11.57

79.83
8.03
92.25
87.93
67.76
82.65
13.07

57.68
67.95
59.40
61.68
5.50
62.63
74.25
76.23
71.04
7.35
90.97
86.88
61.94
79.93
15.72

109.12
5.39
82.17
82.99
88.55
84.57
3.47

57.35
58.93
66.03
60.77
4.62
87.57
99.40
94.78
93.92
5.96
88.92
94.09
97.95
93.65
4.53
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Los promedios de la biomasa seca de la Tabla 8 y los de contenido de lipidos de la para
cada una de las DFFFA fueron graficados para ver la curva de crecimiento de la microalga
y e cambio en € contenido de lipidos de la misma. Asi mismo fueron graficados los
contenidos de lipidos en la biomasa.
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Figura 7. Contenido de biomasa secay lipidos en los cultivos de Tetraselmis sp. a 900
pmol m2 s,

Figura 8. Tincion de Rojo Nilo para el cultivo de Tetraselmis sp. 2900 umol m2 s,
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Figura 9. Contenido de biomasa secay lipidos en los cultivos de Tetraselmis sp. a 1500
pmol m2 s,

Figura 10. Tincion de Rojo Nilo para el cultivo de Tetraselmis sp. 21500 pmol m2 s,
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Figura 11. Contenido de biomasa secay lipidos en los cultivos de Tetraselmis sp. a 2000
pumol m2 s,

Figura 12. Tincion de Rojo Nilo parad cultivo de Tetraselmis sp. 22000 pmol m-2 s-1.

En los cultivos a las diferentes DFFFA (900, 1500 y 2000 pmol m s1) se puede observar
que lafase estacionaria se alcanza alrededor del dia 8 (Figura 7, Figura9 y Figura 11), que
es el diaen @ cual se observa un aumento en e contenido de lipidos del cultivo, llegando a
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su maximo en €l dia 13, tiempo en € cua se detuvo € cultivo debido a que la microalga
llegé a su fase de muerte y empez6 a haber una pérdida de biomasa en € cultivo. El
comportamiento es muy similar tanto para el contenido de lipidos en € cultivo como para
el contenido de lipidos en la biomasa. Mediante las imégenes de tincién con Rojo Nilo
(Figura 8, Figura 10 y Figura 12) puede observarse que a partir del dia 6 comienza a haber
una pequefia cantidad de cuerpos lipidicos dentro del alga, misma que comienza a aumentar
el dia 8y que continlia su aumento hastallegar a dia 13 del cultivo.

Para poder redlizar la comparacion del contenido de biomasa y lipidos a las distintas
DFFFA, se graficaron la biomas y lipidos en e cultivo a las diferentes DFFFA por
separado.
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Figura 13. Contenido de biomasa en los cultivos de Tetraselmis sp. alas diferentes
DFFFA.
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Figura 14. Contenido de lipidos en los cultivos de Tetraselmis sp. alas diferentes DFFFA.

En la Figura 13 se puede observar que el mayor contenido de biomasa se obtuvo para los
cultivos a 900 ymol m2 s, sin embargo, € mayor contenido de lipidos se obtuvo para los

cultivos a 1500 y 2000 pmol m2 st (Figura 14).

Con los resultados de la Tabla 8 se calcul6 la productividad de biomasa en € dia 8 que es
cuando acaba la fase logaritmica de crecimiento, la tasa de crecimiento especifico y la
productividad de lipidos, datos que se presentan en la Tabla 9. Con estos resultados se
puede ver que la microalga sometida a 900 umol m s? tiene la mayor productividad de
biomasa, lamayor productividad de |ipidos se alcanz6 con la DFFFA de 1500 pmol m?2 s,



Tabla 9. Productividad de biomasa, tasa de crecimiento especifico y productividad de
lipidos de los cultivos de Tetraselmis sp- adiferentes DFFFA.

DFFFA Productividad de  Tasadecrecimiento Productividad de
(umol m?s?) biomasa especifico lipidos
900 134.1 mg L diat 0.305 dia* 23.03mg L dia®
1500 128.0 mg L diat 0.298 dia 31.29 mg L dia?
2000 103.8 mg L diat 0.238 dia* 21.52 mg L dia?

Al redizar e andlisis estadistico con la concentracion de nitrogeno total como factor se
obtiene que esta si es significativa (p<0.05) parala productividad de lipidos en € cultivo de
esta microalga. Sin embargo para la DFFFA se obtiene gque esta no es significativa parala
productividad de lipidos, esto puede deberse a que en la fase estacionaria de cultivo ya hay
una densidad celular ataen e cultivo por 1o que Unicamente las células en la superficie del
cultivo estan expuestas alaluz y al estar en agitacién no hay un efecto delaluz.
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Se realiz0 la caracterizacion del agua residual durante todo el cultivo para determinar el contenido de nutrientes en la mismay ver
como afecta esto a contenido de lipidos y biomasa en € cultivo, primero se muestra e contenido de nitratos, nitritos y nitrégeno
amoniacal, ademas del nitrégeno total que es la suma de las 3 formas de nitrégeno y también se muestra el contenido de ortofosfatos y
DQO (Tabla10).

Tabla 10. Concentracién de nitrégeno, ortofosfatos y DQO en los cultivos de Tetraselmis sp.

Dia 0 1 4 5 6 7 8 11 12 13

DFFFA (umol m
s

Nitritos (mg L™

657 760 622 1354 945 9.74 8.42 <010 <010 <0.10

900 686 7.96 7.14 1073 777 687 541 <010 <010 <0.10
702 779 726 1067 934 1176 557 <010 <010 <0.10
Promedio 682 778 687 1165 885 946 647
Dg"a':‘g;?” 023 018 057 164 094 246 169
702 734 661 1135 822 761 464 <010 <010 <0.10
1500 764 860 7.87 129 1052 1031 824 <010 <010 <0.10
657 734 711 1190 855 7.89 569 <010 <010 <0.10
Promedio 707 776 720 1207 910 860 619
D(:‘g acion 054 073 063 08 124 148 185
703 686 672 873 529 136 127 <010 <010 <0.10
2000 734 799 719 1170 877 926 7.8 <010 <010 <0.10
702 770 745 1241 997 863 080 <010 <010 <0.10
Promedio 713 752 712 1095 801 642 329
Desviacion 019 058 037 195 243 439 393
estandar
Nitratos (mg L™
900 4399 3634 4672 3957 3858 2721 1392 <100 <1.00 <1.00
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4387 3121 4785 3761 2765 1671 601 <100 <100 <1.00
4303 3493 4711 4156 36.65 2912 1988 <100 <100 <100
Promedio 4363 3416 4723 3958 3429 2434 1327
Dgﬁg;?” 052 265 057 198 584 668 69
4456 4206 4667 4398 2353 1093 147 <100 <100 <100
1500 4808 4054 4968 4868 1578 960 291 <100 <100 <100
4353 3458 6475 4360 27.38 1279 100 <100 <100 <1.00
Promedio 4539 39.06 5370 4542 2223 1111 179
Dg"a':‘g;?” 238 395 969 28 591 160 <100
4307 3677 4503 2086 244 218 171 <100 <100 <1.00
2000 4645 4024 3672 4516 2239 1312 920 <100 <100 <1.00
4946 4965 5248 4582 2571 1784 1111 <100 <100 <1.00
Promedio 4633 4222 4474 3728 1684 1105 7.34
Dg‘gﬁg;?” 320 666 7.89 1422 1259 803 497
Nitr 6geno amoniacal (mg L)
2777 1769 550 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
900 2062 2286 148 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
2053 1944 699 074 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
Promedio 28.97 20.00 4.66 0.74
Desviacion
A 105 263 285
26.72 1863 <050 <050 <050 <050 <0.50 <0.50 <0.50 <0.50
1500 2808 2038 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
3088 16.76 <050 <050 <050 <050 <0.50 <0.50 <0.50 <0.50
Promedio 28.86 1859
Desviacion
etbndar 208 181
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2084 1382 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
2000 2746 1892 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
2031 1863 059 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
Promedio 2887 17.12 0.59
Desviacion
eatrdey 125 287
Nitr 6geno total (mg L)
7832 6164 5844 5311 4803 3695 2234 160 160 1.60
900 80.35 6203 5646 4834 3542 2357 1143 160 160 1.60
7958 6216 6135 5297 4599 4088 2545 160 160 1.60
Promedio 7942 6194 5875 5147 4315 3380 1974 160 160 1.60
Dg"a':‘g;?” 102 027 246 271 677 907 736 000 000 0.0
7830 6803 5328 5533 3176 1855 611 160 160 1.60
1500 8470 6952 5755 6164 2630 1991 1115 160 160 1.60
80.98 5868 7186 5550 3593 2068 669 160 160 160
Promedio 8133 6541 6090 5749 3133 1971 798 160 160 1.60
Dgﬁg;?” 321 58 973 359 48 108 276 000 000 0.0
7994 5745 5175 2959 772 355 297 160 160 160
2000 81.26 67.15 4391 5686 3116 2238 1702 160 160 160
8578 7598 6052 5823 3568 2647 1190 160 160 1.60
Promedio 8232 66.86 5206 4823 2485 1747 1063 160 160 1.60
D;Wa'rf‘gg;” 307 927 831 1615 1501 1223 711 000 000 0.0
Ortofosfatos (mg L %)
1757 1557 1273 892 731 48 332 115 056 <0.50
900 1699 1494 1255 793 628 456 340 099 086 <0.50
1675 1574 1077 960 743 506 289 135 082 <050
Promedio 1710 1541 1202 88 701 48 320 116 075
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Desviacion

/ 042 042 108 08 063 025 027 018 0.16
estandar

1664 1383 1262 893 776 492 266 120 067 <050
1500 1646 1451 1093 817 702 490 266 103 08l <050

1789 1326 1121 918 575 520 258 095 059 <0.50
Promedio 1700 1387 1159 876 684 501 263 106  0.69
Dgﬁg;?” 078 062 09 053 101 017 004 013 011

1764 1348 1012 857 726 475 330 124 052 <050
2000 1634 1484 1181 806 554 452 362 173 084 <050

1699 1459 1272 813 777 48 278 102 085 <050
Promedio 1699 1431 1155 826 686 471 323 133 074
Desviacion 065 073 132 028 117 017 043 036 019
estandar

Demanda Quimica de Oxigeno (mg O, L)

270.69 21051 170.88 134.66 11896 90.01 7277 5290 <50.00 <50.00
900 270.13 208.05 17824 14347 11819 9400 7510 5974 <50.00 <50.00

272.83 20045 16955 13329 11556 8587 6618 57.43 <50.00 <50.00
Promedio 271.22 20633 172.89 137.14 117.57 89.96 7135  56.69
D;Wa'rf‘gg;” 143 524 468 552 178 406 462 348

26057 212.05 176.64 13458 11304 86.05 7255 50.88 <50.00 <50.00
1500 261.09 21328 174.12 136.13 124.83 8506 67.69 5254 <50.00 <50.00

266.68 201.33 177.33 14256 117.25 9525 67.05 50.84 <50.00 <50.00
Promedio 262.78 208.89 176.03 137.76 118.37 88.79 69.09  51.42
Dg‘gﬁg;?” 339 657 169 423 598 562 301 097

263.68 20253 17395 14225 12534 87.19 7715 59.86 <50.00 <50.00
2000 76.85 208.99 179.86 14255 117.73 90.80 7375 5377 <50.00 <50.00

27416 199.49 17865 14350 118.14 87.55 7148 5094 <50.00 <50.00
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Promedio 20490 203.67 177.49 142,77 12040 8851 74.13 54.86

Desviacion 11900 485 312 065 428 199 285 456
estandar

Los datos contenidos en la Tabla 10 se graficaron para ver la disminucién en la concentracion de nutrientes del medio de cultivo, €
nitrogeno se graficd como nitrogeno total.
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En los cultivos a las 3 diferentes DFFFA (900, 1500 y 2000 umol m s) se puede observar
que a partir del dia 7, todos |os nutrientes al canzan concentraciones bajas (Figura 15, Figura
16 y Figura 17), posteriormente en el dia 8 cuando hay poca concentracion de nutrientes es
cuando se acanza la fase estacionaria de crecimiento y es cuando aumenta la cantidad de
lipidos en los cultivos (Figura 14).

En los cultivos para las 3 diferentes DFFFA, la remocion del nitrogeno total fue mayor al
95 %. Para los ortofosfatos la remocion fue de arededor del 95 % para los cultivos
sometidos a las 3 DFFFA. Hubo una remocion de DQO cercana al 80 % paralos cultivos a
las 3 DFFFA.

Las cinéticas de remocion de los contaminantes para los cultivos a las 3 DFFFA fueron
muy similares, siendo |a remocion de nitrégeno de arededor de 7 mg L dia, lade DQO de
20 mg L diay ladefosforo cercanaalos 1.5 mg L™ dia.

Se determind el contenido de clorofilaen el medio de cultivo y € contenido de clorofila en
la biomas de las microalgas, estos datos se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Contenido de clorofilaen el medio de cultivo y en labiomasa de Tetraselmis sp.

Dia 0 5 7 12
DFFFA (umol m2s?) Clorofila(ug L)
6199.7 267.0 480.6 1869.0
900 5579.1 1922.4 801.0 2883.6
4378.8 2830.2 5019.6 534
Promedio 5385.9 1673.2 2100.4 1602.0
Desviacion estandar 925.7 1299.6 2533.2 1433.9
5745.6 694.2 534.0 2029.2
1500 8383.3 1975.8 1014.6 1441.8
1815.6 1121.8 1762.2 961.2
Promedio 5314.8 1263.9 1103.6 1477.4
Desviacion estandar 3305.0 652.5 618.9 534.9
10733.4 3577.8 1235.0 1281.6
2000 2378.7 1121.4 640.8 2509.8
3785.1 2136.0 640.8 1762.2
Promedio 5632.4 2278.4 838.9 1851.2
Desviacion estandar 4473.2 1234.4 343.1 618.9
Clorofila (ug g™ biomasa)

25778.5 280.3 402.7 1349.2
900 24664.5 2087.3 724.6 2218.2
23279.1 3073.0 4241.3 40.4
Promedio 24574.0 1813.5 1789.5 1202.6
Desviacion estandar 1252.2 1416.3 2129.4 1096.3
1500 22549.5 785.3 516.8 1798.9
45735.4 2251.9 941.5 1283.7
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1474.7 1316.2 1753.8 857.4

Promedio 25253.2 1451.1 1070.7 1313.3
Desviacion estandar 19273.1 742.5 628.5 4715
36695.4 4519.7 1341.5 1263.9

2000 0898.9 1286.9 692.2 2479.8
15182.8 2600.4 690.1 1610.8

Promedio 20592.3 2802.3 907.9 1784.8
Desviacion estandar 14193.7 1625.8 3755 626.4

DelaTabla 11 se puede observar que & contenido de clorofila disminuye con el tiempo, lo
cual nos podria dar una idea de que la microalga podria tener un metabolismo mixétrofo
debido a que usa e carbono organico del medio para crecer a igual que € dioxido de
carbono presente en € aire. Aungue la otra razon podria ser que e contenido de nitrégeno
disminuye, € cua es necesario para sintetizar la clorofila, lo que podria ser causa de la
disminucion.

Cultivo de Dunaliella sp.
Se redlizaron los cultivos de esta microalga en € agua residual sintética con
concentraciones de 45 mg L™ de nitratos, 10 mg L de nitritos, 30 mg L™ de amonio, 17

mg L de ortofosfatos y 270 mg O, L™* de DQO y a 3 diferentes DFFFA que fueron 2000
pumol m2 s?, 1500 pmol m2 sty 900 ymol m2 s,

Figura 18. Fotografiade Dunaliella sp.
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El pH, el oxigeno disuelto y latemperatura de los cultivos se muestran en laTabla 12.

Tabla 12. pH, oxigeno disuelto y temperatura de los cultivos de Dunaliella sp. a diferentes DFFFA.

Dia 0 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 17 18
oy

DFFFA (Llj)mol m=<s pH
900 726 794 804 775 773 769 809 7.7/6 771 769 764 778 7.99
728 775 783 754 768 754 783 77 769 772 756 7.62 7.67
733 835 824 825 811 779 798 7.7/8 781 784 79 787 1.71
Promedio 729 801 805 78 784 767 797 775 774 7175 770 7.76 7.79
Desviacion estandar 0.04 0.31 0.18 0.36 024 013 013 004 0.06 0.08 018 0.13 0.17
1500 731 776 791 764 7.62 83 844 842 828 797 783 797 7.97
729 783 801 7.75 7.8 77 785 78 176 T1.74 7.6 766 7.73
732 764 779 755 1.7 762 771 765 764 768 754 1757 7.62
Promedio 731 776 790 765 771 789 800 79% 789 780 7.66 773 71.77
Desviacion estandar 0.02 0.12 011 010 009 036 039 041 034 015 015 021 0.18
2000 73 832 854 7.7 771 761 772 762 764 769 75 7.68 7.61
727 821 833 849 779 768 776 7.7 768 771 753 7.67 7.64
728 836 845 792 803 783 781 7.7/5 772 774 766 798 7.63
Promedio 728 830 844 804 784 771 7776 769 768 771 756 7.78 7.63
Desviacion estandar 0.02 0.08 0.11 041 0.17 011 0.05 0.07 004 0.03 0.09 0.18 0.02

Oxigeno disuelto (mg Oz L)

900 586 625 512 569 618 560 493 535 487 568 503 595 550
581 593 580 625 546 563 590 537 530 559 507 508 6.22
581 600 596 591 593 500 573 511 525 590 498 564 488
Promedio 583 6.06 563 595 586 541 552 528 514 572 503 555 553
Desviacion estandar 0.03 0.17 045 028 036 036 052 014 023 016 005 044 0.67
1500 549 591 583 631 544 59 489 624 587 557 621 534 0.9
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631 563 605 553 520 505 560 631 557 519 600 550 554
585 553 556 617 517 499 555 514 574 6.08 494 509 6.08

Promedio 588 569 583 600 527 533 535 590 573 562 572 531 419
Desviacion estandar 041 019 025 042 015 055 040 066 015 045 068 020 282
2000 6.07 6.00 592 494 575 490 618 511 506 594 535 599 6.17

528 530 616 514 619 603 519 6.09 524 582 537 592 513
580 593 542 511 555 528 49 6.17 519 562 579 573 494

Promedio 572 574 583 506 583 540 544 579 517 579 550 588 541
Desviacién estandar 040 038 038 0.11 033 058 065 059 009 016 025 014 0.66
Temperatura (°C)

Promedio 27 31 315 283 265 26 315 27 305 29 27 265 28

Desviacion estandar 7.07 424 495 424 636 990 636 566 1061 566 1273 919 8.49

En la Tabla 13 se muestra & crecimiento de la microalga tanto como biomasa seca como la absorbancia a 680 nm y e contenido de
lipidos en el cultivo en las 3 diferentes DFFFA. A partir del contenido de biomasaen €l cultivo y de la cantidad de lipidos en el mismo,
se calcul e contenido de | ipidos en la biomasa como mg de lipidos g de biomasa.

Tabla 13. Contenido de biomasay lipidos en los cultivos de Dunaliella sp. a diferentes DFFFA.

Dia 0 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 17 18
DFFFA (umol m2s?) Biomasa (gL™)
0.1539 0.2853 0.3471 0.4193 0.5505 0.5897 0.9670 1.0745 1.1863 1.3697 1.3942 1.3742 1.3721
900 0.1535 0.2980 0.3671 04418 0.5608 0.6054 09703 1.0760 1.1870 1.3601 1.3624 1.3632 1.3633
0.1548 0.2869 0.3411 0.4103 0.5246 0.5676 0.9679 1.0759 1.1825 1.3599 1.3543 1.3558 1.3490
Promedio 0.1541 0.2901 0.3518 04238 0.5453 05876 09684 1.0755 1.1853 1.3633 1.3703 1.3644 1.3615

Desviacion estandar  0.0007 0.0069 0.0136 0.0163 0.0186 0.0190 0.0017 0.0008 0.0024 0.0056 0.0211 0.0093 0.0116
0.1360 0.2861 0.3586 0.4770 0.5339 0.6387 0.8587 0.9906 1.1800 1.2968 1.2966 1.2974 1.2877

1500 0.1637 0.2826 0.3637 04631 0.5763 0.6258 0.8526 0.9722 1.1238 1.2757 12713 1.268 1.2631
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0.1364 0.2700 0.3704 0.4841 05701 0.6461 0.8609 0.9834 1.1373 1.2989 1.2918 1.2793 1.2739

Promedio 0.1454 0.2796 0.3642 0.4747 05601 0.6369 0.8574 0.9821 1.1470 1.2905 1.2866 1.2816 1.2749

Desviacion estandar  0.0159 0.0085 0.0059 0.0107 0.0229 0.0103 0.0043 0.0093 0.0293 0.0128 0.0134 0.0148 0.0123

0.1668 0.3086 0.3279 0.3771 0.4977 0.5321 06485 0.6952 0.9326 0.9914 1.0145 1.0113 1.0118

2000 0.1368 0.2966 0.3204 0.3717 0.4554 0.5367 0.6199 0.6985 0.9263 0.9841 1.0096 1.018 1.0103

0.1478 0.3034 0.3249 0.3642 04396 0.5145 05920 0.6821 0.8950 0.9732 1.0067 1.0099 1.0121

Promedio 0.1504 0.3028 0.3244 0.3710 04642 0.5277 06202 0.6919 0.9179 0.9829 1.0103 1.0131 1.0114

Desviacion estandar 0.0152 0.0060 0.0038 0.0064 0.0301 0.0117 0.0282 0.0087 0.0201 0.0092 0.0039 0.0043 0.0009
Absorbancia 680 nm

0.104 0527 0571 0687 0753 0781 08 0598 0919 1005 1007 1117 1.169

900 0.102 0621 0745 0817 0875 0905 1057 1054 1141 1175 1116 1262 1.247

0.130 0377 0441 0497 0557 0571 0759 085 0883 0975 0921 1037 1.137

Promedio 0.11 0.51 0.59 0.67 0.73 0.75 0.89 0.83 0.98 1.05 1.01 114 118

Desviacion estandar 0.02 0.12 0.15 0.16 0.16 0.17 0.15 0.23 0.14 0.11 0.10 011 0.06

0.122 0627 0737 0839 0911 0.751 0747 0.728 1.007 1023 1062 1077 1.011

1500 0105 0591 0695 078 0841 0883 098 1.02 1.091 1139 1092 1213 1.247

0.104 0669 0817 0862 0963 0981 1136 1111 1203 1203 1189 1251 1.281

Promedio 0.11 0.63 0.75 0.83 0.91 0.87 0.96 0.95 1.10 112 111 118 1.18

Desviacion estandar 0.01 0.04 0.06 0.04 0.06 0.12 0.20 0.20 0.10 0.09 0.07 0.09 015

0.129 0463 0557 0521 0703 0757 1003 0874 1101 1129 1117 1191 1231

2000 0.115 0501 0563 0587 0602 0735 0931 0955 103 1.07 1.036 1107 1.177

0.107 0479 0467 0519 0571 061 0803 082 0887 0.893 0901 1013 1.199

Promedio 0.12 0.48 0.53 0.54 0.63 0.70 0.91 0.88 1.01 1.03 1.02 110 1.20

Desviacion estandar 0.01 0.02 0.05 0.04 0.07 0.08 0.10 0.07 0.11 0.12 0.11 0.09 0.03

Lipidos(mgL™)

8.45 2361 2892 3331 2748 3295 5354 4482 5315 5253 63.85 78.73 7953

900 8.55 2619 3566 3813 37.02 3996 6531 6657 6694 6673 8114 97.72 87.02

7.36 1985 2133 2261 2144 27.02 40.97 5320 4204 4245 50.27 8167 82473

Promedio 8.12 2321 2864 31.35 2865 3331 5327 5486 5404 5391 65.09 86.04 8301
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Promedio
Desviacion estandar

2000

Promedio

Desviacion estandar

900

Promedio
Desviacion estandar

1500

Promedio
Desviacion estandar

2000

Promedio
Desviacion estandar

0.66
7.76
8.65
8.75
8.39
0.55
5.78
6.87
4.98
5.88
0.95

43.59
44.19
39.83
42.54
2.36
41.70
52.83
44.54
46.36
5.78
34.63
34.89
26.54
32.02
4.75

3.19
27.77
26.38
24.60
26.25

1.59
24.70
20.84
17.67
21.07

3.52

82.75
87.88
69.16
79.93
9.67
97.05
93.35
91.11
93.84
3.00
80.05
70.26
58.23
69.51
10.93

7.17
37.91
32.78
36.95
35.88

2.73
21.00
26.46
23.68
23.72

2.73

83.32
97.16
62.52
81.00
17.44
105.73
90.12
99.76
98.54
7.88
64.05
82.58
72.87
73.17
9.27

7.94
45.72
42.24
38.77
42.24

3.48
23.47
29.67
22.07
25.07

4.04

79.44
86.29
55.11
73.61
16.39
95.85
91.22
80.08
89.05
8.10
62.23
79.83
60.60
67.55
10.66

7.86 6.48
3749 37.83
32.83 46.09
48,54 56.56
39.62 46.83

8.07 9.38
3144  32.95
21.78 3551
23.76  29.69
2566 32.72

5.10 291

Lipidos (mg g?)
49.93 55.87
66.01 66.01
40.86 47.60
5227 56.49
12.74 9.22
7021 59.24
56.97 73.65
85.13 87.54
70.77 73.48
1409 14.15
63.16 61.93
4783 66.17
54.06 57.71
55.02 61.94

7.71 4.23

12.17
42.84
61.97
74.41
59.74
15.90
61.17
58.62
52.34
57.38
4.54

55.37
67.31
42.33
55.00
12.50
49.89
72.68
86.43
69.67
18.46
94.31
94.57
88.40
92.43
3.49

10.97
46.42
65.50
73.89
61.94
14.08
59.08
58.55
44.64
54.09
8.19

41.71
61.87
49.45
51.01
10.17
46.86
67.38
75.13
63.12
14.61
84.99
83.82
65.44
78.08
10.96

12.47
59.12
64.68
75.99
66.60
8.60
60.97
51.30
47.60
53.29
6.91

44.80
56.39
35.55
45.58
10.44
50.10
57.55
66.82
58.16
8.38
65.38
55.38
53.18
57.98
6.50

12.20
57.68
70.44
74.55
67.56
8.80
59.33
64.47
41.42
55.07
12.10

38.35
49.06
31.22
39.54
8.98
44.48
55.22
57.40
52.36
6.92
59.84
65.51
42.56
55.97
11.95

15.47
52.12
70.85
81.34
68.10
14.80
73.32
55.21
41.63
56.72
15.90

45.80
59.56
37.12
47.49
11.31
40.20
55.73
62.97
52.97
11.63
72.27
54.68
41.35
56.10
1551

10.22
82.21
97.72
105.75
95.22
11.97
89.21
90.50
87.03
88.91
1.75

57.29
71.68
60.24
63.07
7.60
63.36
77.07
82.66
74.36
9.93
88.21
88.90
86.18
87.77
141

3.77
70.702
77.123
101.73

83.19
16.38
94.778
95.046
81.938
90.59
7.49

46.27
62.26
55.98
54.84
8.06
46.39
47.08
64.32
52.60
10.16
73.85
78.19
75.94
75.99
217
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Estos resultados se graficaron para ver la curva de crecimiento de la microalgay e cambio
en el contenido de lipidos de la misma.
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Figura 19. Contenido de biomasa seca y lipidos en los cultivos de Dunaliella sp. a 900
pumol m2 s,

Figura 20. Tincién con Rojo Nilo de los cultivos de Dunaliella sp. 2900 mol m2 s,
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Figura 21. Contenido de biomasa seca y lipidos en los cultivos de Dunaliella sp. a 1500
pumol m2st,

Figura 22. Tincién con Rojo Nilo de los cultivos de Dunaliella sp. a 1500 mol m? s,
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Figura 23. Contenido de biomasa seca y lipidos en los cultivos de Dunaliella sp. a 2000
pumol m2 s,

Figura 24. Tincién con Rojo Nilo de los cultivos de Dunaliella sp. 22000 mol m2 s,
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En € cultivo a las 3 diferentes DFFFA (900, 1500 y 2000 pmol m? s?) hay un
comportamiento similar, observandose que la fase estacionaria se alcanza alrededor del dia
13 (Figura 19, Figura 21 y Figura 23), donde se observa un aumento en e contenido de
lipidos del cultivo, llegando a su maximo a dia 17, donde comienza a disminuir
nuevamente, debido a que inicia la fase de muerte. En este caso el contenido de lipidos en
el cultivo y en la biomasa tienen un comportamiento diferente, incluso se ve que €
contenido de lipidos en la biomasa en |a etapa estacionaria es menor al que se tiene en la
fase logaritmica de cultivo. Esto se debe a que en e cultivo hay una alta concentracion de
biomasa con bajo contenido de lipidos.

Con la tincion con Rojo Nilo (Figura 20, Figura 22 y Figura 24) en las 3 DFFFA, se
observa que en @ dia 10 empieza a ocurrir la acumulacion de lipidos dentro de la microalga
y en e dia 12 ya hay una mayor cantidad de cuerpos lipidicos dentro de la misma,
observandose unareduccién al dial7.

Se realiz6 la comparacion del contenido de biomasa y lipidos en los cultivos a las 3
diferentes DFFFA graficando estos parametros.
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Figura 25. Contenido de biomasa en los cultivos de Dunaliella sp. alas diferentes DFFFA.
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Figura 26. Contenido de lipidos en los cultivos de Dunaliella sp. alas diferentes DFFFA.

El mayor contenido de biomasa se obtuvo para los cultivos a 900 pmol m2 s (Figura 25),
sin embargo, & mayor contenido de lipidos se obtuvo en los cultivos a 2000 ymol m2 s
(Figura 26).

A partir de los resultados de la Tabla 13 se calcularon la productividad de biomasaen € dia
13 que es cuando acaba la fase logaritmica de crecimiento, la tasa de crecimiento especifico
y laproductividad de lipidos (Tabla 14). Con estos resultados se puede ver que lamicroaga
sometida a 900 y 1500 pmol m? st tienen productividades de biomasa similares,
obteniéndose la mayor productividad de |ipidos en los cultivos sometidos a 1500 pmol m

st (p<0-05).

Tabla 14. Productividad de biomasa, tasa de crecimiento especifico y productividad de
lipidos de los cultivos de Dunaliella sp- a diferentes DFFFA.

DFFFA Productividad de  Tasadecrecimiento  Productividad de
(umol m2s?) biomasa especifico lipidos
900 68.9 mg L dia? 0.191 dia? 16.43 mg L1 diat
1500 69.3 mg L dia? 0.201 dia* 19.42 mg L diat
2000 52.1 mg Lt dia? 0.172 dia* 14.84 mg L1 diat
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Al redlizar € andlisis estadistico, sucede algo similar que con Tetraselmis sp., con la
concentracion de nitrogeno total como factor se obtiene que esta si es significativa (p<0.05)
parala productividad de lipidos. Nuevamente a tener la DFFFA como factor se obtiene que
esta no es significativa parala productividad de lipidos. Si se hace un disefio con 3 factores
gue son la DFFFA, la concentracién de nitrogeno total y € tiempo, se obtiene que hay una
interaccion entre el tiempo y la concentracion de nitrogeno (p<0.05), esto es de esperarse
ya que en € transcurso del cultivo hay una reduccion de la concentraciéon de nitrégeno.
Ademas se obtiene que tanto el tiempo como la concentracién de nitrégeno total tienen un
efecto significativo (p<0.05) sobre la productividad de lipidos.

Se realiz0 la caracterizacion del agua residual durante todo e cultivo para determinar €
contenido de nutrientes en la misma y ver como afecta esto a contenido de lipidos y
biomasa en € cultivo, primero se muestra el contenido de nitratos, nitritos y nitrégeno
amoniacal, ademas del nitrégeno total que es la suma de las 3 formas de nitrégeno y
también se muestra € contenido de ortofosfatos y DQO (Tabla 15). Estos datos se
graficaron para determinar cdmo afectd la concentracion de nutrientes al contenido de
biomasay lipidos en los cultivos.
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Tabla 15. Concentracion de nitrogeno, ortofosfatos y DQO en los cultivos de Dunaliella sp a diferentes DFFFA.

Dia 0 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14 17 18
DFFFA (hj)mol m?s Nitritos (mg L)
6.57 6.41 6.40 5.95 642 574 693 680 63 632 649 145 0.32
900 6.47 6.25 6.21 6.19 500 577 613 672 124 100 098 043 0.35
7.31 534 5.47 541 567 525 558 435 464 472 494 124 0.0
Promedio 6.78 6.00 6.03 5.85 6.00 559 621 59 408 401 414 104 0.26
Desviacion estandar  0.46 0.57 0.49 0.40 03 029 068 139 260 273 284 053 014
7.02 6.12 574 6.29 592 608 651 513 352 221 176 085 0.69
1500 6.57 6.50 6.29 6.30 6.3 593 600 559 312 091 161 014 010
6.50 6.31 6.35 6.09 6.09 49 473 117 090 071 053 051 014
Promedio 6.70 6.31 6.13 6.23 6.12 565 575 397 251 128 130 050 031
Desviacion estandar  0.28 0.19 0.34 0.12 022 062 091 243 141 082 067 036 033
6.41 6.18 6.25 6.64 595 554 569 407 034 018 <010 <0.10 <0.10
2000 7.05 6.99 6.43 6.67 664 685 684 667 572 554 418 <010 <0.10
7.15 6.83 6.80 6.71 692 697 690 695 522 53 465 119 <0.10
Promedio 6.87 6.66 6.50 6.67 650 645 648 590 376 369 298 046 0.10
Desviacion estandar  0.40 0.43 0.28 0.03 050 079 068 159 297 304 250 063 000
Nitratos (mg L™
3394 3372 3311 3258 3114 3113 2961 2712 17.72 1378 880 411 175
900 3398 3327 3214 3111 3071 1721 <100 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00
30.84 3037 3034 3080 2446 2369 1656 1503 1483 1307 1274 7.02 <1.00
Promedio 3292 3245 3186 3149 2877 2401 1572 1439 1118 928 751 404 125
Desviacion estandar  1.80 1.82 1.40 0.95 374 697 1432 1307 894 718 598 301 043
3386 3365 3235 3145 1843 1068 678 499 391 <100 <100 <1.00 <1.00
1500 36.86 3292 3129 3162 3060 2548 393 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00
3505 31.20 3198 3019 1569 7.72 <100 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00
Promedio 3526 3259 3187 3108 2157 1463 390 233 197 100 100 1.00 1.00
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Desviacion estandar  1.51 1.26 0.54 0.78 794 952 289 230 168 000 000 0.00 0.00

36.17 3541 3418 3477 2419 2434 369 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00

2000 36.32 3515 3422 3329 2912 2839 1939 932 305 <100 <1.00 <1.00 <1.00

3452 3440 3373 3433 3379 2530 2321 1155 999 679 537 373 <1.00

Promedio 35.67 3498 3405 3413 2903 2601 1543 729 468 293 246 191 100

Desviacion estandar  1.00 0.52 0.27 0.76 480 211 1034 55 471 334 252 158 0.00
Nitr geno amoniacal (mg L)

2522 308 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50 <0.50 <0.50 <050 <0.50 <0.50

900 2541 247 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

25.25 5.90 5.63 410 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

Promedio 2530 3.82 221 1.70 050 050 050 050 050 050 050 050 050

Desviacion estandar  0.10 1.83 2.96 2.08 000 000 000 000 OO0 000 000 000 o000

2264 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

1500 2764 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

2189 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

Promedio 2406 050 0.50 0.50 050 050 050 050 050 050 050 050 050

Desviacion estandar  3.13 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 000 000 000 0.00 o000

2054  6.70 3.97 247 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

2000 23.19 5.22 4.37 282 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

22.89 1.79 5.94 324 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

Promedio 2221 457 4.76 2.84 050 050 050 050 050 050 050 050 050

Desviacion estandar  1.45 252 1.04 0.38 000 000 000 000 OO0 000 000 000 000

Nitr 6geno total (mg L)

65.73 4321 4001 39.02 38.06 37.37 37.05 3443 2458 20.60 1579 6.05 257

900 65.86 4199 3885 3780 3711 2348 763 822 274 250 248 193 185

6340 4161 4144 4031 3064 2944 2263 19.88 1997 1829 1819 876 1.60

Promedio 65.00 4227 4010 39.05 3527 3010 2243 2084 1576 13.80 1215 558 201

Desviacion estandar  1.38 0.84 1.30 1.26 404 697 1471 1313 1151 985 846 344 050

1500 6351 4026 3859 3823 2484 1726 1379 1062 793 371 326 235 219
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71.08 3993 3808 3843 3745 3191 1043 7.09 462 241 311 164 160

6345 3801 3884 3678 2228 1316 623 267 240 221 203 201 164

Promedio 66.01 3940 3850 3781 2819 20.78 1015 6.79 498 278 280 200 181
Desviacion estandar  4.39 122 039 0.90 812 98 379 398 279 08 067 036 033
63.11 4829 4441 4388 3064 3039 983 557 184 168 160 160 1.60

2000 66.56 47.35 4503 4279 36.26 3574 2672 1650 927 704 568 160 1.60
64.57 4301 4647 4427 4120 3277 30.61 19.00 1571 1264 1052 542 1.60
Promedio 64.75 4622 4530 4365 36.03 3296 2240 1369 894 712 594 287 160

Desviacion estandar  1.73 2.81 1.06 0.77 529 268 1102 7.14 694 548 447 221 0.00
Ortofosfatos (mg L)

16.27 1621 1391 1350 1015 89 591 370 321 235 224 153 103

900 1721 1648 1471 1191 1093 755 521 379 29 245 171 113 097
1656 1495 1528 1343 1004 790 726 480 297 239 205 107 099
Promedio 1668 1588 1463 1295 1037 813 6.13 410 304 240 200 124 100

Desviacion estandar  0.48 082 0.69 0.90 049 074 104 061 014 005 027 025 003
1780 1543 1330 1194 1037 847 739 466 320 267 197 145 1.09

1500 17.02 1559 1370 1296 1007 806 592 39% 314 306 215 137 101
1890 1540 1332 129 1097 814 577 395 326 283 177 134 099
Promedio 1790 1547 1344 1262 1047 823 636 419 320 28 197 139 103

Desviacion estandar  0.94 010 0.23 0.59 046 022 09 041 006 020 019 006 0.05
1832 1551 1362 1357 1090 914 705 466 316 238 203 173 113

2000 1709 1542 1365 1251 1100 891 633 368 299 217 205 169 125
16.15 1486 1436 1254 1027 950 798 469 298 287 19 135 109
Promedio 1719 1526 1387 1288 1072 918 712 434 304 247 201 159 116

Desviaciéon estandar  1.09 035 042 061 040 029 083 058 010 036 005 021 0.08
Demanda Quimica de Oxigeno (mg O, L)

2805 24459 212.62 184.08 156.22 11658 81.58 70.73 56.24 <50.00 <50.00 <50.00 <50.00
900 2755 24257 208.71 18394 15528 11545 79.13 68.14 55.18 <50.00 <50.00 <50.00 <50.00
2705 24491 207.07 18394 157.85 119.15 78.73 66.22 50.34 <50.00 <50.00 <50.00 <50.00



Promedio 27550 244.02
Desviacion estandar  5.00 1.27

2955 243.04

1500 270.5 246.50

285.5 246.73

Promedio 283.83 245.42
Desviacion estandar 1258  2.07

2705 241.12

2000 2555 244.26

2755 24244

Promedio 267.17 242.61

Desviacion estandar 10.41 1.57

209.47
2.85
208.39
206.62
210.89
208.63
215
216.51
213.33
214.03
214.62
1.67

183.99
0.08
179.39
177.87
180.69
17931
141
185.26
189.99
188.43
187.89
241

156.45
1.30
150.71
150.88
150.17
150.59
0.37
153.47
155.35
153.61
154.14
1.05

117.06
1.90
109.73
114.97
115.03
113.24
3.05
126.41
127.97
120.72
125.03
3.81

79.81
154
74.31
74.07
75.79
74.73
0.93
96.01
96.50
93.36
95.29
1.69

68.36
2.27
55.46
56.59
53.06
55.03
1.80
61.75
66.67
63.63
64.02
2.48

53.92
3.15
50.38
50.72
52.67
51.26
124
57.97
58.59
58.32
58.30
0.31

50.00 50.00 50.00 50.00

0.00
<50.00
<50.00
<50.00

50.00

0.00
<50.00
<50.00
<50.00

0.00
<50.00
<50.00
<50.00

50.00

0.00
<50.00
<50.00
<50.00

0.00
<50.00
<50.00
<50.00

50.00

0.00
<50.00
<50.00
<50.00

0.00
<50.00
<50.00
<50.00

50.00

0.00
<50.00
<50.00
<50.00

50.00 50.00 50.00 50.00

0.00

0.00

0.00

0.00

En los cultivos paralas 3 diferentes DFFFA, la remocién del nitrégeno total fue mayor a 95 %. Para los ortofosfatos la remocion fue
mayor a 90 % en las 3 DFFFA. Hubo unaremocion de DQO cercana a 80 % paratodos |os cultivos. Las cinéticas de remocion fueron
de arededor de 3.5 mg L dia para & nitrogeno total, de alrededor de 17 mg O; L* dia parala DQO y cercana a 0.9 mg L™ dia de
ortofosfatos para los cultivos a todas las DFFFA.

Los datos contenidos en la Tabla 15 se graficaron para ver la disminucion en la concentracion de nutrientes del medio de cultivo, el

nitrégeno se graficé como nitrégeno total.
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Figura 27. Contenido de nutrientes en e agua residual en los cultivos de Dunaliella sp. a

900 pymol m?s™.

En la Figura 27 se puede ver que a partir del dia 11, € nitrégeno total acanza
concentraciones bajas y a partir del dia 12 las concentraciones de ortofosfatos y DQO
también son bajas, a partir de estos dias es que la microalga alcanza su fase estacionaria de
crecimiento y coincide con €l inicio del aumento de la cantidad de lipidos en € cultivo unos

dias después (Figura 26).
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Figura 28. Contenido de nutrientes en € agua residual en los cultivos de Dunaliella sp. a
1500 uymol m? s

En e caso del cultivo a 1500 umol m2 s € nitrogeno total alcanza concentraciones bajas a
partir del dia 10 y los ortofosfatos y la DQO llegan a bajas concentraciones en € dia 12
(Figura 28). Al mismo tiempo que se tienen bajas concentraciones de nutrientes en los
cultivos es cuando comienza la fase estacionaria y también el aumento en la concentracion
de lipidos en las microagas (Figura 26).
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Figura 29. Contenido de nutrientes en €l agua residual en los cultivos de Dunaliella sp. a
2000 pmol m2 s,

Delaformasimilar alo que sucedio con los cultivos alas otras dos DFFFA, en € dia 1l el
nitrégeno tota llega a concentraciones bajas y arededor del dia 12 las concentraciones de
ortofosfatos y DQO son bagas (Figura 29), lo que corresponde con e aumento de la
cantidad de lipidos en la fase estacionariadel cultivo (Figura 26).

Se determind € contenido de clorofila en los cultivos, |os datos se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16. Contenido de clorofilaen los cultivos de Dunaliella sp.

Dia 0 4 6 11
DFFFA (pmol m?s*) Clorofilapg L™

2136.0 213.6 4699.3 5286.6
900 160.2 3738 3577.7 3204.0
534 1869.0 4325.0 3208.0
Promedio 783.2 818.8 4200.7 3899.5
Desviacion estandar 1172.8 913.0 571.0 1201.2
801.0 854.4 6621.6 4859.4
1500 213.6 694.2 6087.6 3310.7
427.2 1228.2 8063.9 3951.6
Promedio 480.6 925.6 6924.4 4040.6
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Desviacion estandar 297.3 274.0 1022.3 778.2
1388.4 801.0 4539.0 3364.2
2000 106.8 3577.8 6078.8 2242.8
534.0 2346.3 4859.4 2776.8
Promedio 676.4 2241.7 5159.1 2794.6
Desviacion estandar 652.6 1391.4 8125 560.9
Clorofila (ug g biomasa)
13879.1 615.4 8536.4 4920.1
900 1043.6 1018.3 6379.6 2977.7
345.0 5479.3 8244.4 2081.7
Promedio 5089.3 2371.0 7720.1 3626.5
Desviacion estandar 7620.3 2699.4 1170.1 1120.3
5889.7 2382.6 12402.3 4905.5
1500 1304.8 1908.7 10563.2 3405.4
3132.0 3315.9 14144.7 4018.3
Promedio 3442.2 2535.7 12370.1 4109.7
Desviacion estandar 2308.1 716.0 1790.9 754.2
8323.7 2442.8 9120.0 4839.2
2000 780.7 11166.7 13348.3 3210.9
3613.0 7221.6 11054.1 4071.0
Promedio 4239.1 6943.7 11174.1 4040.3
Desviacion estandar 3810.3 4368.6 2116.7 814.6

Con los datos de la Tabla 16 se puede ver que a principio hay un aumento en € contenido
de clorofila, 1o cua puede deberse a que la microalga aunque pudo tener un metabolismo
mixétrofo debido a la presencia de carbono organico, tuvo una preferencia por € carbono
inorganico. Posteriormente hay una disminucion en € contenido de clorofila que puede
deberse alafatade nitrégeno, nutriente esencial paralasintesis de clorofila.
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Cultivo de Nannochloropsis sp.

El cultivo de esta microalga tuvo una duracion de 21 dias, ya que en este tiempo se alcanzo
lafase de muerte donde la biomasa seca comenzo areducirse.

Figura 30. Fotografia de Nannochloropsis sp.
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El pH, el oxigeno disuelto y latemperatura de los cultivos se muestran en laTabla 17.

Tabla 17. pH, oxigeno disuelto y temperatura en |os cultivos de Nannochloropsis sp. a diferentes DFFFA.

Dia 0 1 2 5 6 7 8 9 12 13 14 15 16 19 20 21
-2
DFFFA (1|;mol m“s oH
739 767 810 822 829 800 822 822 887 821 857 860 838 822 847 829
900 734 772 800 815 836 802 819 819 811 817 821 8.04 813 814 822 817
744 770 839 845 854 848 850 850 845 830 842 821 812 876 829 826
Promedio 739 770 816 827 840 817 830 830 848 823 840 828 821 837 833 824
Desviacion estandar 0.05 0.03 020 016 013 027 017 017 038 007 018 029 015 034 013 0.06
739 767 810 822 829 800 822 822 887 821 857 8.60 838 822 847 829
1500 734 772 800 815 836 802 819 819 811 817 821 804 813 814 822 817
744 770 839 845 854 848 850 850 845 830 842 821 812 876 829 826
Promedio 739 770 816 827 840 817 830 830 848 823 840 828 821 837 833 824
Desviacion estandar 0.05 0.03 020 016 0213 027 017 017 038 007 018 029 015 034 013 0.06
739 767 810 822 829 800 822 822 887 821 857 860 838 822 847 829
2000 734 772 800 815 836 802 819 819 811 817 821 8.04 813 814 822 817
744 770 839 845 854 848 850 850 845 830 842 821 812 876 829 826
Promedio 739 770 816 827 840 817 830 830 848 823 840 828 821 837 833 824
Desviacion estandar 0.05 0.03 020 0.16 013 027 017 017 038 007 018 0.29 015 034 013 0.06
Oxigeno disuelto (mg O L™?)

595 6.18 461 6.02 549 626 525 429 484 511 475 520 521 437 617 4.28
900 536 6.27 458 6.01 598 573 431 623 580 516 430 578 478 521 567 6.22
554 619 495 632 553 453 591 430 485 442 566 437 483 504 440 4.19
Promedio 562 621 471 612 567 551 516 494 516 490 490 512 494 487 541 490
Desviacion estandar 0.30 0.05 021 018 0.27 089 080 112 055 041 069 0.71 024 044 091 1.15
1500 535 558 484 570 476 445 478 582 540 438 465 416 413 631 419 456
586 599 425 489 441 631 455 460 514 6.26 5.67 557 499 559 541 5.26
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502 518 496 470 561 584 456 462 486 433 441 519 437 465 625 448

Promedio 541 558 468 510 493 553 463 501 513 499 491 497 450 552 528 477

Desviacion estandar 042 041 038 053 062 097 013 070 027 110 067 0.73 044 083 1.04 043

578 495 462 563 626 593 464 583 490 555 581 617 515 569 465 6.20

2000 599 546 598 438 543 550 534 422 625 437 524 527 563 514 598 444

491 587 625 632 617 515 616 522 578 6.16 440 460 577 455 450 5.90

Promedio 556 543 562 544 595 553 538 509 564 536 515 535 552 513 504 551

Desviacion estandar 057 046 087 098 046 039 076 081 069 091 071 079 033 057 081 094
Temperatura (°C)

Promedio 215 271 26 245 23 245 25 235 27 26 24 245 23 235 245 255

Desviacion estandar 64 71 71 35 57 78 99 78 85 85 57 78 71 64 78 78

En laTabla 18 se muestra el crecimiento de la microalga tanto en biomasa seca como la absorbancia del cultivo a 680 nm, ademés del
contenido de lipidos en €l cultivo en las 3 diferentes DFFFA. A partir del contenido de biomasaen €l cultivo y de la cantidad de lipidos
en & mismo, se calcul6 el contenido de |ipidos en la biomasa como mg de lipidos g de biomasa.

Tabla 18. Contenido de biomasay lipidos en |os cultivos de Nannochloropsis sp. a diferentes DFFFA.

Dia

0

1

2

5

6

7

8

9

12

13

14

15

16

19

20

21

Irradiacion
(umol m2s

)

Biomasa (g L)

900

Promedio
Desviacion
estandar
1500

0.3923
0.3846
0.3231
0.3667

0.0379
0.3077

0.4231
0.4000
0.4769
0.4333

0.0395
0.4154

0.5962
0.6000
0.5831
0.5931

0.0089
0.5077

0.8843
0.8714
0.8971
0.8843

0.0129
0.8143

0.9986 1.1143
0.9843 1.1286
1.0043 1.1300
0.9957 1.1243

0.0103 0.0087
0.9571 1.0143

1.3467
1.3667
1.3667
1.3600

0.0115
1.3200

1.5267
1.4933
1.5067
1.5089

0.0168
1.4333

1.6533
1.7067
1.7033
1.6878

0.0299
1.6333

1.7000
1.7200
1.7400
1.7200

0.0200
1.6500

1.7800
1.7300
1.7900
1.7667

0.0321
1.6730

1.8300
1.7800
1.8200
1.8100

0.0265
1.6800

1.6200
1.5600
1.5300
1.5700

0.0458
1.4300

1.6100 1.5800
1.5600 1.4900
1.4400 1.4400
1.5367 1.5033

0.0874 0.0709
1.5300 1.4000

1.6400
1.4400
1.4800
1.5200

0.1058
1.4400
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0.2015 0.3777 05385 0.8157 0.9286 1.1571 1.2800 1.3733 1.5867 1.6300 1.6600 1.6870 1.4700 1.5300 1.3600 1.4100
0.2923 0.3593 0.5308 0.8000 0.9286 1.1286 1.2400 1.3400 1.5733 1.6400 1.6575 1.7088 1.4900 1.4800 1.3500 1.4330

Promedio 0.2972 0.3841 05256 0.8100 0.9381 1.1000 1.2800 1.3822 1.5978 1.6400 1.6635 1.6919 1.4633 1.5133 1.3700 1.4277
Dggfgg?” 0.0091 0.0286 0.0160 0.0087 0.0165 0.0756 0.0400 0.0473 0.0315 0.0100 0.0083 0.0150 0.0306 0.0289 0.0265 0.0157
0.4385 0.4846 0.6615 0.8143 0.9714 1.0000 1.1533 1.2667 1.4400 1.4600 1.4900 1.5100 1.3400 1.3400 1.3900 1.3400

2000 0.3615 04231 0.6385 0.8786 0.9857 1.0143 1.2600 1.2467 1.4833 1.4900 1.5050 1.5300 1.3800 1.5600 1.3200 1.3200
0.3615 0.4356 0.6846 0.9286 0.9571 1.0286 1.2667 1.2600 1.5233 1.5300 1.5530 1.5750 1.3700 1.3000 1.3700 1.3600

Promedio 0.3872 0.4478 0.6615 0.8738 0.9714 1.0143 1.2267 1.2578 1.4822 1.4933 15160 1.5383 1.3633 1.4000 1.3600 1.3400
Dggfgg?” 0.0444 0.0325 0.0231 0.0573 0.0143 0.0143 0.0636 0.0102 0.0417 0.0351 0.0329 0.0333 0.0208 0.1400 0.0361 0.0200

Absorbancia 680 nm

0104 0526 0790 1013 0930 1215 1251 1269 1543 1521 1563 1661 1624 1784 1752 1.880

900 0102 0513 0771 1011 1014 1205 1261 1242 1323 1467 1366 1457 1490 1597 1500 1.607
0130 0514 0759 1.003 0870 1153 1227 1188 1127 1263 1258 1342 1361 1454 1341 1457

Promedio 0112 0518 0773 1.009 00938 1.191 1246 1233 1331 1417 1396 1487 1492 1612 1531 1.648
D;“’a'rf‘gg;” 0.015 0007 0016 0.005 0072 0033 0017 0041 0208 0.136 0.155 0162 0132 0165 0207 0214
0122 0494 0779 0987 0960 1.090 1191 1176 1177 1321 1318 1.340 1381 1305 1.367 1.496

1500 0105 0514 0831 1501 1650 1.851 1.973 2059 2270 2310 2298 2368 2382 2485 2461 2341
0104 0489 0781 1057 1035 1239 1323 1272 1372 1438 1385 1485 1450 1542 1375 1578

Promedio 0110 0499 0797 1182 1215 1.393 1496 1502 1606 1.690 1667 1731 1738 1777 1734 1.805
D;“’a'rf‘gg;” 0.010 0013 0029 0279 0379 0403 0419 0484 0583 0540 0547 0556 0559 0.624 0629 0.466
0129 0473 0730 1177 1320 1485 1527 159 1603 1738 1716 1834 1813 1765 1.695 1.887

2000 0115 0494 079 1351 1415 1590 1739 1854 2149 2232 2225 2206 2320 2354 2431 2528
0107 0489 0763 1033 1086 1161 1319 1248 1378 1545 1670 1650 1.648 1729 1755 1.909

Promedio 0117 0485 0763 1.187 1274 1412 1528 1566 1710 1.838 1.870 1927 1927 1949 1960 2.108
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Desviacion

adnde 0011 0011 0033 0159 0169 0224 0210 0304 039 0354 0308 0333 0350 0351 0409 0364
Lipidos(mg L?)

411 981 1340 1590 21.92 2280 27.71 2469 3249 2637 4055 3862 4066 5154 5315 54.35

900 476 854 1518 2215 2050 2137 3102 31.88 2764 2864 3568 3194 3228 3657 4466 38.95

417 955 1650 21.25 2299 1971 2649 27.86 2401 2573 27.98 2707 3092 37.36 42.85 38.95

Promedio 435 930 1503 1977 2480 2129 2840 2815 2805 2691 3473 3254 3462 4182 46.89 44.08

Dggfg;?” 036 067 155 338 411 155 234 361 425 153 634 580 528 843 550 889

353 935 1420 2021 2492 1941 2570 3432 3035 2395 27.98 2764 2786 3239 4888 32.96

1500 353 1003 1416 1955 3275 2362 3811 3956 3489 3015 3293 3565 3837 5587 5371 5153

346 968 1472 1889 27.69 2280 3267 3273 3047 27.02 2922 3477 3477 4791 4696 46.66

Promedio 351 9.69 1436 1955 2846 21.94 3216 3554 31.90 27.04 30.04 32.60 3367 4539 4985 4372

Dggrf‘g;‘r’” 004 034 032 066 397 224 622 357 259 310 258 439 534 1194 348 963

388 961 1336 2039 3211 2530 3694 4270 3975 3624 5131 5742 5369 60.16 6214 53.93

2000 408 987 1605 2596 3330 2672 3935 4340 4300 5637 5438 6063 5746 6313 67.36 6191

366 942 1178 1883 21.80 2378 3337 4197 3888 5156 5040 4564 4587 4374 5999 57.79

Promedio 387 963 1373 2173 2907 2527 3655 4269 4054 4806 5203 5456 5234 5568 6316 57.88

Dggfg;?” 021 023 216 375 632 147 301 072 217 1051 209 789 591 1045 379 3.99

Lipidos(mg g?)

1406 2318 2248 17.98 2195 2046 2057 1617 1965 1551 2278 2111 2510 3201 3364 3314

900 1671 2136 2530 2542 2998 1893 2269 2135 1619 1665 2062 17.94 2069 2344 2997 27.05

1871 2002 2830 2368 2289 1744 1938 1849 1410 1479 1563 1487 2021 2594 2975 26.31

Promedio 1650 2152 2536 2236 2494 1895 2088 1867 1665 1565 19.68 17.97 2200 2713 3112 2883
Desviacion

etandar 233 159 291 389 439 151 168 259 280 094 367 312 269 441 218 3.75

150p 1146 2251 27.96 248l 2608 1913 1947 2394 1858 1451 1672 1645 1948 2117 3492 2289

1210 2656 2629 2397 3527 2041 2078 2881 21.99 1850 1984 2113 2610 3651 3950 36.55
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Promedio
Desviacion
estandar

2000
Promedio

Desviacion
estandar

11.85
11.80

0.32
16.28
15.59
13.98
15.29

1.18

26.93
25.33

245
19.83
23.33
21.62
21.59

1.75

27.74
27.33

0.91
20.20
25.13
17.21
20.85

4.00

23.62
24.13

0.62
25.04
29.55
20.28
24.95

4.64

29.82
30.38

4.65
33.05
33.78
22.78
29.87

6.15

20.21
19.92

0.69
25.30
26.34
23.12
24.92

1.64

26.35
25.20

525
32.03
31.23
26.34
29.87

3.08

24.43
25.73

2.68
33.71
34.82
3331
33.95

0.78

19.36
19.98

1.78
27.61
28.99
25.52
27.37

174

16.48
16.50

1.99
24.82
37.83
33.70
32.12

6.65

17.63
18.06

1.60
34.43
36.13
32.45
34.34

1.84

20.35
19.31

2.51
38.03
39.62
28.98
35.54

5.74

23.34
22.97

3.32
40.06
41.64
33.48
38.39

4.33

32.37
30.02

7.94
44.90
40.47
33.65
39.67

5.67

34.78
36.40

2.68
44.70
51.03
43.79
46.51

3.94

32.56
30.67

7.02
40.25
46.90
42.49
43.21

3.38
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Los promedios para cada una de las DFFFA, presentes en la Tabla 18, fueron graficados
obteniéndose de esta forma la curva de crecimiento de la microalga y €l cambio en €
contenido de lipidos de lamisma.
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—w— Lipidos (mg/g)
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Figura 31. Contenido de biomasa seca y lipidos en los cultivos de Nannochloropsis sp. a

900 pymol m2 s,

Figura 32. Tincién con Rojo Nilo de los cultivos de Nannochloropsis sp. a 900 mol m2 s,
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Figura 33. Contenido de biomasa secay lipidos en los cultivos de Nannochloropsis sp. a

Figura 34. Tincién con Rojo Nilo de Nannochloropsis sp. a 1500 mol m2 s,

1500 uymol m? s
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Figura 35. Contenido de biomasa seca y lipidos en los cultivos de Nannochloropsis sp. a
2000 pmol m2 s,

Figura 36. Tincién con Rojo Nilo de Nannochloropsis sp. a 2000 mol m2 s,
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En los cultivos a las 3 diferentes DFFFA (900, 1500 y 2000 umol m?2 s') hay un
comportamiento similar en cuanto a contenido de biomasay lipidos, se observa que la fase
estacionaria se alcanza arededor del dia 12 (Figura 31, Figura 33 y Figura 35),
empezandose a ver un aumento del contenido de lipidos, tanto en € cultivo como en la
biomasa, hasta e dia 15. El contenido maximo de lipidos se alcanza a dia 20 donde ya
existia una disminucion en la cantidad de biomasa, debido a que la fase de muerte se
alcanzd en este mismo dia. Se aprecia que tanto en el contenido de lipidos en €l cultivo
como en labiomasa, hay un aumento de los mismos durante la fase estacionaria de cultivo.

Mediante latincion con Rojo Nilo (Figura 32, Figura 34 y Figura 36) se puede observar que
hay cuerpos lipidicos desde €l inicio de los cultivos al dia 2, sin embargo, a partir del dia 12
se observa un aumento en la cantidad de cuerpos lipidicos dentro de la microal ga.

Se graficaron tanto la biomasa como los lipidos presentes en los cultivos a las 3 diferentes
DFFFA, pararedlizar una comparacion de estos parametros.

2.0

—%— 900 umol m?s™
—%— 1500 umol m?s™
—+— 2000 umol m?s™

1.5 4

1.0 A

Biomasa seca (g L ™)

0.5 A

0.0 - T T
0 5 10 15 20

Tiempo (dias)

Figura 37. Contenido de biomasa en |os cultivos de Nannochloropsis sp. alas diferentes
DFFFA.
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Figura 38. Contenido de lipidos en los cultivos de Nannochloropsis sp. alas diferentes
DFFFA.

En el caso de la biomasa se observa que € contenido de la misma es muy similar para los
cultivos a las 3 diferentes DFFFA, siendo € contenido més alto e del cultivo a 900 pmol
m? st (Figura 37), presentandose € mayor contenido de lipidos en los cultivos a 2000
umol m2 s (Figura 38).

Con los resultados presentados en la Tabla 18, se calcularon la productividad de biomasa en
el dia 12 que es cuando acaba la fase logaritmica de crecimiento, la tasa de crecimiento
especifico y la productividad de lipidos (Tabla 19). Con estos resultados se puede ver que la
microalga sometida a 1500 pmol m s tiene la mayor productividad de biomasa y tasa de
crecimiento especifico (p<0.05). Las productividades de lipidos alcanzadas con las DFFFA
de 1500 y 2000 pmol m2 s?, fueron similares, siendo la menor con una DFFFA de 900

pumol m2 s,

Tabla 19. Productividad de biomasa, tasa de crecimiento especifico y productividad de
lipidos de los cultivos de Nannochloropsis sp- a diferentes DFFFA.

DFFFA Productividad de  Tasadecrecimiento  Productividad de
(umol m2s?) biomasa especifico lipidos
900 87.9 mg Lt dia? 0.164 dia 7.69 mg Lt diat
1500 99.5 mg L dia? 0.194 dia* 9.67 mg L dia?
2000 849 mg L dia? 0.151 dia* 9.53 mg L dia™
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Se realiz0 la caracterizacion del agua residual durante todo € cultivo para determinar €
contenido de nutrientes en la misma y ver como afecta esto a contenido de lipidos y
biomasa en € cultivo, primero se muestra el contenido de nitratos, nitritos y nitrégeno
amoniacal, ademas del nitrégeno total que es la suma de las 3 formas de nitrégeno y
también se muestra el contenido de ortofosfatos y DQO (Tabla 10).

Si serediza € andlisis estadistico con la concentracién de nitrégeno total como factor se
obtiene 1o mismo que con las otras dos microalgas, es decir, que la concentracion de
nitrogeno total si tiene un efecto significativo (p<0.05) sobre la productividad de lipidos.
En este caso se obtiene que la DFFFA s tiene un efecto significativo (p<0.05) sobre la
productividad de lipidos, esto puede deberse a que esta microalga es mas sensible a la luz
que las dos anteriores. Si se hace un disefio con la DFFFA, la concentracion de nitrogeno
total y e tiempo como factores, se obtiene que hay una interaccion entre el tiempo y la
concentracion de nitrégeno (p<0.05) y entre € tiempo y la DFFFA (p<0.05). Ademas se
obtiene gque tanto el tiempo como la concentracion de nitrégeno total y la DFFFA tienen un
efecto significativo (p<0.05) sobre la productividad de lipidos.
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Tabla 20. Concentracién de nitrégeno, ortofosfatos y DQO en los cultivos de Nannochloropsis sp.

Dia 0 1 2 5 6 7 8 9 12 13 14 15 16 19 20 21
DFFFA L .
(umol m2sY) Nitritos(mgL™)

1024 986 947 11.03 1377 1325 1251 1290 1035 679 331 129 162 010 023 119

900 10.18 11.09 1290 12.80 1509 1519 1396 1274 1219 1080 437 180 135 010 085 052

10.83 1022 1096 11.77 1532 1496 12.80 1264 1529 1348 677 289 273 136 176 013

Promedio 1042 1039 11.11 11.87 1473 1447 1309 1276 1261 1036 481 199 190 052 095 061

Dg"a':‘g;?” 036 063 172 089 084 106 077 013 250 336 177 08 074 073 077 053

1050 947 954 1099 1396 14.83 1387 1441 1529 1416 697 099 311 173 161 116

1500 1079 757 747 747 989 873 78l 695 315 114 051 024 036 <010 011 <0.10

10.83 944 834 1164 1044 1180 10.86 893 663 754 202 28 057 277 027 017

Promedio 1071 883 845 1003 1143 11.79 1085 1010 836 761 317 136 135 153 066 047

Dg"a':‘g;?” 018 109 104 224 221 305 303 387 625 651 338 135 153 134 082 059

1047 792 689 821 989 938 644 699 324 010 018 018 <010 <010 <010 <0.10

2000 1054 763 754 996 892 847 492 330 140 <010 <010 <010 <0.10 <010 <010 <0.10

1031 763 666 896 838 818 728 880 563 754 38 18 212 303 29 038

Promedio 1044 773 703 904 906 868 621 636 342 258 139 070 077 108 105 019

Dg"a':‘g;?” 012 017 045 087 077 062 119 280 212 430 216 098 117 169 165 0.6

Nitratos (mg L™

4494 2630 2492 2562 1989 1870 2101 1926 10.36 946 577 619 340 116 100 648

900 4672 1504 1818 1895 1884 1656 1315 1333 1375 1485 1050 1236 1159 756 592 424

4574 1600 1833 1977 2297 17.33 1908 2256 17.01 1846 1098 1671 1448 1036 7.77 <1.00

Promedio 4580 19.12 2048 2145 2056 1753 17.75 1838 1370 1426 908 1175 983 636 490 391
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Desviacion

adnde 089 624 38 364 215 108 410 468 333 453 288 529 575 472 350 276
4520 1921 2162 2090 1983 2162 12.83 17.08 15798 19.37 1081 1801 1502 1200 11.94 11.14

1500 4623 1490 2633 1909 1365 1129 987 872 71977 670 511 475 363 191 <1.00 <1.00
4416 1848 2358 2162 1919 1599 1741 1750 16762 1451 1509 951 1339 816 1085 1054

Promedio 4520 1753 2384 2053 17.56 1630 1337 1443 1325 1353 1034 1076 1068 7.36 793 7.56
Dg’éfggn 104 231 237 131 340 517 380 495 527 640 501 672 616 510 602 569
4406 2247 2060 2293 2308 11.94 847 724 100 118 100 100 156 <1.00 <1.00 <1.00

2000 4579 2336 2976 2388 1437 855 528 399 <100 <100 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00 <1.00
4501 1909 2262 2600 1894 1593 1519 1256 11.30 1251 1140 11.68 851 268 158 <1.00

Promedio 4495 21.64 2433 2427 1879 1214 965 793 443 489 447 456 369 156 119 <1.00
Dg’éfggn 086 225 481 157 436 369 506 433 595 659 601 617 418 097 034 000

Nitr geno amoniacal (mg L)

3004 267 661 429 053 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

900 2051 829 443 489 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
2056 480 090 113 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

Promedio 2971 525 398 344 051 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050
Dsgr?ggr’” 029 284 289 202 002 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
2049 583 050 064 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

1500 3090 570 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
2014 684 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50

Promedio 2984 612 050 055 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050
Dsgr?ggr’” 093 062 000 008 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
2000 3065 671 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
3164 903 206 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
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3010 932 264 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <050 <0.50
Promedio 3080 835 173 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050 050
Dg’éfggn 078 143 111 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Nitr 6geno total (mg L)

8523 38.83 41.01 4094 3418 3245 3402 3265 2120 1676 958 798 552 176 173 817

900 86.41 3442 3550 3664 3443 3225 2761 2656 2643 2615 1537 1465 1344 816 727 526
86.13 31.02 30.18 3266 3879 3279 3238 3570 32.80 3244 1825 2011 17.72 1223 1003 1.63

Promedio 8592 34.76 3557 3675 3580 3250 31.34 31.64 2681 2512 1440 1425 1223 738 634 502
Dsgr?ggr’” 062 392 542 414 259 028 333 465 580 789 442 607 619 528 422 328
8519 3452 31.66 3253 3429 3695 2720 3200 3158 3403 1829 1950 1863 1423 1405 12.80

1500 87.03 2817 3430 27.06 2404 2052 1818 1617 1085 834 611 549 449 249 161 155
8412 3476 3243 3376 3013 2829 2877 2693 2389 2255 1761 1287 1446 1143 1162 11.20

Promedio 8575 3248 32.80 31.11 2049 2859 2472 2503 2211 2164 1400 1262 1253 939 909 852
Dsgr?ggr’” 196 374 136 357 516 822 572 808 1048 1287 684 701 726 613 659 6.08
8518 37.10 27.99 3165 3347 2181 1540 1472 474 178 168 168 216 160 160 1.60

2000 87.96 4002 3935 3434 2379 1752 1070 7.79 290 160 160 160 160 160 160 1.60
8542 3605 31.92 3546 27.81 2461 2297 2186 1743 2055 1579 1401 1113 620 503 1.88

Promedio 8619 37.72 3309 3381 2836 2131 1636 1479 836 797 635 576 49 313 274 169
Dsgr?ggr’” 154 206 577 19 48 357 619 703 791 1089 817 714 535 266 198 0.16

Ortofosfatos (mg L)

1756 1602 1485 11.93 995 839 794 666 328 340 107 160 121 075 <050 <050

900 16.90 1575 1358 919 10.36 1024 667 468 371 323 145 102 08l <050 <050 <0.50
1758 1678 1358 1001 1153 962 7.86 633 386 330 217 146 079 <050 <050 <050

Promedio 17.35 16.18 1400 1038 1061 942 749 589 362 331 156 136 09 058 050 050
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Desviacion

adnde 039 053 073 141 08 095 071 106 030 008 056 031 024 015 000 000
17.66 1555 1605 1002 1217 1144 934 572 407 323 322 104 094 056 <050 <050

1500 17.32 1537 1358 919 958 720 497 403 229 139 099 082 059 <050 <050 <0.50
17.83 1607 1358 919 11.61 848 837 530 293 219 091 092 087 <050 <050 <050

Promedio 17.60 1566 1440 947 1112 904 756 502 310 227 171 092 080 052 050 050
Dg’éfggn 026 036 143 048 136 218 230 088 090 092 132 011 019 004 000 000
1812 1695 1358 1299 11.71 932 763 608 262 169 193 089 083 <050 <050 <050

2000 1739 1631 1692 1124 1163 733 650 546 290 183 142 095 089 <050 <050 <0.50
1802 1546 1548 1277 1251 882 7.74 665 339 214 228 195 112 077 <050 <050

Promedio 17.84 1624 1533 1233 1195 849 729 606 297 190 188 126 09 059 050 050
Dg’éfggn 040 075 168 096 049 103 069 060 039 023 043 060 015 016 000 000

Demanda Quimica de Oxigeno (mg O, L)

27050 268.50 22850 199.50 183.50 183.50 16350 153.50 12350 10350 7850 7350 57.50 51.50 <50.00 <50.00

900 27250 23350 23350 20350 19350 184.50 177.50 14150 12850 10650 9750 8550 66.50 5250 <50.00 <50.00
26550 238.50 22050 217.50 19550 183.50 17850 16850 15650 11350 9350 7650 6150 51.50 <50.00 <50.00

Promedio 269.50 246.83 227.50 206.83 190.83 183.83 173.17 154.50 136.17 107.83 89.83 7850 61.83 51.83 50.00 50.00
Dsgr?ggr’” 361 1893 656 945 643 058 839 1353 1779 513 1002 624 451 058 000 0.0
26550 268.50 209.50 202.50 187.50 15850 11850 9850 8850 8350 7350 5850 51.50 <50.00 <50.00 <50.00

1500 25550 246.50 24350 23350 17850 17350 16350 12850 11850 10850 9750 7350 5350 <50.00 <50.00 <50.00
269.50 268.50 24350 203.50 191.50 173.50 15850 137.50 12350 111.50 9950 8350 5850 <50.00 <50.00 <50.00

Promedio 26350 261.17 232.17 213.17 18583 16850 146.83 121.50 110.17 10117 90.17 71.83 5450 50.00 50.00 50.00
Dsgr?ggr’” 721 1270 1963 1762 6.66 866 2466 2042 1893 1537 1447 1258 361 000 000 0.00
oo 27350 23350 21850 20850 13850 12350 11850 10350 7850 5850 57.50 5150 5000 50.00 <5000 <50.00
27750 28350 25850 23850 20050 177.50 17350 15350 11850 11350 10350 9850 77.50 5350 <50.00 <50.00
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275.50 258.50 268.50 208.50 188.50 187.50 181.50 168.50 14550 11350 9950 8850 7350 5550 <50.00 <50.00
Promedio 27550 258.50 24850 218.50 175.83 162.83 157.83 141.83 114.17 95.17 86.83 7950 67.00 53.00 50.00 50.00
Desviacion

estandar 200 2500 2646 1732 3288 3443 3430 3403 3371 3175 2548 2476 1486 278 000 0.00

Los datos contenidos en la Tabla 20 se graficaron para ver la disminucién en la concentracion de nutrientes del medio de cultivo, €
nitrogeno se graficd como nitrogeno total.
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Figura 39. Perfil de consumo de nutrientes en los cultivos de Nannochloropsis sp. a 900

pumol m2 s,
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Figura 40. Perfil de consumo de nutrientes en los cultivos de Nannochloropsis sp. a 1500

pumol m2 s,
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Figura 41. Perfil de consumo de nutrientes en los cultivos de Nannochloropsis sp. a 2000
pumol m2 s,

En e caso de los cultivos alas 3 diferentes DFFFA (900, 1500 y 2000 pmol m2 s?), hay un
comportamiento similar en la remocion de nutrientes, en el dia 12 ya se comienzan a tener
bajas concentraciones de nutrientes (Figura 39, Figura 40 y Figura 41), con lo cua se
alcanza la fase estacionaria de crecimiento. Algun tiempo después de que se tienen bajas
concentraciones de nutrientes en los cultivos es cuando la concentracion de lipidos en las
microal gas comienza a aumentar, alrededor del dia 15 (Figura 38).

En los cultivos para las 3 diferentes DFFFA, la remocion del nitrogeno total fue mayor al
90 %. Para los ortofosfatos la remocion fue de superior a 95 % para los cultivos sometidos
a las 3 DFFFA. Hubo una remocion de DQO cercana a 80 % para los cultivos a las 3
DFFFA.

Las cinéticas de remocion de los contaminantes para los cultivos a las 3 DFFFA fueron
muy similares, siendo |a remocion de nitrégeno de arededor de 4 mg L dia, lade DQO de
10 mg Lt diay lade fosforo cercanaalos 0.8 mg L™ dia.

Comparacién entrelos cultivos de las 3 especies de micr oalgas

En los cultivos de las 3 especies de microalgas (Tetraselmis sp., Dunaliella sp. y
Nannochloropsis sp.), los pH del efluente cumplen con los de los estandares mostrados en
la Tabla 2, los cuales se encuentran entre 7.5 y 8.3. En todos los casos se cumple con los
limites de nitrogeno amoniacal e cual esde 0.5 mg L2, enlaTabla 2 e Iimite es de 3 mg
L1, En € caso delos ortofosfatos, € efluente alcanza concentraciones de 0.5 mg L%, siendo
este € limite de deteccion del método por |o que no se puede saber si cumpliria con €
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estandar mostrado en la Tabla 2 que es de 0.3 mg L. Lo mismo sucede parala DQO cuyo
limite de deteccion es de 50 mg L, aunque en los estandares de la Tabla 2 € valor que se
muestra es de DBOs, cumpliria.con € estandar del 1FC que es de 50 mg L%, pero no con €
del GAA que es de 50 mg L1, Para el caso del oxigeno disuelto e estandar marcado en la
Tabla2 esde5mg L™y en casi todos |os casos € efluente tiene concentraciones mayores a
este valor por o que s cumple con los estandares.

Se graficaron la biomasa y lipidos a cada una de las 3 DFFFA por separado (900, 1500 y

2000 pmol m2 s%), para las 3 especies de microalgas para poder hacer una comparacion
entre ellas.
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Figura 42. Contenido de biomasa en los cultivos de las 3 microalgas a 900 pmol m2 s,
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Figura 43. Contenido de Iipidos en los cultivos de las 3 microalgas a 900 umol m2 s?,

En € caso de los cultivos a 900 ymol m2 s, se observa un contenido de biomasa muy
similar en los casos de Dunaliella sp. y Tetraselmis sp., siendo el contenido de biomasa de
estos menor a de Nannochloropsis sp. (Figura 42). En € caso de los lipidos también se
tiene un contenido de los mismos muy similar para el caso de Dunaliella sp. y Tetraselmis
Sp., en este caso siendo mayores que & contenido para los cultivos de Nannochloropsis sp.

(Figura43).
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Figura 44. Contenido de biomasa en los cultivos de las 3 microalgas a 1500 ymol m=2 s,
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Figura 45. Contenido de |ipidos en los cultivos de las 3 microalgas a 1500 pmol m2 s',

Para los cultivos a 1500 umol m2 s?, se observa nuevamente que e contenido de biomasa
en los cultivos de Nannochloropsis sp. es mayor que para los cultivos de Dunaliella sp. y
Tetraselmis sp. (Figura 44). El mayor contenido de lipidos en este caso se obtuvo para los
cultivos de Tetraselmis sp. (Figura 45).
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Figura 46. Contenido de biomasa en los cultivos de las 3 microalgas a 2000 pmol m2 s,
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Figura 47. Contenido de lipidos en los cultivos de |las 3 microalgas a 2000 pmol m2 s,

En e caso de |os cultivos a 2000 pmol m?s?, ocurre algo similar que en los cultivos a 900
umol m2s?, donde & contenido de biomasa de los cultivos de Dunaliella sp. y Tetraselmis
sp. es muy similar, siendo menor a del cultivo de Nannochloropsis sp. (Figura 46). Para €
contenido de lipidos, se tienen valores similares en los cultivos de Dunaliella sp. y
Tetraselmis sp., siendo mayores a contenido obtenido para el cultivo de Nannochloropsis

sp. (Figura 47).

En la Tabla 21 se pueden observar |os datos comparativos de las 3 especies de microagas
(Tetraselmis, Dunaliella y Nannochloropsis). Aqui se puede apreciar que la productividad
de biomasa no esta relacionada con la productividad de lipidos debido a que Dunaliela
tuvo las menores productividades de biomasa, sin embargo fue Nannochloropsis la que
tuvo las menores productividades de lipidos. La microalga que tuvo las mayores
productividades tanto de lipidos como de biomasa fue Tetraselmis, esto se debio
principalmente a que los cultivos de esta microalga fueron los que duraron menor tiempo.
La mayor productividad de lipidos se obtuvo para los cultivos de Tetraselmis a la DFFFA

de 1500 umol m?s™.
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Tabla 21. Comparacion de cinéticas de remocion de nutrientes, productividades de
biomasay lipidos y tasas de crecimiento especifico paralas 3 especies de microalgas.

Cinética deremocion cr;ﬁigﬁto Productividad
(mg L*dia™) especifico (mg L*dia?)
DFFFA Microalga Nitrogeno DQO Ortofosfatos (dia?) Biomasa Lipidos
900 Tetrasdmis 7.07 20.11 1.49 0.305 134.1 23.031.90
pmol m= Dunaliella 35 17.35 0.87 0.191 68.9 16.43
st Nannochloropsis  3.85  10.45 0.78 0.164 87.9 7.69
1500 Tetraselmis 7.25 19.34 1.48 0.298 128.0 31.29
pmol m2 Dunaliella 357 1799 0.94 0.201 69.3 19.42
st Nannochloropsis  3.68 10.17 0.81 0.194 99.5 9.67
2000 Tetraselmis 7.34 14.08 1.48 0.238 103.8 21.52
pmol m Dunaliella 351 1671 0.89 0.172 52.1 14.84
s’ Nannochloropsis 402  10.74 0.83 0.151 84.9 953

Se realiz6 € andlisis estadistico de los datos obtenidos para las 3 especies de microalgas
usando la DFFFA, la concentracion de nitrogeno total y la especie de microalga como
factores.

Al redlizar e andlisis con € modelo completo se obtiene que no hay interaccion entre
ninguno de los factores y que Unicamente la especie de microalga tiene un efecto
significativo (p<0.05) sobre la productividad de lipidos. Esto quiere decir que por 1o menos
alguna de las especies de microalgas tiene una productividad de lipidos significativamente
diferente y que los tratamientos en cuanto a DFFFA y concentracion de nitrégeno total no
tienen diferencias significativas entre las 3 especies de microal gas.

Para determinar si los tratamientos con las diferentes especies de microalgas difieren entre
si 0 hay tratamientos que no son significativamente diferentes se realizd una prueba de
Tukey para comparar las diferencias entre las medias de |os tratamientos. Los resultados de
la prueba de Tukey son que todos los tratamientos son significativamente diferentes
(p<0.05).
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Por centaje de lipidos en la biomasa seca de las tres microalgas cultivadas

Serealiz0 la extraccion de lipidos para cada uno de los cultivos realizados, |os resultados se
presentan en la Tabla 22, Tabla23y Tabla 24.

Tabla 22. Porcentaje de lipidos presente en |os cultivos de Tetraselmis sp.

Lipidos Lipidos Biomasa Porcentaje Desviacién
DFFFA (mg) (gL?1) (gL?') delipidos Promedio estandar
900 1 350 01957 13753 16.83
umol m2s? 2 404 02093 1.2790 15.84 15.99 0.78
3 370 01778 1.3099 15.29
1500 1 464 0.2698 1.1780 23.20
umol m2s™ 2 629 04212 11123 31.87 27.61 4.34
3 505 03666 1.1991 27.75
2000 1 191 01182 0.9240 13.08
umol m2s? 2 208 01402 0.8821 15.52 15.87 2.97
3 321 01716 0.9040 18.99

Tabla 23. Porcentaje de lipidos presente en los cultivos de Dunaliella sp.

Lipidos Lipidos Biomasa Porcentaje Desviacion
DFFFA (mg) (gL?Y) (gL delipidos Promedio estandar
900 1 287 02446 13721 17.83
umol m2s? 2 296 02412 13633 17.69 17.49 0.47
3 212 02286 1.3490 16.95
1500 1 659 02526 12877 19.61
umol m2s? 2 501 03220 12631 25.49 23.04 3.06
3 250 03059 12739 24.02
2000 1 349 01698 10118 16.78
umol m2s? 2 362 01841 1.0103 18.22 18.45 1.80
3 270 02060 10121 20.35

Tabla 24. Porcentgje de lipidos presente en los cultivos de Nannochloropsis sp.

Lipidos Lipidos Biomasa Porcentaje Desviacion
DFFFA (mg) (gL (gL delipidos Promedio estandar
900 1 259 00565 1.6400 3.44
umol m2s? 2 313 0.0550 1.4400 3.82 3.10 0.95
3 146 00300 14800 2.02
1500 1 287 00530 14400 3.68
umol m2s? 2 296 0.0597 14100 4.24 4.17 0.47
3 329 00660 14330 461
2000 1 349 00667  1.3400 4.98
umol m2s? 2 362 00711 13200 5.39 5.73 0.98
3 530 00930 1.3600 6.84
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De los resultados de las tablas anteriores se puede ver que como se habia visto
anteriormente el mejor resultado se obtuvo con € cultivo de Tetraselmis sp. ala DFFFA de
1500 umol m*2s?, donde se obtuvieron un 27.61 + 4.34 % de |ipidos. Los peores resultados
se obtuvieron con Nannochloropsis sp. donde se obtuvieron porcentajes de lipidos de entre
3y 5%.

Cultivo de Tetraselmis sp. en mayor volumen

De los resultados obtenidos anteriormente se seleccioné la microalga Tetraselmis sp. para
realizar la segunda etapa experimental, debido a que con € cultivo de esta microalga se
obtuvieron los mayores resultados de productividad tanto de biomasa como de lipidos a una
DFFFA de 1500 pmol m?s?.

La microalga se cultivd en un reactor tipo laguna algal de alta tasa (high rate algae pond,
HRAP), gue consiste en un reactor de forma elipsoidal de 1.1 m de largo por 0.8 m de
ancho con una profundidad de 0.1 m. Con lo cual setiene un volumen de 70 L de cultivo.

Figura 48. Reactor tipo laguna de alta tasa.
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Figura 49. Cultivo de Tetraselmis sp. en el reactor tipo laguna de atatasa.

Se utilizé e mismo medio de cultivo que en la primera etapa experimental el cua consistio
en un agua residual sintética con las siguientes concentraciones de nutrientes: 45 mg L™ de
nitratos, 10 mg L™ de nitritos, 30 mg L de amonio, 17 mg L™ de ortofosfatos y 270 mg Oz
L1 de DQO.

El cultivo se mantuvo con un fotoperiodo de 12 h de luz y 12 h de oscuridad con una
DFFFA de 1500 pmol m2 s, Latemperatura varié entre 21 y 26 °C. El cultivo se mantuvo
con agitacion constante.

En esta etapa se mantiene € cultivo hasta lafase exponencia y unavez que se ha alcanzado
la méaxima produccién de lipidos, se retira la mitad del volumen de cultivo (35 L) y se
adicionan otros 35 L de agua residua sintética, para tener un cultivo semicontinuo de la
microalga. Este procedimiento inicié en € dia 63.

En la Figura 50 se puede observar la variacion de pH durante e tiempo de cultivo.
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Figura 50. Variacion del pH durante € cultivo de Tetraselmis sp.

En la Figura 50 se puede observar a inicio del cultivo un aumento del pH, lo cual puede
deberse a crecimiento de la microalga. Sin embargo después hubo una reduccion del pH y
comenzd a subir lentamente, al igual que € crecimiento de la microalga. La reduccién del
pH que se da después del dia 60 se debe ala adicion de medio de cultivo y posteriormente
vuelve a aumentar por e crecimiento de la microalga. Al final del cultivo e pH desciende
yaque la microalga se encontraba en su fase de muerte.

La cantidad de biomasa presente en el medio de cultivo se determiné tanto por densidad
Optica a 680 nm, como mediante la determinacion del peso seco, estos datos pueden
observarse en la Figura 51.
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Figura 51. Concentracion de biomasa en € cultivo de Tetraselmis sp. en pequefialaguna
simulando una laguna de oxidacion de alta tasa

Se puede ver que el comportamiento no es similar a cultivo a nivel matraz, donde se tenian
fases estacionarias que duraban alrededor de 4 dias, aqui cuando el algallega a su maxima
cantidad de biomasa comienza la fase de muerte casi instantaneamente, por 1o que no se
pudo determinar como era la acumulacién de lipidos durante |a fase estacionaria de cultivo.
Ademas de que @ cultivo se hizo en un mayor volumen, los reactores utilizados en la
primera etapa experimental y en ésta son diferentes, lo cua puede repercutir en la
exposicion alaluz delamicroalga. Al ser un volumen mayor de agua, no se alcanzaban las
mismas temperaturas que a nivel matraz, siendo la temperatura del medio de cultivo de esta
etapa experimental menor que en la primera lo cua también afectd e crecimiento de la
microaga.

La cantidad de lipidos se midi6 en la biomasa de la microalga lo cua se observa en la
Figura 52.
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Figura 52. Concentracién de lipidos en € cultivo de Tetraselmis sp. en pequefialaguna
simulando una laguna de oxidacion de alta tasa

Durante € cultivo se determind la concentracion de nitritos, nitratos y nitrdgeno amoniacal.
La suma de estas 3 formas de nitrégeno se tomo como €l nitrogeno total presente en el
cultivo. La reduccion de este nutriente se puede observar en la Figura 53.
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Figura 53. Concentracion de nitrégeno total en el cultivo de Tetraselmis sp.

También se determinaron la concentracion de ortofosfatos y de materia organica medida
como DQO, cuya remocién se apreciaen las Figura54 y Figura 55 respectivamente.
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Figura 54. Concentracion de ortofosfatos en € cultivo de Tetraselmis sp.
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Figura 55. Concentracion de materia organica medida como DQO en € cultivo de
Tetraselmis sp.

De la Figura 51 se puede observar que la primera etapa de cultivo durd arededor de 60
dias, lo cua pudo deberse a que € indculo inicial fue muy bajo y que la microalga estuvo
en una fase de adaptacion al cultivarla en un volumen mayor a que se habia cultivado en la
primera etapa experimental. Ademas la temperatura del cultivo fue menor que en la primera
etapa experimental y a ser un reactor diferente también afecto |a penetracion delaluz en e
medio de cultivo, afectando la velocidad de crecimiento de la microalga. Debido al largo
tiempo de cultivo no se calcularon productividades de biomasa ni de lipidos ni cinéticas de
remocion de nutrientes, |as cual es seguramente serian muy bajas.

Se puede apreciar que en las graficas de nitrégeno (Figura 53), ortofosfatos (Figura 54) y
DQO (Figura55), que hay un aumento de nutrientes en el dia 63 de cultivo. En las gréficas
de biomasa (Figura 51) y lipidos (Figura 52) pasa lo contrario, en € dia 63 hay una
reduccion de la concentracion tanto de biomasa como de lipidos. Esto se debe a que ese dia
se retiré lamitad del cultivo y se agreg6 agua residual sintética, ya que la concentracion de
lipidos comenzd a disminuir. La adicion de agua residua sintética provoco un aumento en
la concentracion de nutrientes pero una reduccién en la concentracion de biomasa que
ocasiono lareduccion de los lipidos.

De dia 63 a 79 se tuvo otra etapa de crecimiento, apreciandose en la Figura 52 la
concentracion maxima de lipidos alos 77 dias de cultivo (60.7 mg L™). Al dia 79 se aprecia
que los lipidos disminuyeron, por lo cual en este dia se volvié a hacer un recambio de
medio de cultivo. La siguiente etapa de crecimiento se tuvo de los dias 80 al 92, teniendo €l
mayor contenido de lipidos a los 91dias de cultivo (75.2 mg L), la dltima etapa de
crecimiento se dio de los dias 93 a 105, donde € mayor contenido de lipidos se obtuvo a
los 105 dias (77.6 mg L™).
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Como ocurrié en la etapa de cultivo a nivel matraz, en este cultivo a mayor volumen se
puede apreciar de los resultados en las gréficas que cuando la concentracion de nutrientes
en el medio de cultivo es bagja (Figura 53 y Figura 54), comienza a aumentar la cantidad de

lipidos en e mismo (Figura 52), por las condiciones de estrés a la que la microalga esta
sometida.
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EnlaTabla25 se pueden ver las productividades de biomasay lipidos, |as tasas de crecimiento especifico y las remociones y cinéticas
de remocién de nitrogeno total, ortofosfatos y DQO.

Tabla 25. Productividades de biomasa y lipidos, tasas de crecimiento especifico y remocion de nutrientes en los cultivos de
Tetraselmis sp.

Product_ilvic,ja}(lales Tasade Por centaje de remocion Cinéticasdergrqocién (mgL*
Etapade (mg L~ dia’) crecimiento dia™)
crecimiento especifico 4 e
Biomasa | Lipidos (dia?) Nlttrocig]eno Ortofosfatos | DQO Nlttro?gleno Ortofosfatos | DQO
Segunda(dias | g 4, 4.84 0.084 95.6 % 94.8 % 64.4 % 3.02 1.02 6.46
63a79)
Terce;agg'as 80| 5774 | sl 0.087 95.1% 944% | 569% | 310 0.70 6.34
C”""T‘lg’éfs 93 64.1 5.27 0.067 95.7 % 93.9 % 62.8 % 3.19 0.71 7.20

La baja productividad de biomasa alcanzada en el cultivo a mayor volumen , en comparacion con la alcanzada en los cultivos aescala
laboratorio (124.5 mg L dia?), se debidé a que en un tiempo de cultivo similar a de los cultivos a escala laboratorio, solo se
produjeron arededor de 800 mg L de biomasa ya que se inicié con cerca de 375 mg L™ de biomasa, mientras que a nivel matraz se
produjeron cerca d 1000 mg L™ de biomasa, donde se inicié con 227 mg L de biomasa y al final de los dos cultivos se obtuvo una
concentracion muy similar de biomasa, cercana alos 1200 mg L™ de biomasa.

En comparacion con los cultivos a nivel laboratorio, donde se obtuvo una productividad de lipidos de 29.48 mg L dia?, en los
cultivos a mayor volumen, la productividad de lipidos fue cerca de la sexta parte de |a de la primera etapa (un promedio de 557 mg L
dia) debido a que se obtuvo una menor cantidad de |ipidos en las microalgas en |os cultivos a mayor volumen (en promedio 74.15 mg
L), que la que se obtuvo en los cultivos en matraces (109.1 mg L"). Esto pudo deberse a que no habia tanta penetracion de luz como
en la primera etapa experimental y a que latemperatura del cultivo fue més baja, limitando el crecimiento de las microalgas.
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La remocidn de nitrogeno y ortofosfatos fue similar a la de los cultivos a nivel matraz
(cercano a 95 %), sin embargo las cinéticas de remocion en esta etapa (un promedio de
3.11 mg L dia' y 0.81 mg L dia?, respectivamente) fueron menores que en € cultivo a
nivel matraz (7.35 mg L dia® y 1.48 mg L™ dia?, respectivamente), debido a que las
concentraciones iniciales de nutrientes fueron la mitad de lo que se tenia a nivel matraz por
la dilucién que se produce a agregar agua residual sintética al medio que tiene una baja
concentracion de nutrientes. El porcentagje de remocion de DQO fue menor en esta etapa
(61.4 % en promedio) que en ladel cultivo anivel matraz (80 %), nuevamente debido a que
la concentracién inicial es menor por la dilucion. Sin embargo, en este caso las cinéticas de
remocion fueron muy similares, 6.67 mg L dia! paralos cultivos en mayor volumen y 6.5
mg L™ dia! paralos cultivos a nivel matraz.

Con estos resultados se puede apreciar que a escalar los cultivos hay un menor control de
las variables externas como son la penetracion de la luz, ademés de haber una mayor
variacion de ciertos parametros como el pH y a temperatura que afectan las condiciones de
cultivo con lo que los resultados obtenidos no son los esperados.

M odelo conceptual de produccién de lipidos bajo condiciones de estrés

En la Figura 56 se puede observar un modelo donde se ven algunas de las rutas metabolicas
de las microalgas para la produccion de sus componentes celulares. Los componentes
nitrogenados son utilizados esenciadmente para la sintesis de proteinas y de material
genético. El carbono fijado por lafotosintesis es utilizado parala sintesis de carbohidratos y
de lipidos.

En la Figura 57 se observa un modelo conceptual de la produccion de lipidos en
condiciones de estrés por baja concentracion de nitrogeno y por exceso de luz, que permita
entender el mecanismo por e cua las microalgas utilizadas en este trabgo acumularon
lipidos durante la fase estacionaria de crecimiento, donde habia bajas concentraciones de
nutrientes. Durante la limitacion de nitrogeno, representada por la cruz roja sobre las
especies nitrogenadas, se activan las rutas marcadas con las flechas rojas para la produccién
de lipidos. El nitrégeno se obtiene del reciclge de proteinas, una de las mas disponibles es
la clorofila por lo que hay una reduccion en la tasa fotosintética, reduciéndose por
consiguiente la fijacion de carbono a través de la fotosintesis e inhibiéndose las rutas
marcadas con las cruces rojas. Estas rutas son inhibidas debido a que ya no se requiere la
sintesis de proteinas y de material genético porgue la célula ya no esta en etapa de division
la encontrarse en la fase estacionaria de crecimiento. Debido a la reduccion en la tasa
fotosintética, hay una disminucion en e contenido de carbono dentro de la célula el cual es
obtenido a partir del reciclgje de lipidos de membranas y la degradacion de proteinas. El
carbono obtenido de la degradacién de proteinas, carbohidratos y lipidos es utilizado parala
sintesis de &cidos grasos gque se almacenan como cuerpos lipidicos dentro de la célula.
Cuando hay un exceso de luz se activan las rutas marcadas con las flechas amarillas parala
produccion de lipidos. Ademas de esto se activan las rutas de sintesis de carotenoides que
son enviados a los cuerpos lipidicos los cuales tienen la funcion de protectores contra €l
estrés oxidativo causado por el exceso de radiacion.
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Figura 56. Modelo conceptual de produccion de lipidos en las microalgas en condiciones de crecimiento sin estrés, adaptado de [108],
[171],[172], [122], [173], [106], [174], [175], [176], [177], [178], [107] y [179].
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Figura 57. Modelo conceptual de produccién de lipidos en las microalgas en condiciones de crecimiento con estrés por deficiencia de
nitrogeno y exceso de luz, adaptado de [108], [171], [172], [122], [173], [106], [174], [175], [176], [177], [178], [107] y [179].
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M odelo de crecimiento en cultivo semicontinuo

El modelo de crecimiento para Tetraselmis sp. en cultivo semicontinuo se hizo segin el
modelo descrito por Quinlan (1986), que es un modelo de crecimiento logistico para un
cultivo semicontinuo que liga e crecimiento celular, expresado como concentracion de
biomasa, con la concentracion extracelular del nutriente limitante, en este caso € nitrégeno
total.

La ecuacion del modelo es:
€
(=

14 —;22—1)‘9-“

Donde ', eslaconcentracion de biomasaen e tiempo n, |, eslaconcentracion de biomasa
al inicio del periodo de observacion (t=0), es la concentracion de biomasa en € estado
estacionario de crecimiento de lamicroalga, T es el tiempo desde el inicio hasta el final del
intervalo de crecimiento (si At=1 dia, entonces 0 < > 1dia) y y es la tasa aparente de
crecimiento logistico para un cultivo semicontinuo (que puede definirse como = ,
donde I es un coeficiente de la tasa de crecimiento y es la concentracién total del
nutriente limitante, en este caso nitrégeno).

Debido a que no se puede obtener p de los datos experimentales, se debe linealizar la
ecuacion para poder obtener |os parametros de i y de
Al hacer lineal la ecuacion del modelo se obtiene:

o In w — CO

T = = — BE

n 0
Debido a que € término aparece de los dos lados de la ecuacion de la recta, se debe
obtener un valor tentativo a partir de los datos experimentales para proceder a hacer una
regresion lined iterativa mediante la variacion de este valor hasta obtener la méxima R? de
laregresion lineal y usar la ecuacion de la recta para obtener los valores tanto de 4 como de

Se puede obtener un valor de ,a partir de los datos experimentales mediante la ecuacion:

= ¢/ Nr
Donde  es la concentracion total del nutriente 'imitante (en este caso nitrogeno) en €l
medio de cultivo en €l intervalo de crecimiento, 7, esun coeficiente de rendimiento que

relaciona la cantidad de biomasa producida con relacion a la cantidad del nutriente
limitante consumido, que puede ser cal culado mediante la ecuacion:

5 _ 7= B
c/ - _

‘0 j‘1
Donde eslaconcentracion de biomasa después del primer intervalo de cultivo,  esla

concentracion inicial de nitrégenoy ; eslaconcentracion de nitrégeno después del primer
intervalo de cultivo.
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A partir de los promedios de los datos experimentales se obtiene ¢, =0.014y =
0.085 1, obteniéndose un valor de =131 g L™ . Este es @ primer valor que se
mete en la ecuacion y a partir de ahi se varia el valor de (  hasta obtener € valor maximo
de R? en laregresion lineal. Esto se hizo para las 3 etapas de crecimiento obtenidas en €
cultivo semicontinuo obteniéndose 3 diferentesvaloresde  y de p.

Para determinar cudl de los valores utilizar se obtuvo € error absoluto de a media (MAE,
por sus siglas en inglés) para comparar los valores obtenidos con € modelo con los
experimentales. En la Ultima etapa de crecimiento del alga fue en la que se obtuvo el menor
MAE para la comparacién entre los datos experimentales y los del modelo por lo que se
utilizaron los parametros obtenidos en esta etapa de cultivo para redizar el modelo. Los
datos obtenidos fueron: = 1.29 y =0.2773 i

Una vez que se llega a la fase estacionaria de cultivo es cuando se quita la mitad del
volumen del medio de cultivo y se adiciona medio de cultivo nuevo, por lo que la nueva
concentracion inicia se define como:

0= (1 - ) n
Donde f eslafraccidn de la muestra, definida como:

Donde v eslafraccion de volumen de lamuestray V es el volumen total de cultivo. En este
caso se saco lamitad del volumen del medio de cultivo por lo que f=0.5.

En la Figura 58 se presenta la grafica del crecimiento de Tetraselmis sp. en un cultivo
semicontinuo segin € model o de crecimiento logistico planteado anteriormente.

1.4

Datos tedricos
1.2 4 * Datos experimentales *
*
< 1.0 4 *
-
)}
1S * »*
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@®
)
[} *
»
o 0.6 * -
®
€
§e]
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0.2
00 T T T T
0 10 20 30 40
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Figura 58. Crecimiento semicontinuo de Tetraselmis sp. seguin € modelo logistico
propuesto
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La Figura 58 muestra @ crecimiento seglin € modelo planteado si se iniciara con € mismo
inéculo con el que se inicid en la etapa experimental, donde pasaron mas de 60 dias para
llegar ala primera fase estacionaria, en el modelo solo pasan 18 dias y los ciclos se repiten
cada 10 dias a diferencia de la etapa experimental donde pasaban 11 dias aproximadamente
entre cada ciclo. Ademas se puede observar € guste que tienen los datos experimentales
con el modelo tedrico al no haber una gran diferencia entre ambos valores.

Cosecha de la biomasa del medio de cultivo

Una vez que se retiraron los 35 L de cultivo se llevé a cabo un proceso de coagulacion
floculacién con quitosano para separar la biomasa del medio de cultivo.

Para esto primero se realizaron pruebas de jarras variando las dosis de quitosano y € pH
para obtener las condiciones en las cuales se obtuvieralameor floculacion de la microalga.
Para esto se midio la absorbancia del sobrenadante a 680 nm para determinar la cantidad de
biomasa removida.

1.0

0.9

0.8

0.7

0.6

0.5

Abdorbancia 680 nm

0.4

0.3

0.2 T T T T T T
30 40 50 60 70 80 90 100

Dosis de quitosano (mg L'1)

Figura 59. Remocion de biomasa en la prueba de jarras mediante variacion de dosis de
guitosano.

En la Figura 59 se puede observar que la dosis de quitosano a la cual se removié mayor
cantidad de biomasa fue de 80 mg L%, ya que se obtuvo la menor absorbancia.
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Figura 60. Remocion de biomasa en la prueba de jarras mediante variacion de pH.

En la Figura 60 se puede observar que a un pH de 11 se alcanzo la mayor remocion de
biomasa, debido a que se tuvo la menor absorbancia.

Las condiciones utilizadas para llevar a cabo la remocion de biomasa fueron agregando 80
mg L"* de quitosano y agregando KOH para elevar € pH del medio hastaun vaor de 11.

Figura 61. Coagulacién floculacion del cultivo de lamicroalga Tetraselmis sp.
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En laFigura 61 se puede apreciar que gracias a la coagulacion floculacion con quitosano se
pueden remover aproximadamente dos terceras partes del medio de cultivo. Lo que quedd
de biomasa se centrifugd a 7000 rpm por 7 min pararemover € exceso de medio de cultivo
y posteriormente poder realizar la extraccion de lipidos.

Deter minacién de lipidos en la biomasa de Tetraselmis sp.

Una vez que se removié la biomasa del medio de cultivo se extrgjeron los lipidos de la
biomasa obteniéndose una concentracion de lipidos de 20.0 + 2.6 %.

Este resultado es menor a obtenido por [181], para T. suecica, siendo de 25 a 30 %, la
diferencia puede deberse a que en ese estudio los cultivos se realizaron en un
fotobioreactor.

De cada uno de los picos de la Figura 51 se realizo la extraccion de los lipidos, de la
primera fase de cultivo se obtuvieron 5.29 g de lipidos, de la segunda fase de cultivo se
obtuvieron 7.13 g de lipidos, de latercerafase 8.64 g y dela Ultima fase 9.56 g.

Produccién de biodiesel y caracterizacion

Se realiz0 la transesterificacion de los lipidos extraidos de la biomasa para producir €l
biodiesdl. Se prepard el biodiesal para cada una de las etapas de crecimiento. De la primera
fase de cultivo se obtuvieron 4.62 g de biodiesel, de la segunda fase de cultivo se
obtuvieron 6.54 g de lipidos, de latercerafase 7.80 g y dela Ultima fase 8.89 g.

Una vez producido € biodiesel se realiz6 una mezcla de las cuatro muestras obtenidas, ala
cual sele midi6 densidad, acidez e indice de yodo. Se obtuvo un valor de densidad de 0.870
+ 0.007 g mL™. Tanto en lanorma ASTM D6751-12 [182] como en laEN 14214 [183] se
menciona que la densidad del biodiesel debe estar entre 0.86 y 0.90 g mL™* a 15 °C. El
biodiesel obtenido cumple con ambas normas. Se midio la acidez por triplicado, la cual fue
de 0.71 + 0.03 mg KOH g*. En la norma ASTM D6751-12 [182] la acidez de! biodiesel
debe ser de maximo 0.80 mg KOH g-1y enlaEN 14214 [183] un méaximo de 0.5 mg KOH
g?, por lo que € biodiesel obtenido cumple Unicamente con la norma estadounidense. El
indice de yodo del biodiesel también se midio por triplicado y se obtuvo un valor de 103.7
+ 1.3 g yodo (100 g). Enlanorma EN 14214 [183] € limite méximo del indice de yodo es
120 g de yodo (100 g)* para el biodiesel, por lo que & biodiesel obtenido cumple con esta
norma.

Serealizo €l perfil de &cidos grasos del biodiesel mediante cromatografia de gases para
cada una de | as fases de crecimiento, |os resultados se presentan a continuacion:
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Figura 62. Cromatograma de los lipidos extraidos de |a primera fase de crecimiento de Tetraselmis sp.
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Tabla 26. Picos obtenidos del cromatograma de la Figura 62.

Tiempo deretencion Metil éster del acido
12.4637 tridecanoico
14.3220 hexadecanoico
14.3797 Z-9-octadecanoico
14.5868 hexadecanoico
16.2725 Z-9-octadecanoico
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Figura 63. Cromatograma de los lipidos extraidos de la segunda fase de crecimiento de Tetraselmis sp.
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Tabla 27. Picos obtenidos del cromatograma de la Figura 63.

Tiempo deretencion Metil éster del acido
14.3062 Z-9-octadecanoico
14.3505 Z-9-octadecanoico
14,5531 hexadecanoico
15.1607 heptadecanoico
16.2598 Z-9-octadecanoico
16.2890 Z-9-octadecanoico
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Figura 64. Cromatograma de los lipidos extraidos de latercera fase de crecimiento de Tetraselmis sp.
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Tabla 28. Picos obtenidos del cromatograma de la Figura 64.

Tiempo deretencion Metil éster del acido
18.1914 hexadecanoico
18.3303 Z-9-octadecanoico
18.3641 Z-9-octadecanoico
18.5914 hexadecanoico
20.2929 Z-9-octadecanoico
20.3116 Z-9-octadecanoico
20.3191 Z-9-octadecanoico
20.4586 estearico
20.4624 estearico

130



Figura 65. Cromatograma de los lipidos extraidos de |a cuarta fase de crecimiento de Tetraselmis sp.
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Tabla 29. Picos obtenidos del cromatograma de la Figura 65.

Tiempo deretencion Metil éster del acido
18.3275 Z-9-octadecanoico
18.3650 Z-9-octadecanoico
18.5870 hexadecanoico
20.2982 Z-9-octadecanoico
20.3215 Z-9-octadecanoico
20.4520 estearico
20.4558 estearico
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En la Tabla 26, Tabla 27, Tabla 28 y Tabla 29 se presentan Unicamente los picos que
correspondian a algun &cido graso en la muestra. De la Tabla 26, Tabla 27, Tabla 28 y
Tabla 29 se puede observar que en todas fases de crecimiento se produjeron los écidos
grasos hexadecanoico y Z-9-octadecanoico. En el caso de la primera fase de crecimiento se
produjo, ademas de los &cidos grasos antes mencionados, € acido tridecanoico. En la
segunda fase de crecimiento se produjo el acido heptadecanoico ademas de los primeros
dos mencionados. El perfil de &cidos grasos de laterceray cuarta etapas de crecimiento fue
muy similar, donde se produjo ademés de los primeros dos écidos grasos mencionados, €l
&cido estearico.

Deter minacion de car bohidratos en la biomasa de Tetraselmis sp.

Una vez que se extrgeron los lipidos de la biomasa de Tetraselmis sp. se redizo la
determinacion de carbohidratos en la biomasa residua obteniéndose un resultado de 13.3 +
0.4 % en la biomasa seca de la microal ga.

El contenido de carbohidratos obtenido es alto al compararlo con el estudio realizado por
[184], donde se obtuvo un contenido de carbohidratos de 6.5 % después de 14 dias de
cultivo de T. suecica en agua residual municipal. Sin embargo en el estudio realizado por
[185] donde cultivaron Tetraselmis sp. en aguaresidual urbana, obtuvieron un contenido de
carbohidratos de 57.2 % después de 20 dias de cultivo continuo, muy superior a contenido
de carbohidratos obtenido en este estudio. El menor contenido de carbohidratos puede
deberse a que en este estudio se dgjo que la microalga se mantuviera durante la fase
estacionaria de cultivo con bajas concentraciones de nutrientes, por lo cual segin se puede
observar en la Figura 57 los carbohidratos que se acumulan durante los primeros dias de la
fase estacionaria se van transformando en lipidos, disminuyendo € contenido de
carbohidratos en la célula.

A partir del contenido de carbohidratos se puede hacer un célculo tedrico de la cantidad de
bioetanol que podria obtenerse a partir de la biomas de la microalga mediante la ecuacion
planteada en [186]:

El rendimiento de etanol a partir de la biomasade Tetraselmis sp. seriade 8.8 mL L.

Este rendimiento es superior al que se obtuvo en el estudio realizado por [184], donde €
rendimiento de etanol para T. suecica seriade 1.7 mL L™, sin embargo es bastante menor al
obtenido en € estudio realizado por [185] donde se obtendrian 43.9 mL L.
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Conclusiones

De los resultados obtenidos para € cultivo de las 3 especies de microalgas se puede
observar que al mantener los cultivos durante la fase estacionaria de cultivo (5 dias para
Tetraselmis sp., 6 dias para Dunaliella sp. y 10 dias para Nannochloropsis sp.) se da un
aumento en el contenido de lipidos de las mismas, debido a al estrés al que se someten por
la baja concentracion de nutrientes, sin haber una pérdida significativa del contenido de
biomasa en el medio de cultivo.

La concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo tiene un efecto significativo sobre el
contenido de lipidos en las microalgas, ya que a haber una baja concentracion de este
nutriente las especies de microagas, evaluadas en este trabgo, se estresan y acumulan
lipidos como energia de reserva en respuesta a estrés. La concentracion de nitrogeno tiene
un efecto sobre la productividad de biomasa en la fase logaritmica de crecimiento a ser un
nutriente esencial para el crecimiento de las microalgas, pero ya no hay un efecto de este
nutriente en la fase estacionariaa no existir unareduccion en la concentracion de biomasa.

En e caso de los cultivos de Dunaliella sp. y Tetraselmis sp., la densidad de flujo de
fotones fotosintéticamente activos no tiene efecto  sobre la acumulacion de lipidos, a
contrario de lo que sucede en los cultivos de Nannochloropsis sp. La DFFFA tiene un
efecto sobre la productividad de biomasa ya que se obtuvieron diferentes productividades
de biomasa para diferentes DFFFA.

Al utilizar un diferente tipo de reactor (laguna de oxidacion de alta tasa) y aumentar los
volumenes de cultivo de la microalga Tetraselmis sp. se obtuvo un efecto negativo tanto en
las productividades de biomasa como de lipidos. El efecto del cultivo semicontinuo, a una
menor temperatura, también tuvo un efecto negativo sobre € contenido de biomasa y
lipidos.

El biodiesel obtenido cumple con los parametros de la norma ASTM D6751-12 en cuanto a
densidad y acidez, en e caso de la norma EN 14214 cumple con los parametros de
densidad e indice de yodo pero no para el de acidez.

Seguin el modelo conceptual las bajas concentraciones de nitrogeno producen estrés en las
microalgas, evaluadas en este trabajo, modificando las rutas metabdlicas para acumular
lipidos como energia de reserva. Esto mismo pasa con atas densidades de flujo de fotones
fotosintéticamente activos hasta el punto donde comienza la fotoinhibicion.

Los resultados obtenidos sefidan que las microalgas evaluadas en este trabgjo tienen
potencial para ser utilizadas para llevar a cabo e tratamiento de aguas residuales de
efluentes de la maricultura, obteniéndose biomasa que puede ser utilizada para la
produccién de productos de valor agregado como son € biodiesal y e bioetanol con lo cual
se pueden reducir los costos de tratamiento del agua residual. Se recomienda realizar
trabgjos subsecuentes para lograr escalar los cultivos de Tetraselmis sp y obtener altas
productividades de biomasay de lipidos.
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Anexo | . Descargas de aguasresiduales en territorio mexicano

En el articulo 276 de la Ley Federa de Derechos en Materia de Agua se menciona:

“Estén obligados a pagar €l derecho por uso o aprovechamiento de bienes del dominio
publico de la Nacién como cuerpos receptores de las descargas de aguas residuales, las
personas fisicas 0 morales que descarguen en forma permanente, intermitente o fortuita
aguas residuales en rios, cuencas, cauces, vasos, aguas marinas y demas depdsitos o
corrientes de agua, asi como los que descarguen aguas residuales en los suelos o las
infiltren en terrenos que sean bienes nacionales o que puedan contaminar € subsuelo o los
acuiferos, en términos de o dispuesto en esta Ley. El pago del derecho a que se refiere este
articulo no exime alos responsables de las descargas de aguas residuales de cumplir con los
limites maximos permisibles establecidos en las Normas Oficiales Mexicanas y con las
condiciones particulares de sus descargas, de conformidad con la Ley de Aguas
Nacionales.”

En € articulo 277-A dice que € pago del derecho se calculara por € volumen descargado
por trimestres. El articulo 277-B establece las cuotas para personas fisicas y morales que
deben pagarse por cada metro cubico descargado segun € tipo de cuerpo de agua a que se
descargue:

Cuerpos Receptores
Tipo A TipoB TipoC
MX$14.96 MX$21.29 MX$32.99
Para € caso de la industria de la maricultura las descargas se hacen por lo genera en

cuerpos de aguatipo A gue son las descargas efectuadas desde plataformas marinas. Y aque
lostipos B y C son rios, arroyos, acuiferos, lagunas, entre otros.

Esto quiere decir que por cada metro cubico de agua descargada se tienen que pagar $14.96
pesos mexicanos. La norma aplicable para la descarga es la NOM-001-SEMARNAT1996,
que establece como limite maximo permisible para descarga en aguas costeras es un
promedio mensual de 150 mg L™ de DBOs (en el caso del agua obtenida en este trabajo no
se midié la DBOs, sin embargo por € tipo de agua los valores de DBOs Y DQO no deben
diferir mucho ya que la mayor parte de los contaminantes son biodegradables, el contenido
de DQO del efluente de este trabajo es de arededor de 50 mg L) y no aplica para
nitrogeno total ni parafosforo total. Desafortunadamente esto no implica grandes ahorros al
Ilevar a cabo un tratamiento de las aguas debido a que € pago por descarga se debe hacer
siempre ya que € agua residual descargada debe cumplir con la NOM-001-SEMARNAT-
1996 y la DBOs probablemente se puede reducir alos limites permisibles con solamente un
tratamiento de cribado ya que esta se debe principamente a alimento no ingerido por las
especies y a las heces de las especies y no se debe cumplir con un limite maximo para
nitrégeno ni parafosforo.
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>y estructura de los metil ésteres de los &cidos grasos presentes en e aceite extraido de

) y hombre comun

Formula semidesarrolladay estructura

cido tridecanoico

ido hexadecanoico

ido heptadecanoico

“ido octadecanoico
- &cido estearico)

CH3(CH2)1:COOCH3

CH3(CH2)14COOCH3

CH3(CH2)15COOCHS3

CH3(CH2)16COOCH3



Nombre quimico y nombre comun Formula semidesarrolladay estructura

CH3 (CH2)7 CH=CH (CH2)7 COOCH?3

Metil éster del acido (Z)-9-octadecenoico
(metil éster del acido oleico)
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