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RESUMEN

La produccioén de cerveza genera una gran cantidad de efluentes en diferentes etapas del proceso.
La carga organica total de los efluentes puede ser consumida de manera parcial por las microalgas,
representando una ventaja adicional en el tratamiento de estas corrientes para el vertido. Asi
mismo, la biomasa obtenida tiene diversas posibles aplicaciones debido a su composicion
bioguimica. Sin embargo, no hay trabajos reportados de cultivo de Chlorella vulgaris en efluentes
con alta carga de carbono; ni de Scenedesmus quadricauda utilizando efluente cervecero. El
objetivo de la tesis fue estudiar la produccion de dos microalgas utilizando un efluente cervecero

para la formulacion del medio de cultivo.

Se utilizaron para el presente trabajo dos microalgas autdctonas del pais, no axénicas: C. vulgaris
y S. quadricauda. El efluente cervecero fue provisto por una cerveceria de la provincia de Buenos
Aires. Para ambas microalgas se determinaron los valores iniciales 6ptimos de demanda quimica
de oxigeno (DQO) y pH que maximizaron el crecimiento celular, mediante el uso de disefios
experimentales. Para S. quadricauda se estudio adicionalmente la necesidad de suplementacion

con sales presentes en el medio de mantenimiento.

Posteriormente se procedio al escalado de los cultivos en aproximadamente un orden de magnitud.
El sistema propuesto para el escalado de C. vulgaris fue en modo batch y en oscuridad total, con
medio compuesto por efluente y agua destilada; mientras que el sistema de S. quadricauda fue
escalado en modo fed-batch por pulsos con iluminacion (fotoperiodo de 12 horas con intensidad
luminica de 50 pmol.m 251 PAR), con medio compuesto por efluente, agua y suplementacion de
citrato amonico férrico, alimentado cada 6 dias. Se caracterizaron los parametros cinéticos y la
composicion quimica de la biomasa. En cuanto a la aplicacion de la biomasa obtenida, C vulgaris
fue estudiada como bioestimulante para el crecimiento de plantas mientras que los lipidos

extraidos de S. quadricauda fueron analizados para caracterizar su perfil nutricional.

Los valores iniciales de DQO y de pH que maximizaron el crecimiento de C. vulgaris, fueron
18300 mg O2/L y 6,5. C. vulgaris mostro una velocidad especifica de crecimiento de 0,232+0,010
h para el biorreactor tanque agitado. La concentracion final de biomasa obtenida fue 1,08 g/L,
conteniendo 33 %; 27 %; 8 %; 0,42 % y 0,25 % de proteinas, lipidos, carbohidratos, clorofila a y
carotenoides, respectivamente. En los ensayos para evaluar los efectos similares a fitohormonas,

la biomasa en concentracion de 2 g/L. mostro efectos similares a las auxinas en cuanto al desarrollo
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de raices en semillas; mientras que para el desarrollo de raices en cotiledones, mostro efectos a
partir de 0,5 g/L.

Los valores iniciales de DQO y de pH que maximizaron el crecimiento de S. quadricauda a todos
los tiempos medidos, fueron 3075 mg O2/L y 7,25. De la evaluacion de la necesidad de
suplementacidn, se encontro que tanto el nitrato de sodio y el sulfato de magnesio, como el citrato
amonico férrico (solubilizado con EDTA disodico) tuvieron efectos significativos en el
crecimiento de la microalga. S. quadricauda mostré rangos de velocidades especificas de
crecimiento de cada pulso entre 0,03 y 0,32 d! para el biorreactor tanque agitado. La concentracion
final de biomasa obtenida fue 1,68 g/L, conteniendo 32 %; 27 %; 4 %; 0,17 % y 0,10 % de
proteinas, lipidos, carbohidratos, clorofila a y carotenoides; respectivamente. El perfil de acidos
grasos, expresado en % de acidos grasos respecto a ésteres metilicos fue: monoinsaturados 27,6
%; poliinsaturados 27,3 %; saturados 21,9 %; no identificados 23,4%, resultando similar a los de
aceites como maiz, palma, canola, soja; con buenas relaciones entre acidos grasos omega-3 y

omega-6 respecto a los saturados.

Se concluyé que ambas microalgas pudieron adaptarse y crecer satisfactoriamente a los medios
formulados a base del efluente cervecero. Se pudieron caracterizar los parametros cinéticos y la
composicién bioquimica. Fue posible escalar satisfactoriamente la produccion de ambas
microalgas hasta una capacidad de trabajo nominal de 3 L. C. vulgaris pudo ser cultivada en
régimen heterotréfico, con alto de contenido de carbono en el medio, y sin necesidad de
suplementacién ni iluminacion. S. quadricauda requirié de iluminacion y suplementacion con
citrato amdnico férrico. La biomasa de ambas cepas, obtenida aprovechando el efluente cervecero,
podria ser utilizada como bioestimulante para el crecimiento de plantas o como fuente de aceites
comestibles con un adecuado perfil nutricional. De este modo, se recircularian los nutrientes del

efluente cervecero para la produccion de nuevos insumos.

10



ABSTRACT

Beer manufacturing industry produces a large amount of wastewater along the different process
stages. Microalgae are able to partially consume the organic material load in the effluents,
representing an additional advantage in wastewater treatment prior to discharge. The obtained
biomass may be suitable to diverse application due to its biochemical composition. Nonetheless,
there are not published works about Chlorella vulgaris growing in high carbon load wastewater,
neither about Scenedesmus quadricauda cultivated in brewery effluent. The aim of this thesis was
to study the production of two microalgae using a brewery wastewater in the culture media

formulation.

Two non-axenic autochthonous microalgae were used for this work: C. vulgaris and S.
quadricauda. The wastewater was provided by a brewery in Buenos Aires province. For both
strains were determined the optimal initial values of chemical oxygen demand (COD) and pH that
maximised the cell growth, using statistical experimental designs. For S. quadricauda, was further

studied the need for supplementation with the salts used in the maintenance medium.

Then, the culture scaling was carried out in approximately one magnitude order. The scaled C.
vulgaris system was in batch mode with total darkness, with a medium composed by effluent and
distilled water; while the S. quadricauda system was scaled up in fed-batch mode by pulses with
lighting (12 h photoperiod with light intensity of 50 umol.m2.s™ PAR), with a medium composed
by the effluent, water and ammonium ferric citrate supplementation, fresh fed every 6 days. The
biomass kinetic parameters and chemical composition were characterised. Regarding the
application of the obtained biomass, C. vulgaris was studied as plant growth bio-stimulant, while

the lipids extracted from S. quadricauda were analysed for a nutritional profile characterisation.

Initial COD and pH values that maximised C. vulgaris growth were 18300 mg O./L and 6.5. C.
vulgaris showed a specific growth rate of 0.232+0.010 h* for the stirred tank bioreactor. The final
biomass concentration achieved was 1.08 g/L; containing 33 %, 27 %, 8 %, 0.42 %, and 0.25 %
of proteins, lipids, carbohydrates, chlorophyll a and carotenoids, respectively. In phytohormones-
like effect assays, the biomass in a 2 g/L concentration showed auxin-like effects regarding to root
development, while the effects on cotyledon developing roots were observed from 0.5 g/L of

biomass concentration.
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The initial COD and pH values that maximised S. quadricauda growth at all measure times were
3075 mg O2/L and 7.25. In addition, it was found that sodium nitrate, magnesium sulfate, as well
as ferric ammonium citrate (solubilized with disodium EDTA) had significant effects on the
microalgae growth. The specific growth rate ranges showed by S. quadricauda for each pulse,
were in the range 0.03 and 0.32 d™* for the stirred tank bioreactor. The biomass final concentration
achieved was 1.68 g/L, containing 32 %, 27 %, 4 %, 0.17 %, and 0.10 % of proteins, lipids,
carbohydrates, chlorophyll a, and carotenoids; respectively. The fatty acid profile, expressed as %
fatty acids respect to methyl esters, was: monounsaturated 27.6 %; polyunsaturated 27.3 %;
saturated 21.9 %; unidentified 23.4 %, turning out to be similar to the profiles of some vegetable
oils such as corn, palm, canola, soybean; and showing good omega-3 and omega-6 fatty acids

ratios related to saturated ones.

It was concluded that both microalgae were able to adapt and grow satisfactorily to the brewery
effluent-based formulated media. It was possible to characterise the kinetic parameters and the
biochemical composition. The production scaling up was satisfactory for both strains, uptoa 3 L
nominal work capacity. C. vulgaris was able to grow in a heterotrophic regime, with a high carbon
content medium, and without supplementation. S. quadricauda required light and supplementation
with ferric ammonium citrate. The microalgae biomass, obtained by taking advantage of the
brewing wastewater, could be used as a biostimulant for plant growth or as a source of edible oils
with an adequate nutritional profile. In this way, the brewery effluent nutrients would be
recirculated to the obtaining of new inputs.
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CAPITULO I: INTRODUCCION

I.1. Consideraciones generales

I.1.1. Microalgas y sus aplicaciones

El estudio de las microalgas y sus aplicaciones se ha ido incrementando en los Gltimos afios. El
mercado de las microalgas durante el 2018, se estim6 en 1,7 mil millones de dolares, con una
tendencia creciente del 5% anual. Su potencial rol en diversos procesos sustentables y de economia
circular ha incrementado los esfuerzos por evaluar distintos aspectos de su genética, composicion,
crecimiento, rendimientos y aplicacion de su biomasa en distintas industrias (Posten & Walter,
2012).

Desde la perspectiva del dilema de la competencia por la tierra entre la produccion de cultivos para
alimentacion o para combustibles, una de las ventajas que muestran respecto a los organismos
fotosintéticos superiores es tener un mayor rendimiento de biomasa por unidad de area ocupada.
Segun mediciones en laboratorio, las microalgas superan a las plantas, cinco veces o0 mas, en la
capacidad de convertir la energia luminica en energia quimica de la biomasa (Posten & Walter,
2012). A pesar de tener la ventaja de generar mayor rendimiento de biomasa, ocupando tierras no
cultivables, pudiendo utilizar efluentes, subproductos y otros nutrientes recuperados, y sumando
la posibilidad de captura de didxido de carbono y éxido nitroso; la aplicacion comercial del cultivo
de microalgas aun tiene desafios técnico-econémicos por superar. Uno de ellos es el costo del
medio de cultivo, que puede alcanzar hasta el 70% del costo de la produccion de la biomasa (Ronga
etal., 2019; Zhu et al., 2019).

Debido a la necesidad global de encontrar fuentes de energia renovables o con menor impacto
ambiental, y de reducir emisiones; se ha dado lugar a numerosos estudios en los cuales las
microalgas forman parte de conceptos de biorrefinerias, donde se evallan sus potenciales
funciones en tratamiento de efluentes, absorcion de emisiones y metales pesados, materias primas
para combustibles, promotores en el cultivo de plantas superiores, formulaciones de alimentacion
animal, suplementos de alimentacion humana, principios activos para la industria cosmética y otras

moléculas de alto valor agregado, entre otros (Mata et al., 2010).
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I.1.1.1. Estructura, morfologia

El término “microalgas” denota un grupo de microorganismos fotosintéticos; que pueden contener
0 no las organelas fotosintéticas denominadas plastidos. Las microalgas, como grupo, abarcan
desde células procariotas como cianobacterias hasta parte del subreino Viridiplantae (eucariotas)
(Friedl et al., 2012). Son organismos de estructura relativamente sencilla, lo cual les permite crecer
rapidamente (Faried et al., 2017; Posten & Walter, 2012). Se estima que existen mas de 50 mil
especies de microalgas (Mata et al., 2010). Los tamarios celulares rondan el rango 2 — 200 pm.
Los principales componentes de su biomasa son proteinas, lipidos y carbohidratos. Algunas
especies como Chlorella sorokiniana, Nannochloropsis sp., Desmodesmus sp., y Botryococcus
braunii pueden alcanzar porcentajes de lipidos entre 45 y 64%; especies como Chlorella vulgaris
y cianobacterias, por ejemplo, Spirulina (o Arthrospira), pueden alcanzar valores de proteinas de
hasta 60%. En condiciones de estrés algunas especies como C. zofingiensis y C. vulgaris pueden

alcanzar porcentajes de carbohidratos en el rango de 41 — 67 % de (Kaur et al., 2022).

Las cianobacterias, que forman parte del conjunto considerado colectivamente como “microalgas”
(Mapstone et al., 2022), son organismos procariotas Gram-negativos fotoautotrdéficos. Estas
microalgas procariotas poseen sistemas fotosintéticos, respiratorios y genéticos, pero no estan
delimitados entre si por membranas. En este tipo de microorganismos, que no poseen plastidos, la
reaccién fotosintética tiene lugar dentro de las membranas tilacoides. Poseen clorofilas a, b y d,
asi como los carotenoides y ficobiliproteinas como pigmentos accesorios para llevar a cabo la
reaccion de fotosintesis con produccion de oxigeno. Las cianobacterias son conocidas por su
capacidad de adaptacion de diversas y extremas condiciones; lo cual deriva en un gran nimero de

aplicaciones, existentes y en investigacion (Friedl et al., 2012; Kumar & Singh, 1979).

Algunas de las microalgas eucariotas que se encuentran involucradas actualmente en procesos de

en comercializacion o investigacion, son:

e Rhodophyta, que se compone de algas rojas que son multicelulares o filamentosas en su
mayoria, y contienen clorofilas a y d asi como ficobiliproteinas; siendo Porphyridium una
de las microalgas mas representativas de este filo;

e Prymnesiophyta (o Haptophyta), son células flageladas y contienen clorofilas a, ¢1 y ¢, asi
como el carotenoide fucoxantina. Se encuentran principalmente como parte del
fitoplancton. Se estudian los géneros Isochrysis y Pavlova como fuentes de acidos grasos

insaturados;
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e Eustigmatophyta: pueden encontrarse en agua y suelos, y forman zoosporas. Contienen
clorofila a y carotenoides. La més estudiada en los tltimos tiempos es Nannochloropsis;

e Las microalgas estudiadas en el presente trabajo pertenecen al filo Chlorophyta. Son
organismos eucariotas, y como tales, poseen nucléolo, mitocondrias y cromatéforos.
Contienen clorofilas a y b, asi como varios carotenoides que se producen en mayor cantidad
en diferentes condiciones de estrés. Pueden almacenar almidén, el cual las algas de este
filo producen dentro de los cloroplastos; y muchas de ellas, contienen paredes celulares
compuestas principalmente de celulosa. Las de mayor aplicacion comercial de este filo son

Chlorella, Haematococcus y Dunaliella (Richmond, 2008).

1.1.1.2. Sistemas de cultivo

Los procesos industriales involucrados no son conocidos en profundidad por el momento. Existen
varios factores a superar para lograr el cultivo de microalgas a gran escala. Si bien las microalgas
pueden utilizar diéxido de carbono atmosférico, para lograr mayores productividades es necesaria
una fuente emisora de dicho gas cercana al sitio de produccion. Por otro lado, dada la necesidad
de disponibilidad de cierta cantidad de horas e irradiacion de luz solar, los sitios productivos suelen
ser desérticos y lejanos de las zonas industrializadas. Un tercer factor a tener en cuenta es la
necesidad de mezclado para favorecer la difusidn de gases y el acceso a la luz, lo cual deriva en la

necesidad de reactores y/o servicios auxiliares (Posten & Walter, 2012).

Entre las principales condiciones de cultivo a optimizar se encuentran: las condiciones de
iluminacion, las fuentes de nutrientes, el pH y la temperatura. La iluminacion es una de las
condiciones de cultivo mas importantes, que genera una limitacion relevante en varias especies de
microalgas. Entre los factores a estudiar se encuentran si la fuente luminica es la luz solar y/o luz
artificial, la intensidad de iluminacion y el fotoperiodo; el angulo de incidencia y la densidad del
cultivo. Muchas especies de microalgas no crecen adecuadamente bajo un régimen de iluminacion
continua, lo que resulta en la aplicacion de fotoperiodos que simulen las condiciones naturales de
crecimiento (dos Santos etal., 2020; Posten & Walter, 2012). En modos de cultivo
fotoautotroficos, es importante maximizar la conversion luminica para lograr mayores
productividades, sin embargo, la densidad de los cultivos genera un gradiente de exposicion
luminica; pudiendo provocar saturacion o fotoinhibicion en la capa de superior del cultivo,

disminuyendo la eficiencia de la conversion de la energia luminica. Como alternativa para evitar
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0 mejorar dicha situacion, es la agitacion continua del cultivo, con el fin de homogenizar el acceso
a la luz (Richmond, 2008).

La temperatura es otra variable relevante en el cultivo de microalgas. El efecto de la temperatura
en la insaturacion de los lipidos de las microalgas es un tema ya estudiado. A temperaturas menores
de las oOptimas, se incrementa el porcentaje de lipidos insaturados, posiblemente como un
mecanismo de proteccion del aparato fotosintético mediante la conservacion de la fluidez de las
membranas celulares (en este caso particular, las tilacoides). También puede llevar al aumento del
contenido de polioles y amino&cidos y sus derivados. Por otro lado, el aumento de la temperatura
puede promover la produccion de carotenoides en algunas microalgas (Richmond, 2008). En lineas
generales, las microalgas suelen tolerar bien temperaturas 15°C por debajo de su rango de
temperatura 6ptima de crecimiento, sin embargo, sélo toleran 2 — 4°C por encima de dicho rango
sin pérdida relevante de biomasa (Mata et al., 2010).

Otro factor importante a considerar es la salinidad del medio, especialmente si el medio de cultivo
no sera especificamente formulado. En general, las microalgas pueden cultivarse en rangos de
salinidad de entre 12 y 40 g/L, siempre que el pH también sea tolerable para la especie. Los
macronutrientes que requieren las microalgas en general son nitrato, u otra sal de nitrégeno;
fosfato; carbono, dependiendo la especie lo requerird principalmente en forma de dioxido de
carbono o de bicarbonato; la relacidn entre estos tres elementos se aproxima a 106C:16N:1P en la
mayoria de los medios de cultivo. También son relevantes las concentraciones de azufre, potasio,
sodio, hierro, magnesio, calcio; y como microelementos, se alimentan al cultivo boro, cobre,

manganeso, cinc, molibdeno, cobalto, vanadio, selenio, silicio, etc. (dos Santos et al., 2020).

El mezclado es un factor que influye en el acceso a los sustratos, asi como afecta en la distribucién
celular, la disipacion del calor y de los metabolitos extracelulares, y facilita la transferencia de
gases. Especialmente en cultivos foto- y mixotroficos, se requiere de la agitacion para
homogeneizar el acceso a la luz. La agitacion dptima depende de cada especie, dado que tienen
distintas tolerancias al estrés hidrodinamico; y debe investigarse particularmente para cada cultivo
(Mata et al., 2010).

El modo de cultivo mas comunmente utilizado para microalgas es el modo batch, donde se carga
una cantidad de nutrientes y un indculo; en cultivo fototroficos se alimenta generalmente didxido
de carbono, y suelen requerir de agitacion para mejorar el mezclado. En este modo pueden
presentarse las fases tipicas de una curva de crecimiento: fase de latencia o de adaptacién; fase de
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crecimiento exponencial; fase estacionaria; y fase de muerte. Otros modos semi- y continuos son
cultivo en quimiostato, donde el caudal de alimentacion es igual al caudal de cosecha; el
turbidistato donde se mantiene constante la concentracion de biomasa, el fed-batch donde la
alimentacion es continua o por pulso y la cosecha por etapas periddicas. También existen sistemas
inmovilizados, por ejemplo, en alginato para remocion de contaminantes en efluentes (Richmond,
2008; Halim & Wan Haron, 2021).

Las microalgas pueden crecer en regimenes fotoauto-, mixo- y heterotréfico. No todas las especies
tienen la capacidad de utilizar dos de ellos, o los tres, posiblemente por la falta de mecanismos de
incorporacion y asimilacion de los sustratos disponibles, y/o la falta de rutas metabolicas que
permitan el aprovechamiento de los mismos. Cuando existe la posibilidad de incubacion mixo- o
heterotréfica, se trata de mecanismos que presentan ventajas como mayores densidades celulares,
menor o nula dependencia de la iluminacion y posibilidad de utilizacién de fuentes de nutrientes
de bajo costo (EI-Sheekh et al., 2014).

Existen varios disefios ampliamente estudiados, entre los reactores abiertos se encuentran los
rectangulares con agitacion mecanica, los tipos pista o raceway de agitacion asistida, los tanques
circulares y los de seccion cénica (Figura | - 1); los fotobiorreactores cerrados pueden ser del tipo

tubular, paneles planos e incluso bolsas plasticas (Figura I - 2) (dos Santos et al., 2020).

La ventaja de cultivar microalgas en open-ponds (reactores abiertos al ambiente, con o sin
asistencia de mezclado y burbujeo) es su bajo costo de mantenimiento y operacion, al utilizar la
luz solar como fuente de fotones para la fotosintesis; y el uso de tierras no aptas para cultivos de
plantas. Como contra partida, este tipo de sistemas de cultivo tienen un alto riesgo de
contaminacion externa, se requiere de una fuente de provision de agua para reposiciones por
evaporacion y la penetracién de la luz es limitada. Generalmente, se consiguen bajas

concentraciones de biomasa (Azizi et al., 2020; Ende & Noke, 2019).
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Figura | - 1: Esquemas de sistemas abiertos: a) tipo estanque circular agitado; b) tipo estanque forma V; c) tipo open-
pond agitado rectangular; d) tipo pista o raceway con agitacion. Adaptado de dos Santos et al. (2020).

Los fotobiorreactores permiten alcanzar mayores concentraciones de biomasa, mejor control de
los parametros de cultivo, menor pérdida de agua y gases, y minimizacion de la contaminacion;
pero su costo de construccion y operacion representa una desventaja desde este punto de vista. El
escalado presenta otra dificultad a superar en el uso de biorreactores, asi como otros factores a
tener en cuenta como la formacion de biopeliculas, acumulacion de oxigeno, necesidad de un

sistema de enfriamiento, entre otros (Mata et al., 2010).
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Figura | - 2: Representaciones de fotobiorreactores cerrados: a) tipo panel plano; b) tipo tubular; c) bolsas plésticas;
d) reactor con médulo de membrana. Adaptado de dos Santos et al. (2020).

1.1.1.3. Aplicaciones

Un bajo porcentaje de las especies de microalgas conocidas se comercializan actualmente. Cerca

de treinta géneros y especies se encuentran en explotacion comercial en la actualidad (Friedl et al.,

2012). La Tabla I - 1 resume las aplicaciones comerciales de estas especies.

Tabla I - 1: Aplicaciones comerciales de las microalgas.

Posicion taxonémica

Género, especie

Procedencia,
condicioén de
crecimiento

Aplicaciones / compuestos

Arthrospira
(Spirulina)

Agua con alta

Pigmentos, proteinas

Desmodesmus

; latensi salinidad y pH
Cyanobacteria platensis
Aphanizomenon Agua dulce Toxinas
flos-aquae
Chlamydgm onas Agua dulce Proteinas recombinantes
reinhardtii
Dunaliella Marina B-caroteno, glicerol
Chlorophyta,
Chlorophyceae Haema_'tococcuS Agua dulce Acidos grasos, astaxantina
pluvialis
Scenedesmus / Agua dulce Leina, acuiculirs
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E otryq_coccus Agua dulce Aceite, carbohidratos
Chlorophyta, raunn
Trebouxiophyceae 3
Chlore]la Agua dulce Acidos grasos, carbohidratos
vulgaris
Acidos grasos poli insaturados,
Chlorophyta, . Marina, de estuarios, | a-tocoferol, esteroles, cosmética,
Tetraselmis

Chlorodendrophyceae agua dulce acuicultura, tratamiento de
efluentes, remocién de cadmio

Acidos grasos poli insaturados,
Porphyridium Marina, de estuarios, | ficoeritrina, actividad antiviral,

Rhodophyta cruentum agua dulce polisacaridos sulfatados,
antioxidantes, avicultura
Marina, alta salinidad, |Acidos grasos poli insaturados,
Chaetoceros e .
terméfila lipidos, B-1,3-glucano
Cyclo_tella Agua dulce L_1p1dos, B-l,?,’—glucano,
cryptica bioacumulacion de metales.
Acidos grasos poli insaturados,
Haslea ostrearia | Agua dulce &cido linoleico, marenina,
isoprenoides
Nitzschia alba Agua dulc,e, posible A,\C_IdOS grasos poli insaturados,
heterotrofia lipidos
Acidos grasos poli insaturados,
Odontella aurita | Marina lipidos, B-caroteno, fucoxantina,
Bacillariophyta vitaminas, cosmética

(Stramenopiles) j
Phaeodactylum | Agua dulce, posible Acidos grasos poli insaturados,

tricornutum heterotrofia lipidos, acuicultura

Acidos grasos poli insaturados,
actividad antibacterial, B-1,3-

Skeletonema . glucano, cosmética, acuicultura,
Marina .
costatum tratamiento de efluentes,
biodegradacion de compuestos
fendlicos

Acidos grasos poli insaturados,
lipidos, carotenoides,
fucoxantina, acuicultura,

Thalassiosira Marina tratamiento de efluentes,
biodegradacion de compuestos
fendlicos

Monodopsis - .

Agua dulce Acidos grasos poli insaturados
subterranea

Eustigmatophyceae

(Stramenopiles) Acidos grasos poli insaturados,
lipidos, carotenoides, -1,3-

glucano, avicultura, acuicultura

Marina, de estuarios,

Nannochloropsis
agua dulce

Rhaphidophyceae

(Stramenopiles) Olithodiscus sp. | Marina Lipidos, B-1,3-glucano
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Acidos grasos poli insaturados,
Isochrysis . esteroles, alquenonas,

Marina . .
galbana acuicultura, tratamiento de
efluentes

Haptophyta o ..
(Stramenopiles) Acidos grasos poli insaturados,
a-tocoferol, esteroles,

Pavlova lutheri | Marina alquenonas, cosmética,
acuicultura, tratamiento de
efluentes, remocién de cadmio

Acidos grasos poli insaturados,
pigmentos, extractores

Marina, heterotréfica | promotores de bifidobacterias y
Lactobacillus, alimentacion
animal, acuicultura

Dinophyta Crypthecodinium
(Chromalveolates) cohnii

Acidos grasos poli insaturados,
a-tocoferol, lipidos, B-1,3-
glucano

Agua dulce, posible

Euglenoids (Excavata) | Euglena gracilis heterotrofia

1.1.1.3.1. Nutricion

Hace varias décadas se ha comenzado el estudio de las microalgas como fuentes de proteinas para
la nutricién humana. La calidad nutricional de las proteinas esta determinada por el contenido,
proporcion y disponibilidad de aminoacidos. La mayor parte de los perfiles de aminoécidos de
microalgas son similares o superiores a la recomendacion de la Organizacién Mundial de la Salud.
A pesar de esto, su incorporacion a la dieta humana no ha sido tan masiva debido al costo de
produccion comparado con otras fuentes de proteinas; ademas de su color oscuro, su olor y sabor
invasivos (Becker, 2007). Algunos pigmentos se utilizan como colorantes de origen natural en la
industria alimenticia, como pueden ser betacaroteno, ficocianina, astaxantina y clorofila (Cuellar-
Bermudez et al., 2015). Actualmente se comercializan las microalgas como nutracedticos en forma
de comprimidos, polvos o cépsulas. Las cuatro principales microalgas que se comercializan
Spirulina y Chlorella con producciones anuales entre 4000 y 7000 toneladas respectivamente,
Dunaliella con una produccion de alrededor de 1600 ton, y Haematococcus con 350 ton
(Fernandez et al., 2021).
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organikal

CHLORE

Figura | - 3: Empaques comerciales de Spirulina Platensis y Chlorella vulgaris grado alimenticio en polvo
Organikal®. Imagen adaptada del fabricante: https://hgl.la/.

Algunas de las microalgas son utilizadas también como fuente de proteinas para alimentacion
animal. En particular, el mercado de la acuicultura ha crecido un 6,3% anual en los Gltimos afios
(Ende & Noke, 2019). La industria de la acuicultura crecié a ritmo acelerado en las Gltimas
décadas, ya que la demanda de alimentos mundial continda en constante crecimiento. El principal
componente del alimento utilizado en acuicultura son los derivados de pescado. La produccion de
estos ingredientes se ha estancado como resultado en un incremento en el precio de los mismos
que afecta los costos de produccion en acuicultura. Esto ha abierto el espacio para la busqueda de
ingredientes alternativos, como microalgas y sus derivados (Guedes et al., 2015). Los compuestos
nutricionales presentes en las microalgas son necesarios para el cultivo artificial de moluscos,
donde cumplen una funcién de inmunoestimulantes que sélo pueden incluir a través de la dieta
(Paniagua-Michel, 2015). La capacidad de algunas microalgas de acumular intracelularmente
pigmentos como los carotenoides, resulta de especial interés para los criaderos de salmonidos,
como las truchas. Se ha encontrado que la cantidad de carotenoides (pigmentos que dan el color
rosa anaranjado caracteristico) en la carne muscular fue superior cuando la dieta contenia
Chlorella (Gouveia et al., 1998). Si bien el estudio de utilizacién de microalgas en acuicultura es

amplio, también se han evaluado los potenciales beneficios en otros animales. Por ejemplo, se ha
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encontrado que la suplementacion de Chlorella en la dieta de cabras mejord la produccion de leche

y el perfil de &cidos grasos de la misma (Kholif et al., 2017).

Si bien el motor del desarrollo de la comercializacion de microalgas fue su contenido proteico, se
espera un incremento en su produccién para obtencion de &cidos grasos poliinsaturados para
aplicacion nutricional. Tipicamente, las microalgas generan &cidos grasos de entre 12 y 24
carbonos de longitud, y con distintos grados de saturacion. En las especies reportadas de la division
filogenética Chlorophyta, las longitudes de cadena que se presentan en mayor proporcion van de
14 a 18 carbonos (Barreira et al., 2015). En las Gltimas décadas ha ido aumentando el interés en
los aceites de microalgas que contienen acidos grasos poliinsaturados (PUFA) de cadena larga,
como el acido docosahexaenoico (DHA), el &cido docosapentaenoico (DPA) y el acido
eicosapentaenoico (EPA) de la serie omega-3; los cuales tienen propiedades beneficiosas para la
salud. La fuente mas reconocida de PUFA son los aceites de pescado, sin embargo, la recoleccion
anual de carne de pescado no alcanza a cubrir la ingesta diaria recomendada de estos PUFA omega-
3 de cadena larga para la poblacion mundial. Los aceites de microalgas presentan una alternativa
sin el olor caracteristico a pescado que contienen sus aceites, ademas del potencial de cubrir la
demanda mundial (Paniagua-Michel, 2015; Ryckebosch et al., 2012). Se conoce que los &cidos
grasos poliinsaturados son beneficiosos para la salud, y algunos de ellos tienen potencial como
agentes anti-aterogénicos y anti trombogénicos. Por otro lado, algunos &cidos grasos saturados
como el &cido laurico, miristico y palmitico estan reconocidos como factores de riesgo para la
salud. Se han desarrollado indices para predecir el potencial beneficio en la salud de los alimentos
en funcidn de su perfil de acidos grasos. Entre éstos se encuentra el indice aterogénico, el cual
indica la relacion entre acidos grasos que promueven la aterogénesis, es decir, la adhesion de
lipidos a las células del sistema inmune y circulatorio, y los acidos grasos con propiedades anti
aterogénicas y de prevencion de enfermedades coronarias; el indice trombogénico, el cual
relaciona los &cidos grasos que fomentan, con aquellos que previenen, la formacion de trombos en
los capilares sanguineos. Ademas de ser rica en &cidos grasos poliinsaturados, una dieta
correctamente balanceada tiene un relacién especifica entre acidos Q3 y Q6 (Fernandez et al.,
2007; Garaffo et al., 2011). Ryckebosch et al. (2014) reportd relaciones Q6/Q3 de 0,053 hasta 2,0
para ocho cepas distintas de microalgas.

El betacaroteno, un pigmento carotenoide de uso nutricional, se obtiene principalmente de
Dunaliella salina, la cual genera mayor composicion del pigmento a mayor salinidad del medio

de cultivo. Este pigmento se utiliza principalmente como precursor atoxico de la vitamina A 'y
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como antioxidante en formulaciones de alimentacion animal y cosmética, teniendo una tasa de
biodisponibilidad superior al producido por la via sintética. Se encuentra especialmente estudiada
su utilizacion en acuicultura como suplemento dietario en salmoénidos, mediante la adicion del
compuesto o de la biomasa microalgal en la formulacion alimentaria (Gouveia et al., 1998;
Paniagua-Michel, 2015).

Otro pigmento que se comercializa a partir de microalgas es la astaxantina, que se obtiene
principalmente de las microalgas del género Haematococcus. Se utiliza por sus propiedades
antioxidantes en productos alimenticios y cosmeticos, como también se lo adiciona a las

formulaciones de alimentos en acuicultura (Paniagua-Michel, 2015).
1.1.1.3.2. Tratamiento de efluentes

Varias especies de microalgas, entre ellas Chlorella y Scenedesmus, tienen la posibilidad de crecer
en mixotrofia consumiendo el contenido orgéanico del sustrato. Si bien los efluentes a lo largo del
mundo se tratan hoy por procesos aerébicos convencionales, estos demandan de una cantidad
relevante de energia; es una de las razones por las cuales se necesitan desarrollar otros procesos
de tratamiento que involucren un menor consumo energético a la par de una recuperacion de parte
de los componentes de los efluentes. El fésforo es un contaminante en los efluentes dificil de
remover. Las microalgas son capaces de adaptarse a distintos tipos de efluentes, consumiendo de
los mismos carbono, nitroégeno y fésforo; y asimilando metales pesados; generando a su vez,
oxigeno (cuando hay fotosintesis) que podria reducir la necesidad de aireacion por agitacion de
los métodos convencionales. Asi mismo, no se producen subproductos del tratamiento de
efluentes, como barros con precipitados. Varios tipos de efluentes han sido tratados, ya sea por
remocion total o parcial de los contaminantes, por microalgas: efluentes de criaderos de peces y
de granjas porcinas; descargas de efluentes urbanos, incluso hay especies capaces de crecer en
efluentes con restos de aceite de motor y de la industria de produccion de colorantes quimicos (dos
Santos et al., 2020; Figueroa et al., 2018; Pittman et al., 2011; Rawat et al., 2011).

Hay varios factores que influyen en la capacidad de las microalgas de adaptarse y crecer
satisfactoriamente en efluentes. No s6lo afecta la concentracion de nutrientes (carbono, nitrégeno,
fosforo) y la relacion entre ellos, sino también la concentracion inicial de indculo y la presencia
de bacterias patogénicas, microorganismos competidores o zooplancton predador. En efluentes
municipales luego del tratamiento secundario, se ha encontrado que Chlorella y Scenedesmus han
podido remover mas del 80% del nitrogeno y todo el fosforo presente en los mismos. En efluentes
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de zonas agricolas, que suelen contener mayores porcentajes de N y P, también se ha podido
remover mas del 80% del nitrogeno (Pittman et al., 2011). Los porcentajes de remocion de algunos
pardmetros reportados estan entre 26 y 70 % de la demanda quimica de oxigeno (DQO); de 23,5 a
55 % del carbono total; y desde 65,1 hasta el 100% de remocion de amonio (dos Santos et al.,
2020). En efluentes de industria frigorifica, la remocion de amonio llegé al 97% y la de fosforo al
97% utilizando Scenedesmus (Kandasamy et al., 2021). La remocidn de nitrégeno puede alcanzar
hasta el 93% y la de fosforo hasta 41% en efluentes de industria cervecera incubando S. obliquus
(Ferreira et al., 2017).

La bio-absorcion de metales pesados en efluentes, como niquel y zinc, ha alcanzado 80 — 90 %
mediante el crecimiento de D. salina (Faried et al., 2017). Se ha encontrado que la remocion de
cromo, cobre y cadmio ha alcanzado 96, 98 y 98 %, respectivamente, con Scenedesmus sp;
remocion de cobalto 64 % mediante Arthrospira platensis; hierro 100% mediante el uso de

Desmodesmus subspicatus (Kandasamy et al., 2021).
1.1.1.3.3. Biocombustibles

De las aplicaciones mas estudiadas hasta el momento en microalgas, se encuentra su utilizacion
para la obtencion de biodiesel. Si bien ya existe hoy en dia la comercializacién de biodiesel, el
mismo se obtiene a partir de aceites vegetales. Esto genera controversia respecto al uso de las
tierras cultivables y el costo de oportunidad de destinar los cultivos a la alimentacion humana. Las
microalgas pueden ser cultivadas en tierras no aptas para la agricultura, o bien en biorreactores,
obteniendo en muchos casos productividades por unidad de area muchos mayores a las de los
cultivos tradicionales (Faried et al., 2017). Se han reportado contenidos lipidicos de hasta 70% del
peso total seco de biomasa microalgal, lo que representa una gran ventaja en comparacién con las

plantas superiores (dos Santos et al., 2020).

El enfoque de biorrefineria integrada, donde se consuma didxido de carbono y sea posible realizar
un tratamiento de efluentes al mismo tiempo que se genera biodiesel, resulta objeto de interés en
los estudios. Asi mismo, luego de la extraccién de los lipidos, el remanente de biomasa podria
aplicarse para sustrato en fermentaciones posteriores, suplementacion en alimentos para animales,

aporte de nutrientes a los suelos, entre otras (Mata et al., 2010).

Las productividades de lipidos reportadas para mas de 30 especies de microalgas se encuentran
dentro del rango de 11 a 142 mg.Lt.d?; mientras que para las mismas especies se reportd
productividades por &rea de entre 0,57 a 130 g.m2.d . Algunas especies como B. braunii pueden

39



Aprovechamiento de un efluente cervecero para la obtenciéon de biomasa microalgal

alcanzar hasta 75% de lipidos en su masa, pero la productividad es muy baja. Otras especies
pueden tener productividades superiores, pero su porcentaje de lipidos suele rondar en 20 — 50%.
Las condiciones de cultivo se deben optimizar, no sélo para mejorar la productividad de lipidos,
sino que para obtener perfiles de &cidos grasos adecuados para biodiesel (Mata et al., 2010).

La biomasa microalgal puede transformarse por pir6lisis en combustibles sélido, liquido y
gaseoso. El aceite obtenido por pir6lisis de biomasa tiene un potencial energético de entre 23 y 30
MJ/kg (Ferreira et al., 2017). Existen otras vias estudiadas para obtener combustibles liquidos a
partir de biomasa microalgal, entre ellas, se encuentran la produccion de bioetanol o biometanol,
a partir de aquellas especies que acumulan mayor cantidad de carbohidratos; y de biogas mediante
la co-digestion de la biomasa con residuos agricolas o efluentes agroindustriales (dos Santos et al.,
2020; Faried et al., 2017). Se ha estudiado también el uso de biomasa de microalgas como sustrato
para la produccion de biohidrogeno mediante la fermentacién anaerdbica con Enterobacter
aerogenes, obteniendo productividades de entre 135 y 168 mL H2.g*, correspondiendo el mayor

valor a biomasa obtenida a partir de uso de efluentes como nutrientes (Ferreira et al., 2017).

1.1.1.3.4. Industria cosmética y farmacéutica

Figura | - 4: Productos cosméticos Estée Lauder®. Imagen adaptada del fabricante: https://www.esteelauder.ca/.

La investigacion de nuevas plataformas de produccion de biofarmacos se orienta hacia la seguridad
del organismo a utilizar, y bajo costo de produccién con la funcionalidad apropiada de la molécula
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a producir. El interés esta puesto especialmente en las células vegetales y plantas superiores, ya
que tienen el potencial de ser plataformas robustas y de bajo costo (Bafiuelos-Hernandez et al.,
2015).

Se han ensayado prototipos de vacunas para humanos y veterinarias en Chlamydomonas
reinhardtii y Dunaliella salina, como vacunas contra el virus de la hepatitis B, el virus del
papiloma humano, el virus de la fiebre porcina, entre otras. Asi mismo, se han logrado obtener
algunos anticuerpos y otras proteinas recombinantes a partir de C. reinhardtii y se han ensayado
en Phaeodactylum tricornutum y D. salina, como anticuerpos monoclonales contra el virus de la
hepatitis B, el antigeno del antrax y el virus del herpes, la proteina alloficocianina, la enzima

luciferasa, entre otras (Bafiuelos-Hernandez et al., 2015).

Se ha estudiado la bioactividad de algunos de los polimeros extracelulares (EPS) que son
producidos por microalgas. Entre las aplicaciones reportadas para algas rojas se encuentran los
EPS con actividades antivirales, antiinflamatorias, anticancerigenos; para las diatomeas se han
encontrado EPS antivirales, antiinflamatorios y analgésicos; y en algas verdes, ademas de los ya
mencionados, se han encontrado moléculas con propiedades antibidticas y antifungicas. La
identificacion de la estructura de estas moléculas sigue presentando un desafio, por lo cual ain no
se puede explicar completamente la correlacion entre su estructura y las bioactividades observadas
(Xiao & Zheng, 2016).

Las microalgas tienen dos tipos de aplicacion en las formulaciones cosméticas: como excipiente
cumpliendo funciones de estabilizador o tensioactivo; o como principio activo. Algunos de los
productos en el mercado utilizan, o utilizaron, extracto Chlorella vulgaris por sus supuestas
propiedades antiinflamatorias y promocion de la sintesis de colageno, extracto de Arthrospira
maxima para la promocion de la regeneracion natural de la piel, extracto de Nannochloropsis
oculata por sus supuestas propiedades antienvejecimiento de la piel. Se ha reportado que la
biomasa rica en pigmentos que actian como antioxidantes, por ejemplo los pigmentos
fotosintéticos carotenoides (astaxantina o luteina) o ficoeritrina; compuestos fendlicos o en
polisacaridos; puede brindar proteccion contra la radiacién ultravioleta y el dafio oxidativo de la

piel debido a su poder antioxidante (Figueroa et al., 2018; Ryu et al., 2015; Sun et al., 2016).
1.1.1.3.5. Bioestimulantes y biofertilizantes

Se llama bioestimulantes a derivados de material organico que, aplicados en cantidades
moderadas, son capaces de estimular el desarrollo y crecimiento de cultivo. Los procesos
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fisiolégicos de las plantas son controlados por los reguladores del crecimiento. Las auxinas
intervienen en los procesos de gravitropismo y fototropismo, respuestas ante estimulos de la fuerza
gravitatoria y fuentes luminosas respectivamente; en el desarrollo y crecimiento de raices; en la
turgencia; en el proceso de elongacion y en la division celular. Las citoquininas participan del
desarrollo de tallos y raices, en la movilizacion de los nutrientes, la pérdida de viabilidad de las
hojas, la interrupcion del aletargamiento de yemas, la germinacion y en la division celular. El acido
abscisico regula la maduracion de las semillas y la respuesta de la planta al estrés. Las giberelinas
regulan la germinacion de las semillas, la elongacion del tallo, la expansion foliar y la floracion.
Las fitohormonas tienen numerosas interacciones entre si, las cuales pueden ser tanto sinérgicas

como antagonicas dependiendo del proceso (Kapoore et al., 2021; Ronga et al., 2019).

Se han identificado en numerosos microorganismos como bacterias, algas y microalgas,
fitohormonas enddgenas. Las auxinas, giberelinas y el etileno se han identificado en
cianobacterias; y algas verdes, rojas y marrones. Las citoquininas y el acido abscisico se han
encontrado no solo en los linajes mencionados, sino también en diatomeas (Lu & Xu, 2015). Los
compuestos activos contenidos en las microalgas estan en la pared celular o vinculados a otras
estructuras, por lo cual es necesario recurrir a procesos de ruptura celular para su liberacion. Se
han estudiado procesos de secado, crio-procesamiento, ruptura por alta presion, tratamientos
enzimaticos, entre otros. El procesamiento de la biomasa debe ser preferentemente suave, dado
que se requiere liberar los compuestos de la estructura celular, pero sin llegar a su
desnaturalizacion. Los biofertilizantes son productos que contienen microorganismos Vivos o
sustancias naturales, que presentan la capacidad de restaurar el suelo, mejorar sus propiedades o
influir en sus reacciones quimicas, de modo de promover el crecimiento de las plantas (Figueroa
etal., 2018; Ronga et al., 2019; Stirk et al., 2013).

Se han evaluado aplicaciones foliares de Arthrospira platensis en pimientos dulces obteniendo
mayores rendimientos. La aplicacion de Arthrospira vaginicola en plantines de pepino, calabazas
y tomates permiti6 obtener incrementos en el peso seco de biomasa, en el largo de raices y cantidad
de hojas. Mientras que la aplicacion de C. sorokiniana incremento el peso y longitud de plantas de
trigo. Se ha encontrado que la aplicacion de extractos de C. kessleri mejoro el crecimiento de
plantines de haba, mientras que S. quadricauda y C. vulgaris mostraron efectos sobre raices de
remolacha azucarera. Los extractos de D. salina y P. tricornutum han demostrado la capacidad de
proteger plantas de pimientos del estrés salino, reduciendo la produccion de radicales superoxidos.

Tambien se ha encontrado que la aplicacion de biomasa de S. dimorphus mostrO mejoras en
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parametros como tiempo de germinacion, numero de raices, cantidad de flores y de ramas. Se han
reportado incrementos en los rendimientos de diferentes cultivos tratados con consorcios de
bacterias y microalgas; o de dos o méas cepas de microalgas, por ejemplo, especies de

cianobacterias y Chlorophyta (Kapoore et al., 2021).

Figura | - 5: Bioestimulantes a base de microalgas de la marca AgriAlgae®. Imagen adaptada del fabricante:
https://www.algaenergy.es/.

1.1.1.3.6. Otras aplicaciones

Hay una necesidad e interés mundial de mitigar las emisiones de dioxido de carbono. En este
contexto, se ha comenzado a estudiar el secuestro de CO> mediante el cultivo de microalgas.
Tienen mayor eficiencia fotosintética que las plantas y algunas especies pueden utilizar gases de
escape, tolerando altos porcentajes de didxido de carbono y la presencia de 6xidos de azufre y
nitrégeno. El secuestro de CO: resulta interesante dentro de un concepto de biorrefineria,
combinando este proceso junto a la remediacién de efluentes; y obteniendo biomasa para
generacion de combustibles o productos de valor a partir de la misma (Zhang & Liu, 2021).
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Figura | - 6: Esquema grafico conceptual de la captura de carbono mediante el uso de microalgas. Adaptado de
Onyeaka et al. (2021).

Otra aplicacion que estd comenzando a explorarse son biomateriales a base de microalgas, en
funcién de una tendencia global a encontrar alternativas a los materiales derivados del petréleo.
Las microalgas producen una variedad de intermediarios de bioplasticos, por citar uno, el
polihidroxibutirato (PHB), que es un polimero de la familia de los poliésteres (Fernandez et al.,
2021).

Figura | - 7: Granulos de PHB en cianobacterias: a) cepa salvaje; b) cepa mutante. Adaptado de Markl et al. (2018).
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1.1.2. Efluente cervecero

La cerveza es la bebida alcoholica mas consumida en el pais, casi duplicando el consumo anual
per cépita de la siguiente en valores de consumo. La venta de cerveza en la Argentina supero los
21 millones de hectolitros anuales. EI consumo local se caracteriz6 en los ultimos afios por un
aumento en el segmento “premium”, lo cual favorecio la proliferacion de pequeias y micro
cervecerias en todo el pais. El mercado argentino de cervezas artesanales se expande un 30% anual,
siguiendo la tendencia mundial al desarrollo de pequefios y micro emprendimientos (Ablin, 2014;
Winkelman et al., 2019).

A nivel mundial, la produccion de cerveza del afio 2015 fue mayor de 2 billones de hectolitros,
siendo la quinta bebida méas consumida. El rango de generacién de efluentes de esta industria es
amplio, estimandose en 2 a 10 litros de efluentes liquidos por cada litro de cerveza producido. El
efluente se conforma de restos de cerveza y purgas intermedias, agua de lavado y agua de
refrigeracion. Estos efluentes tienen alta carga organica debido a la presencia de azucares, almidén
solubilizado etanol, entre otros. Generalmente se tratan en reactores anaerobicos previo a la
descarga. Los rangos de demanda quimica de oxigeno (DQO) para los efluentes cerveceros tienen
una amplia variabilidad, por ejemplo, la DQO medida para un efluente de una compafiia industrial
de Portugal fue de 628+18 mg O,.L™; sin embargo, si el efluente es una purga de cafieria o descarte
de producto final, los valores de DQO pueden ascender hasta 170000 mg O..L, debido al
remanente de carbohidratos y/o etanol y glicerol. Un efluente proveniente de una cerveceria
artesanal en Argentina, provincia de Santa Fé, presentd una DQO de 120920 mg O.L™ (Ferreira
etal., 2017; Fillaudeau et al., 2008; Seluy & Isla, 2014).

Las cervecerias artesanales se caracterizan por tener procesos manuales o semi-automaticos;
teniendo dificultad para acceder a financiacién, a las habilitaciones para operar, a adquirir materias
primas e infraestructura, etc. Muy pocas cervecerias artesanales han podido resolver el tema del

vertido de efluentes para cumplir con la normativa local vigente (Civitaresi et al., 2017).

El mosto contiene aproximadamente 90% de carbohidratos en su composicion. Entre los
principales se pueden mencionar la sacarosa, fructosa, glucosa, maltosa, maltotriosa y dextrinas.
Las dextrinas son compuestos no metabolizables para muchas de las levaduras, por ejemplo, son
consumidas solo en caso de agotamiento de los monosacaridos. En el mosto también se encuentran

compuestos nitrogenados de proporciones variadas en funcion del origen del cereal, método de
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molienda, condiciones de cultivo, etc. De estos compuestos mencionados, aquellos asimilables por

los microorganismos son aminoacidos libres, iones amonio y pequefios péptidos. (He et al., 2014).

1.2. Hipotesis
De acuerdo a lo expuesto luego de la revision del arte previo, surgen las siguientes hipotesis:

e Chlorella vulgaris y Scenedesmus quadricauda, ambas microalgas no axénicas, pueden
adaptarse a crecer en un medio de cultivo conteniendo efluente de cerveceria artesanal de
alta carga organica.

e Es posible caracterizar el crecimiento de las microalgas, calculando parametros cinéticos
segun el modelo de Gompertz; asi como la composicion bioguimica de la biomasa
obtenida.

e Los cultivos de ambas microalgas son escalables en un orden de magnitud.

e Labiomasa de C. vulgaris tiene una potencial aplicacion como bioestimulante.

e Los lipidos extraidos de la biomasa de S. quadricauda tienen una potencial aplicacion
como acidos grasos para suplemento nutricional.

1.3. Objetivos generales

A partir de las hipotesis planteadas, se establece el siguiente objetivo general para abordar el
trabajo de tesis:

Contribuir a la mejora de la sustentabilidad de las plantas cerveceras, a través de propuestas
innovadoras que permitan aprovechar sus efluentes como insumos para la produccién de

microalgas.

Para lograr este objetivo se estudiara el comportamiento de dos microalgas, Chlorella vulgaris y
Scenedesmus quadricauda en un medio de cultivo a base del efluente cervecero. A continuacion,
se resumen los objetivos especificos, que seran explicitados en los correspondientes capitulos

subsiguientes.

En el Capitulo Il se evaluara la posibilidad de adaptacion de Chlorella vulgaris a un medio
conteniendo efluente cervecero, para aprovechar los nutrientes presentes en el mismo,
determinando los valores iniciales 6ptimos de pH y concentracidn de efluente. Se caracterizaran

los parametros cinéticos del crecimiento y la composicion bioguimica de la biomasa generada. Se

46



CAPITULO I: INTRODUCCION

evaluard el escalado del cultivo y la potencial aplicacion de la biomasa generada como

bioestimulante.

En el Capitulo 11l se evaluara la posibilidad de Scenedesmus quadricauda de aprovechar los
nutrientes del efluente cervecero, evaluando los valores 6ptimos de pH y concentracion de efluente
al inicio del cultivo. Se determinara qué sales se necesitan suplementar. Se caracterizaran los
parametros cinéticos y la composicion bioquimica de la biomasa. Se buscara escalar del cultivo y

evaluar la potencial aplicacion de los lipidos extraidos de la biomasa generada.

I.4. Organizacion
El presente trabajo se organiza del siguiente modo:

e En el CAPITULO I: INTRODUCCION se presenta, en primer lugar, la revision
bibliografica general y actualizada sobre las microalgas y el efluente cervecero. Luego se
plantean las hipétesis de trabajo, seguidas de los objetivos generales. Para finalizar, se
encuentra el presente apartado (donde se explica la estructura general de la presente tesis);
y la bibliografia citada en este capitulo.

e EICAPITULO II: CHLORELLA VULGARIS abarca el trabajo realizado con la microalga
mencionada. Comienza por una revision bibliografica especifica para el género; seguida
de los objetivos particulares para esta seccion. A continuacion, se detallan los materiales y
métodos aplicados para la investigacion en C. vulgaris. Sigue el apartado de resultados y
discusion de los mismos. Para finalizar, se encuentran las conclusiones particulares del
trabajo con C. vulgaris y la bibliografia consultada para el capitulo.

e EI CAPITULO Ill: SCENEDESMUS QUADRICAUDA sigue una estructura similar a la
mencionada en el item anterior. En ambos capitulos se incluyen aplicaciones potenciales
de la correspondiente biomasa obtenida.

e En el CAPITULO IV: CONCLUSIONES se analizan las conclusiones generales para

ambas microalgas, cerrando con un apartado de recomendaciones a futuro.
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CAPITULO Il: CHLORELLA VULGARIS

I1.1. Introduccién

Chlorella vulgaris es una de las microalgas con mayor numero de aplicaciones estudiadas. El
género Chlorella ha sido objeto, por su potencial biotecnoldgico, de numerosos estudios desde

mediados del siglo pasado.

La forma reportada de Chlorella es esférica u ovoidal, unicelular, de didmetro entre 2 y 10 um
para la cepa vulgaris. Es una célula rigida sin motilidad de rapida reproduccion asexual; la cual
genera cuatro hijas (o autosporas) por cada célula madre, aunque hay casos donde se generan hasta
16 autosporas. Posee una pared celular rigida, que aumenta su dureza a medida que la célula gana
madurez. Se han reportado espesores medios de 82 nm en fase de crecimiento exponencial, que
aumentan a 114 nm en fase estacionaria, pudiendo llegar hasta 200 nm. La célula presenta un solo
cloroplasto de doble membrana envolvente (Canelli et al., 2021; Endo et al., 1974; lbrahim &
Elbaily, 2020; Richmond, 2008; Safi et al., 2014).
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Figura Il - 1: Chlorella vulgaris. Adaptado de Ramaraj et al. (2016).

11.1.1. Nutrientes

Varios estudios sobre los requerimientos nutricionales de este género han demostrado que los
nutrientes N, Mg, K, P, S, Fe, Zn y Mn son necesarios para el crecimiento de la microalga tanto
régimen autotrofico como heterotrofico; mientras que el cloruro fue determinado como necesario

solo en el crecimiento autotrofico. En relacion con otros elementos que son requeridos en la
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mayoria de las especies de algas, el Ca, Cuy Mb se han establecido como necesarios para Chlorella
solo cuando la unica fuente de nitrégeno es nitrato. No se ha podido comprobar la necesidad de
boro. Los elementos que representan el mayor porcentaje del total de la composicion de Chlorella
y Scenedesmus son C, O, H, N, P, K, Mg, Sy Fe. La mayoria de las especies de Chlorella puede
tolerar una amplia variacion en la concentracion de sales que contienen los nutrientes, por lo cual
la composicion del medio no suele ser un parametro critico en muchos cultivos. De igual modo,
han mostrado tolerancia a las variaciones de pH. Se trata de una microalga resistente a condiciones
adversas varias y a la contaminacion microbioldgica, respondiendo a las distintas condiciones de
cultivo con variaciones en su composicion. Condiciones de deficiencia de nitrégeno y/o fosforo;
0 exceso de dioxido de carbono, hierro o exposicion solar, por ejemplo, reducen la productividad
de biomasa y aumentan los contenidos de lipidos y/o carbohidratos. En cambio, condiciones de
cultivo y concentraciones de nutrientes, por ejemplo nitrégeno, controladas y optimizadas llevan
a incrementos en el contenido de proteinas y mejores productividades de biomasa (Borowitzka &
Borowitzka, 1988; Rodrigues-Sousa et al., 2021; Safi et al., 2014).

Las fuentes de nitrgeno mas comunes en el cultivo de microalgas son sales de amonio, de nitrato
y urea; para los dos ultimos, la microalga los debe reducir a amonio, por lo cual tiende a utilizar
preferentemente esta forma. La forma en la cual se suministra el nitrégeno tiene efectos en la
evolucion del pH del cultivo: el consumo de ion amonio lleva a una reduccion progresiva del pH,
mientras que el consumo de nitrato produce el efecto contrario; el valor de pH se mantiene
relativamente constante cuando la sal es urea. El uso de sales de amonio puede generar mayor
inhibicion en el crecimiento debido a los valores mas bajos de pH que se desarrollan en el cultivo
a medida que se consume la fuente de nitrégeno. Se ha reportado que la presencia de proteinas en
el medio de cultivo no incrementa la utilizacion de sustrato por parte de C. vulgaris en crecimiento
mixotrofico. La deficiencia de nitrogeno en el medio de cultivo produce modificaciones en la
composicion de la biomasa: el contenido de proteinas se reduce, al menos a la mitad del contenido
en disponibilidad de N; mientras que aumenta el contenido de lipidos y carbohidratos, siempre que
haya disponibilidad suficiente de carbono. Las especies de Chlorella que se han estudiado, han
respondido de dos formas distintas a la deficiencia de nitrégeno: algunas especies incrementan en
mayor porcentaje los acidos grasos, pudiendo variar la composicion entre acidos grasos libres y
triglicéridos, mientras que otras aumentan principalmente el contenido de carbohidratos. Se ha

encontrado que junto al aumento de lipidos, ante condiciones de deficiencia de nitrégeno, ocurre
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un aumento del dafo del sistema fotosintético (Borowitzka & Borowitzka, 1988; Endo et al., 1974;
Peng et al., 2019; Zhang et al., 2013).

El carbono se suministra en forma de dioxido de carbono para cultivos de microalgas foto
autotroficos. El efecto del pH y la temperatura en la solubilidad del mismo deben tenerse en cuenta,
especialmente porque algunas especies de microalgas pueden asimilar la especie CO», mientras
que otras HCOsz. Muchas especies de Chlorella pueden crecer en regimenes mixo- y
heterotroficos, en los cuales las fuentes de carbono son compuestos organicos (Borowitzka &
Borowitzka, 1988). Si la relacidn carbono total frente a nitrégeno total aumenta, puede aumentar
la velocidad de crecimiento y obtener mayores concentraciones finales y productividades mediante
el cambio de régimen a mixotrofico (en presencia de luz) o heterotréfico (en ausencia). La
presencia de carbono asimilable en el medio lleva a Chlorella a dejar el régimen puramente
fotoautotrdfico (Gao et al., 2019; Kong et al., 2020).

Respecto a los macroelementos que se suministran tipicamente a Chlorella, el potasio es el catidn
de mayor porcentaje en el citoplasma de las células vegetales, ademas de tener un rol en el
funcionamiento de enzimas para sintesis de carbohidratos; el azufre compone la cisteina y los
sulfolipidos que contiene Chlorella; el magnesio y el cloruro participan del proceso de fotosintesis,
siendo el primero constituyente de la clorofila y el segundo relacionado a la actividad de los
cloroplastos. Se ha reportado que la concentracion dptima de potasio se encuentra en alrededor de
650 mg/L, a mayores niveles se inhibe el crecimiento. Entre los micronutrientes que requiere
Chlorella, el manganeso, el cobre y el hierro son necesarios para el crecimiento fotoautotréfico,
ya que juegan un papel en el proceso de fotosintesis. El zinc es constituyente de la enzima que
participa de la fijacion de didxido de carbono y el molibdeno de la enzima reductora de nitrato

(Borowitzka & Borowitzka, 1988; Papapolymerou et al., 2014).

11.1.2. Modos de cultivo

La eficiencia del uso de la energia luminica de un cultivo de algas se ve afectada por la limitacion
que tienen las células para utilizar luz de alta intensidad. En este aspecto, Chlorella tiene una
intensidad de saturacion de la fotosintesis relativamente baja, de entre 4000 y 30000 lux
dependiendo de la cepa. Aquellas especies con valores de intensidad de saturacion mas altos son
las mas adecuadas para los cultivos en masa del tipo fotoautotréfico. Para especies de Chlorella 'y

dependiendo de la aplicacion final de la biomasa o composicion deseada, los regimenes mixo- y
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heterotréficos suelen permitir alcanzar mayores productividades (Borowitzka & Borowitzka,
1988; Mohammad Mirzaie et al., 2016).

Existen estudios sobre la optimizacion del uso de la luz en cultivo fotoautotréficos de Chlorella.
Se encontr6 que a 300 pmol m? s el régimen de luz que mayor productividad alcanzé fue 24
horas de iluminacién continua, seguido por los regimenes 16 horas y 12 horas de iluminacién
continua. EI mismo patron, aunque con menores productividades, se encontré con la intensidad
luminica de 100 umol m2 s (Azizi et al., 2020). En sistemas tipo estanque abierto, la profundidad
Optima de los mismos es entre 15 y 50 cm, para permitir el acceso a la iluminacién, especialmente
al final de la etapa exponencial. Otras limitaciones que se presentan en estos sistemas es la
necesidad de control de contaminacion, evaporacion de agua; mientras que la temperatura,
fotoperiodo e intensidad depende de la estacion del afio y condiciones ambientales. El control de
las condiciones de cultivo y la limitacion de densidad celular que se dan en los sistemas abiertos,

se puede mejorar migrando a un sistema cerrado en un fotobiorreactor (Safi et al., 2014).

Existen efectos de la temperatura sobre la tasa de fotosintesis; dichos efectos son particulares de
cada especie de Chlorella. En forma general, la disminucion de la temperatura desacelera reaccion
de la fotosintesis. Uno de los mecanismos propuestos para la sensibilidad a las bajas temperaturas
es el cambio de fluidez de los lipidos de las membranas, lo cuales pasan a formar primero un gel
y luego, a menores temperaturas, comienzan a cristalizar. Las membranas tilacoides, donde ocurre
la fotosintesis, se ven afectadas por el cambio en la fluidez de los lipidos. Se ha reportado que las
células vegetales que son mas resistentes a las bajas temperaturas poseen una composicion lipidica
general mas insaturada y de cadenas mas cortas, lo que reduce las temperaturas de cristalizacion
de estos compuestos, representando con mayor fluidez. Incluso han sido reportados cambios en la
composicién de la misma cepa de Chlorella, cultivada a distintas temperaturas: aquellos cultivos
realizados a menores temperaturas mostraron un mayor porcentaje de acidos grasos insaturados.
Esto podria deberse a la adaptabilidad de la microalga a la temperatura de cultivo (Borowitzka &
Borowitzka, 1988).

Varios estudios han demostrado que para Chlorella, los modos de cultivo mixo- y heterotréfico
pueden alcanzar mayores concentraciones de biomasa y productividades, que el modo foto
autotrofico, asi como mayores velocidades de crecimiento (Endo et al., 1974). Shen et al. (2019)
reportaron productividades 381% y 150% superiores para los modos mixo- y heterotroficos,
respectivamente. Arora & Philippidis (2021) reportaron que los cultivos en hidrolizado de bagazo
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de sorgo en modos mixo- y heterotroficos superaron en 100% o mas la concentracion final en bs,
para tres especies de Chlorella, que el cultivo fotoautotréfico en medio de mantenimiento. Un
régimen mixotrofico permite superar limitaciones al crecimiento debido a la dificultad de
penetracion de la luz en cultivos densos o cuando el efluente es oscuro o tiene sélidos en
suspension. Para consorcios de microalgas y bacterias, el régimen heterotréfico puede resultar
ventajoso cuando la degradacion de los compuestos organicos en moléculas mas simples, facilitan
el consumo de éstos por parte de las microalgas (Cuellar-Bermudez et al., 2017). En aquellos
cultivos donde la iluminacion es determinante en la tasa de crecimiento (especialmente en modos
fotoautotroficos) el costo de iluminacion pasa a ser el mayor en el conjunto de costos de cultivar
biomasa microalgal. EI modo de cultivo heterotréfico, cuando es posible de aplicarse, presenta las
ventajas de ser menos costoso al no requerir de una fuente de energia luminica, asi como resulta
mas sencillo de construir y operar en gran escala, y permite lograr mayores densidades celulares.
Dentro de las desventajas que se requieren sortear para su aplicacion se encuentran la seleccién de
una cepa que pueda efectivamente adaptarse al régimen en oscuridad, la posible contaminacion
bacteriana y la inhibicién por los sustratos organicos (EI-Sheekh et al., 2014). También se debe
tener en cuenta que el cultivo heterotrofico depende de los compuestos organicos del medio como
fuente de carbono y energia, con lo cual el agotamiento en éstos puede derivar rapidamente en una

fase de muerte (Mohammad Mirzaie et al., 2016).

11.1.3. Composicion de la biomasa

El contenido de proteinas en la biomasa de Chlorella suele encontrarse en el rango entre 42 y 58%,
y su perfil de aminoacidos es aceptable, o incluso superior al recomendado para la nutricion
humana. Adicionalmente, se ha reportado que tienen una alta capacidad emulsionante, lo cual
genera otra potencial aplicacion en la industria alimenticia (Safi et al., 2014). Se han reportado
amplios rangos de concentraciones de proteinas en cepas de Chlorella, estando entre 21 — 39% en
régimen heterotrofico; y entre 41 — 60 % en régimen mixotrofico (EI-Sheekh et al., 2014). Algunas
especies de Chlorella incubadas con efluentes varios, como municipales o de acuicultura, han

presentado entre 12 — 35 % de contenido proteico (Ajala & Alexander, 2020).

En condiciones normales de crecimiento, se han reportado contenidos de lipidos de Chlorella entre
5y 40%, aungue en condiciones de estrés el porcentaje puede aumentar hasta 58%. Los grupos
principales encontrados en este género son fosfolipidos, glicolipidos y lipidos neutrales (Safi et al.,
2014). Algunos rangos de porcentaje de lipidos encontrados en bibliografia son 13,2 — 32,2 % para

t
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C. vulgaris en medio conteniendo liquido sin esterilizar de digestion de efluentes lacteos (Zhu
et al., 2019); entre 43 — 46 % para C. protothecoides en medio con hidrolizado de alcachofa, con

y sin sales de suplemento (Cheng et al., 2009).

El-Sheekh et al. (2014) reportaron contenidos de carbohidratos dentro del rango aproximado 7 —
14 % en biomasa de C. vulgaris, en regimenes mixo- y heterotroficos, en medio de mantenimiento
con concentracion variable de molasas. El valor superior del rango corresponde al sistema con
mayor contenido de carbono organico en el medio. Se ha encontrado que cepas de C. vulgaris han
podido alcanzar porcentajes de hasta 48 — 54 % de carbohidratos cuando se la sometio a estrés por
deficiencia de nitrogeno (Ho et al., 2013; Kaur et al., 2022). Algunas especies pueden excretar
polisacaridos extracelulares (EPS) en condiciones de deficiencia de nitrogeno y fésforo (Li et al.,
2021). Bernaerts et al. (2018) pudieron establecer que de la composicion de los carbohidratos de
C. vulgaris, 1,8% bs eran polisacéaridos de almacenamiento; 9,3% polisacaridos de pared celular y

0,5% extracelulares.

La clorofila es el pigmento mas abundante en la biomasa de Chlorella. Puede encontrarse en
condiciones normales de cultivo entre 1 y 2% bs de la biomasa. En segundo lugar y con la funcion
de ser pigmentos accesorios, se encuentran los carotenoides: asociados a la clorofila en las
membranas tilacoides o asociados a las gotas de lipidos en los cloroplastos (Safi et al., 2014). Se
han encontrado valores medios de 1,85 % de clorofila total y 0,36% de carotenoides en biomasa
de C. pyrenoidosa en cultivo batch mixotréfico (Wang et al., 2020). Arora & Philippidis (2021)
compararon el contenido de pigmentos a lo largo de cultivos de especies de Chlorella en los tres
modos de cultivo; reportando que los sistemas fotoautotroficos presentaron alrededor de 1,23% bs
de pigmentos totales, mientras que los sistemas mixo- y heterotréficos presentaron valores totales
entre 0,53 — 0,59% bs. Otros pigmentos de interés que pueden encontrarse en algunas especies de
Chlorella son luteina y astaxantina, aunque en menores concentraciones (lbrahim & Elbaily,
2020). Se pudieron determinar contenidos de luteina de hasta 0,51% bs en C. protothecoides
(Wang et al., 2019). Kong et al. (2020) reportaron que el contenido de pigmentos desarrollado en
la biomasa de C. vulgaris pareceria estar correlacionado con el grado de fotosintesis y de
asimilacion de fuentes de carbono. Las cantidades de pigmentos fueron mayores en régimen
fotoautotrofico y en mixotrofico cuando la fuente de carbono eran moléculas mas complejas y por

lo tanto su asimilacion era mas dificil para la célula.
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11.1.4. Productividad

Las productividades reportadas para la biomasa de Chlorella son muy variables, dependiendo del
medio de cultivo y las condiciones de incubacion. A gran escala en un fotobiorreactor offshore con
efluente municipal e inyeccion de CO; se reportaron hasta 6,4 g.m2.d* (Cuellar-Bermudez et al.,
2017). Jin et al. (2021) condujeron un cultivo de C. sorokiniana en un biorreactor escala piloto de
1000 L con 300 L de volumen operativo inicial, en el cual obtuvo productividades a distintos
valores de oxigeno disuelto entre 64,5 y 73,5 g.Lt.d. Dos especies de C. vulgaris fueron
cultivadas en biorreactores abiertos de capa fina (5-6 mm de profundidad) de volumenes 200 y
600 L, obteniendo productividades de 4,3 y 22 g.m2.d"! (Masojidek et al., 2021).

En escalas medias (25 L) Chlorella sp. mostré una productividad de 920 mg.L*.d? utilizando
también efluente municipal y con iluminacion continua (Richmond, 2008), mientras que C.
pyrenoidosa (50 L) alcanz6 un valor de 11,8 g.L%.d! en medio de cultivo con efluente industrial

de una fabrica de catalizadores centrifugado con alto contenido de amonio (Wang et al., 2020).

A escala laboratorio se han reportado productividades muy variables. En régimen batch
mixotrdfico se han obtenido productividades medias de 394 mg.L™.d* para C. vulgaris en medio
conteniendo liquido sin esterilizar de digestion de efluentes lacteos (Zhu et al., 2019); para C.
vulgaris en medio basal deficiente en nitrato fue de 153 — 180 mg.L*.d? (Ho etal., 2013). En
cultivo continuo en fotobiorreactor de C. protothecoides en efluente urbano municipal se obtuvo
0,4 -0,6 g.L.d* (Ramos Tercero et al., 2014); y en cultivos batch y fed-batch, 0,2 g.L™.d? para
Chlorella sp. en liquido de digestion de efluentes con alto contenido de nitrégeno (Nwoba et al.,
2019). Shen et al. (2019) reportaron productividades para C. vulgaris en medio BG11 (con acetato
de sodio como fuente de carbono) de 55; 212 y 84 mg.L.d? en regimenes auto-, mixo- y
heterotroficos, respectivamente. Guldhe et al. (2017) encontraron productividades de entre 350 y
500 mg.Lt.d! para C. sorokiniana en crecimiento heterotrofico en efluente de acuicultura.

11.1.5. Aplicaciones principales

La principal aplicacion de Chlorella a escala comercial, es el uso en nutricion humana. En el afio
2015 se produjeron en Asia mas de 3500 toneladas anuales de biomasa. Se encuentran en mercado
suplementos nutricionales a base de biomasa de Chlorella, asi como aditivos colorantes o
emulsionantes. También se ha aplicado Chlorella en nutriciobn animal. Se estima que

aproximadamente un tercio de la produccion comercial de la microalga se destina a este mercado.
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Dado que contiene carotenoides, se utiliza para alimentar peces que deben presentar cierta
pigmentacion, lo cual se logra con ingesta de estos pigmentos. Adicionalmente, se mostré6 como
alimento potencial en avicultura, mejorando el color de las yemas de los huevos. Es necesario
realizar algn pretratamiento para la aplicacién en la industria animal, dado que su pared celular
gruesa puede dificultar la digestion y el aprovechamiento de los componentes de la biomasa
(Ibrahim & Elbaily, 2020; Safi et al., 2014). Se han reportado mejoras en la salud de animales de
granja mediante la suplementacion de Chlorella en las raciones del alimento. La adicion de
hidrolizados de la microalga en el alimento de gallinas ponedoras increment6 el contenido de
betacaroteno en las yemas de los huevos, dada la composicion de la biomasay a la bioaccesibilidad
de sus pigmentos. También se ha estudiado la capacidad de la microalga de transportar y facilitar

la asimilacion de selenio y yodo en aves de granja (Kotrbacek et al., 2015)

Una de las aplicaciones mas estudiadas en los Ultimos afios de la especie Chlorella es el tratamiento
de efluentes por remocion de carbono, nitrégeno y fosforo. En escalas de laboratorio, C. vulgaris
fue capaz de remover el 70% de la demanda quimica de oxigeno (DQO) de un efluente municipal,
asi como C. pyrenoidosa pudo remover hasta el 100% de compuestos nitrogenados de un efluente
de tinturas y mas del 75% y 80% del amonio y fésforo de un efluente activado, respectivamente.
C. protothecoides removi6 en cuatro dias de incubacion mas del 90% del nitrégeno y fésforo, y el
74% de la DQO, de un efluente cervecero tratado anaerébicamente. En escalas del orden de
decenas de litros, C. sorokiana y Chlorella sp. pudieron remover el 80% o méas de los
contaminantes, acetonitrilo, amonio, nitrégeno, fésforo, carbono, contenidos en efluentes de tipo
municipal. En mayores escalas, se han reportado eficiencias de remocion superiores al 75% en
nitrogeno, mayores al 90% en fosforo y por encima de 85% para carbono con Chlorella en
efluentes municipales y de la industria lactea, utilizando iluminacion solar (Cuellar-Bermudez
et al., 2017; Darpito et al., 2015). Asi mismo, se ha podido demostrar la capacidad de Chlorella sp
para la remocion de metales pesados contenidos en efluentes (Dahiya et al., 2012).

Ferreira et al., (2019) han estudiado la extraccién de compuestos como polifenoles e hidrolizados
de proteinas utilizando agua en estado subcritico (a temperaturas mayores de 100°C) como
solvente. El contenido de compuestos polifendlicos que se pudo recuperar de biomasa de Chlorella
sp. va del 5 al 20% en peso, obteniendo las mayores actividades antioxidantes con extracciones a
temperaturas entre 100 y 175°C. Se identificaron en la biomasa los compuestos acidos p-cumarico,
cafeico y ferulico (Zakaria et al., 2017)
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El estudio de bioestimulantes y biofertilizantes ha cobrado interés en los ultimos tiempos. Los
productores “organicos” suelen tener menores rendimientos que aquellos que aplican las técnicas
tradicionales de la agricultura. Debido al perfil bioquimico de la biomasa rico en nitrogenasas,
nitrato-reductasas, minerales y aminoacidos, los biofertilizantes a base de Chlorella tienen efectos
como promotores del crecimiento (Ibrahim & Elbaily, 2020; Ronga etal., 2019). Se han
encontrado efectos positivos en el crecimiento de plantas de lechuga, en la germinacion de semillas
de Lactuca sativa, en el crecimiento de cultivos de maiz (Safi et al., 2014). Se han reportado
estudios de aplicaciéon de extractos de C. vulgaris con efectos positivos en la germinacion de
lechuga, el desarrollo de raices de remolacha y el aumento de la masa en plantines de tomate
(Chiaiese et al., 2018). Stirk et al. (2013) encontraron las auxinas (fitohormonas que regulan el
desarrollo de raices y la predominancia apical, entre otros) &cido indol-3-acético e indol-3-
acetamida; y diferentes citoquininas (fitohormonas que regulan, entre otros, el desarrollo de tallos
laterales a partir de las yemas), en C. vulgaris incubada en medio Bristol. Se encontr6 que C.
vulgaris y Chlorella sp. no presentaron efectos similares a las giberelinas (fitohormonas que
regulan la germinacion), presentando indices de germinacion por debajo del 100%; sin embargo,
tuvieron efectos positivos sobre el desarrollo de raices adventicias en semillas de soja en hasta un
500% vy en la expansién de cotiledones de pepino en hasta un 60% por encima del control
(Morillas-Espafia et al., 2022).

Se ha encontrado que especies de Chlorella son capaces de acumular grandes cantidades de lipidos,
cuyo perfil de &cidos grasos es aceptable para la produccion de biodiesel, comparandolo con
distintos estandares. Sin embargo, el costo de produccion del biodiesel microalgal es atn superior
al precio de este commodity. Se han explorado distintas optimizaciones en los costos de biodiesel
a partir de microalgas, como buscar alterativas econdmicas a la glucosa en cultivos heterotréficos.
AUn quedan varios puntos por optimizar, como la separacion de la biomasa (generalmente por
centrifugacion) que representa hasta un 30% del costo total de producir este combustible. Por otro
lado, la biomasa remanente de la extraccion de lipidos, por su contenido de carbohidratos, puede
utilizarse de sustrato para produccion de etanol por fermentacion (Cheng et al., 2009; Darpito
et al., 2015; Safi et al., 2014); o bien para combustion, siendo su capacidad calorifica calculada
entre 21,1 y 24,3 MJ.kg? (Zhu et al., 2019). Chlorella se ha estudiado en profundidad para su
aplicacion en la produccion de biodiesel debido a su robustez ante las condiciones ambientales y
la competencia inter especie, y su rapidez de reproduccion (Kim etal., 2016). Uno de los

principales retos que se presentan al momento de optimizar la produccion de lipidos a partir de
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esta microalga, es que la productividad de la biomasa, generalmente, tiene comportamiento

opuesto, dificultando la maximizacion de la productividad de los lipidos (Ge et al., 2018).

Las microalgas con capacidad de acumular carbohidratos, especialmente almidon y polisacaridos,
resulta de interés para la produccién de bioetanol por fermentacion, dado que el proceso de
sacarificacion de la biomasa microalgal es menos costoso que en el caso de biomasa
lignocelulosica. Para que el proceso sea viable econdmicamente, es necesario encontrar cepas que
produzcan gran contenido de carbohidratos, sin necesidad de recurrir a condiciones de mucho
estrés, de ese modo, no perder productividad general de biomasa y, por ende, de sustrato de
fermentacion. También requiere de optimizaciones en los procesos de separacion dado que los

mismos representan una parte relevante del costo (Ho et al., 2013; Kaur et al., 2022).

Los trabajos reportados en cultivos mixo- y heterotrofico con cepas de Chlorella presentan rangos
de contenido de carbono orgénico en el medio, medido como DQO, de alrededor de 177 mg Oz.L"
1 (Wang et al., 2020), 512 mg O2.L* (Ge et al., 2018), 1480 mg O,.L* (Zhu et al., 2019). Gupta
etal. (2017) reportaron ensayos en efluentes, con valores de maximos de DQO aplicada en el
medio de cultivo, de 1000 mg O,.L™* para C. pyrenoidosa y 3665 para C. vulgaris en efluente de
industria porcina; y 5000 mg O.L* para C. pyrenoidosa en efluente sintético. Son escasos los

estudios realizados en efluentes que presenten valores de DQO por encima de 5000 mg Oa.L™.

11.2. Objetivos
Los objetivos planteados para el trabajo con Chlorella vulgaris fueron los siguientes:

e Determinar los valores 6ptimos de demanda quimica de oxigeno y de pH del medio de
cultivo que maximizan la concentracion final de biomasa;

e Caracterizar el crecimiento de la microalga en las condiciones éptimas de cultivo,
determinando sus parametros cineticos;

e Caracterizar la composicion bioquimica de la biomasa obtenida;

e Evaluar el escalado en biorreactor del tipo tanque agitado y en frasco Erlenmeyer con
agitacion orbital.

e Evaluar su potencial aplicacion como promotor de germinacion y enraizamiento.
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11.3. Materiales y métodos

11.3.1. Microalga

Se utilizé una cepa no axénica de Chlorella vulgaris, proveniente del rio Chubut (Salomén et al.,
2005); gentilmente donada por el Laboratorio de Microalgas de la Universidad Nacional de la
Patagonia San Juan Bosco. EI nimero de identificacion del cepario de origen es LMPA39.

Figura Il - 2: Imagen microscépica de C. vulgaris, tomada de un in6culo conservado en el Laboratorio de Procesos
Biotecnologicos de UTN-FRBA, en aumento 100x.

11.3.1.1. Mantenimiento

El mantenimiento de la cepa de microalga para el presente trabajo se llevd a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Procesos Biotecnoldgicos de la Universidad Tecnoldgica
Nacional, Facultad Regional Buenos Aires (UTN-FRBA).

Se mantuvieron los cultivos de Chlorella vulgaris en medio de mantenimiento BG-11 (Stanier
etal., 1971), el cual se prepard con sales y reactivos de grado analitico (Biopack™, BA,
Argentina), agua desionizada por membrana y se ajusté el valor de pH con solucién 1M de NaOH.

El medio preparado se esteriliz6 en autoclave durante 20 min a 121°C.

La propagacion de la cepa se realizd mediante pasajes seriados, en ambiente aséptico, de cultivos
con aproximadamente cinco semanas de antigliedad, en proporcion 1:40 en 40 mL medio fresco,
en frascos Erlenmeyer de 125 mL. Los frascos Erlenmeyer se incubaron a 26°C, sin agitacion, con
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un fotoperiodo de 12 h e iluminacion fluorescente blanca fria con irradiacién de 50 pmol.m2.s%
PAR (medido con sensor PAR LP471 conectado a un radiémetro Delta Ohm HD2302.0).

11.3.2. Efluente cervecero

El efluente utilizado para el desarrollo de la presente tesis fue el liquido remante en la cafieria de
transporte del mosto hervido al fermentador, recolectado por la purga, de la planta de produccion
de la cerveza artesanal “Juguetes Perdidos”. La empresa estd ubicada en la localidad de Caseros,
de la provincia de Buenos Aires. La ventaja de utilizar este efluente es su origen, dado que se trata
de materias primas aptas para consumo humano (elaboracion de cerveza), y su recoleccion in-situ,
sin pasar por ningun sistema previo de tratamientos de efluentes. De este modo, se garantiza la

ausencia de metales pesados que luego podrian acumularse en la biomasa.

',"‘ \,‘

Figura Il - 3: Efluente cervecero brindado por “Juguetes Perdidos”.

Todos los lotes utilizados para los diferentes ensayos presentaron valores de demanda quimica de
oxigeno (DQO) de 32000 + 3000 mg O2/L. La determinacion del valor de DQO de los lotes se
realiz6 al momento de la recepcion, utilizando el kit de determinacion de COD 20 — 1500 mg O2/L
de HACH® basado en el Standard Method 5220 D.
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En la Tabla Il - 1 se muestran las demas caracteristicas fisicoquimicas del efluente. Todos los lotes
fueron conservados, fraccionados, congelados en un freezer a -18°C hasta su utilizacion. Al

momento de la utilizacion, se descongeld en agua tibia a 30 — 40°C.

Tabla Il - 1: Caracterizacion fisicoquimica del efluente cervecero “Juguetes Perdidos”

Caracteristica fisicoguimica Valor promedio Método analitico
pH 6,1 SM 4500-H* B
Conductividad [mS.cm] 877 SM 2510 B
Turbidez — Solidos sedimentables en 10 minutos 8
[mL.LY] SM 4500 F
Turbidez — Solidos sedimentables en 2 horas 17
[mL.LY] SM 4500 F
Carbono organico total (TOC) [mg-C.L*] 16484 SM 222 ed. Met. 5310 B
Nitrégeno total (TN) [mg-N.L?] 1238 Kjeldhal (catalizador Devarda)
Fosforo total (TP) [mg-P.L ] 95,2 ICP-OES
Nitratos [mg-N.L] <10 UNE-EN ISP 10304-1
Nitritos [mg-N.L1] <0,01 SM 4500-NO,

113 Ammonia Test kit HACH.

Amonio [mg-N.L?] Salicylate Method

11.3.3. Determinacion de las condiciones de cultivo

11.3.3.1. Disefio experimental

Para evaluar los efectos de la concentracion de efluente, medida en DQO, y el valor de pH inicial
en el medio de cultivo sobre el crecimiento de la microalga asi como sobre el crecimiento de las
bacterias acompafantes de la cepa no axénica, se generd un disefio experimental central compuesto
(CCD) con dos variables independientes en cinco niveles, y el punto central del disefio por
triplicado. El disefio y los analisis de los resultados, se llevaron a cabo con el software Statgraphics
Centurion XV (V 2.15.06, 2007, USA).

Los rangos de valores de DQO y de pH a evaluar fueron determinados a partir de ensayos previos
preliminares. Las variables de respuesta, o variables dependientes definidas para el andlisis fueron,
el aumento de la densidad 6ptica medida a 680 nm respecto al valor tomado en del dia 0 (ADO);
y el aumento en el valor decimal del recuento de unidades formadoras de colonia de
microorganismos aerdbicos totales, respecto al valor determinado en el dia 0 (AUFC). Se considerd

dia 0 a la medicion realizada inmediatamente luego de la inoculacién de los sistemas.
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Las variables dependientes se ajustaron por regresion lineal a un polinomio de segundo grado por
un procedimiento de regresion multiple, que permitid evaluar los efectos lineales, cuadraticos y de

interaccion de las variables independientes (Ho et al., 2013; Montgomery, 2005):
l‘p = BO + lel + Bzxz + B11Xf + Bzzx% + 312X1X2

Ecuacion Il - 1: Polinomio de segundo grado de ajuste de las variables dependientes.

Donde ¥ es la variable dependiente analizada, x1 y x2 representan la DQO del medio de cultivo y
el pH, respectivamente; Bo es el valor de la respuesta ajustada en el punto central del disefio; B1 y
B2 son los coeficientes de los términos lineales; Bi1 y B2z son los coeficientes de los términos
cuadréticos; y Bi> es el coeficiente de interaccion entre variables independientes.

El andlisis de significancia estadistica fue realizado por ANOVA seguido de un test de Tukey para
un valor de a = 0,95; para determinar diferencias significativas. Para determinar la bondad de los
ajustes, se consideran satisfactorios aquellos modelos que presentaron valores de RZ%gj igual o
mayores a 0,95 y valores de Durbin — Watson (DW) mayores a 1. Para el ajuste de modelos no

lineales se utilizd el programa Statgraphics Centurion XV.

La optimizacion mdultiple de las variables dependientes se realiz6 mediante la funcion
deseabilidad, la cual es la media geométrica de las funciones de deseabilidad individuales de cada
variable de salida. Estas toman el valor el valor de 0 cuando la respuesta de la variable dependiente
es indeseable, y toma el valor de 1 ante una respuesta deseable (Rudnykh & Ldpez-Rios, 2018).

Para ejecutar esta optimizacion se utilizo el programa Statgraphics Centurion XV.

11.3.3.2. Preparacion de los sistemas

Los sistemas del disefio experimental se prepararon con los valores de pH y DQO indicados en la
Tabla Il - 2. La dilucion del efluente cervecero se realizd con medio de mantenimiento BG-11 y

el pH se ajustd con soluciones de NaOH 1M o HCI 1N segun fuese necesario.

El volumen de liquido utilizado en los sistemas fue 30 mL, colocados dentro de frascos Erlenmeyer
de 125 mL de capacidad. Los frascos y su contenido fueron esterilizados en autoclave durante 20
min a 121°C, de modo de garantizar que los microorganismos aerobios que pudiesen ser

determinados, fuesen exclusivamente provenientes de la cepa no axénica.
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Tabla Il - 2: Disefio central compuesto con dos variables independientes, pH y DQO, en cinco niveles con el punto
central triplicado. Entre paréntesis se muestran los valores codificados segun el disefio.

DQO del sistema pH inicial
9150 (0) 7.2 (0)
9150 (0) 7.2 (0)
9150 (0) 7.2 (0)
9150 (0) 6.5 (-2)
9150 (0) 7.9 (+2)
4750 (-1) 6.8 (-1)
4750 (-1) 7.5 (+1)
13700 (+1) 6.8 (-1)
13700 (+1) 7.5 (+1)

180 (-2) 7.2 (0)
18300 (+2) 7.2 (0)

Se inocularon los sistemas con 3 mL de suspension de Chlorella vulgaris, en medio de
mantenimiento agotado, de densidad optica (DO) a 680 nm = 2,0. A continuacion, se tomaron las

muestras para las determinaciones del dia 0.

Luego se incubaron los sistemas a 26 + 2°C, con un fotoperiodo de 12 horas de luz fluorescente
blanca de irradiacion de 50 pmol.m 2.s* PAR, y agitacion orbital continua de 100 rpm (Cole
Parmer, modelo OS-200, EEUU). Las posteriores tomas de muestra y determinaciones se

realizaron a los 6, 13 y 20 dias de incubacion.

11.3.3.3. Seguimiento de la biomasa y de los microorganismos aerobicos

La concentracion de biomasa se determind por densidad optica (DO) a 680 nm de longitud de onda
como se indica en Kuo et al. (2015) y Wang et al. (2010), utilizando agua desmineralizada como

blanco, mediante un espectrofotdémetro UV-visible (Shimadzu, modelo UV-1700, Jap6n).

Los microorganismos aerobios totales, que forman parte del consorcio de C. vulgaris, se
determinaron por siembra directa en agar PCA (Plate Count Agar) utilizando la técnica de

diluciones seriadas. Las placas se incubaron por 48 horas a 36x1°C (APHA, 1998).

Las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.
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11.3.4. Caracterizacion del crecimiento de la biomasa microalgal

11.3.4.1. Preparacion de los sistemas

Una vez determinadas las condiciones 6ptimas de concentracion de efluente y pH iniciales (18300
mg O2/L y 6,5; respectivamente), se procedi6 a preparar sistemas para la evaluacion de pardmetros

cinéticos.

® Sistema 1: Efluente cervecero diluido con agua desionizada, expuesto durante la
incubacion a un ciclo de luz de 12 h.

® Sistema 2: Efluente cervecero diluido con agua desionizada, expuesto durante la
incubacion a oscuridad total.

® Sistema 3: Efluente cervecero diluido con medio de mantenimiento BG-11, expuesto

durante la incubacién a un ciclo de luz de 12 h.

El volumen de liquido utilizado en los sistemas fue 60 mL, colocados dentro de frascos Erlenmeyer
de 250 mL de capacidad. Los frascos y su contenido fueron esterilizados en autoclave durante 20
min a 121°C.

Se inocularon los sistemas con 6 mL de suspension de Chlorella vulgaris, en medio de
mantenimiento agotado, de DO a 680 nm = 2,0. A continuacion, se tomaron las muestras para las

determinaciones del tiempo 0.

Luego se incubaron los sistemas durante 6 dias a 26 = 2°C, con un fotoperiodo de 12 horas de luz
fluorescente blanca de irradiacién de 50 umol.m 2.s* PAR, y agitacion orbital continua de 100
rpm (Cole Parmer, modelo OS-200, EEUU). Se tomaron muestras a lo largo del periodo de

incubacion para el seguimiento del crecimiento de la microalga y las cepas acompafantes.

11.3.4.2. Seguimiento de la biomasa microalgal

La concentracion de biomasa microalgal se determiné por DO a 680 nm de longitud como se indica
en Kuo et al. (2015) y Wang et al. (2010), utilizando agua desionizada como blanco, utilizando un
espectrofotometro UV-visible (Shimadzu, modelo UV-1700, Japon). Ademas de realizar la
determinacion de la DO a 680 nm, como se explico previamente, se realizaron recuentos celulares
mediante observacion microscopica (Trino, modelo XSZ-146AT, China), utilizando una cdmara
de Neubauer como se recomienda en bibliografia (Raposo et al., 2010). La determinacion de la

masa en base seca (bs) se llevd a cabo segin Raposo et al. (2010) adaptado. Se tomaron 99 mL de
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cultivo, se centrifugaron a 6700 x g por 5 min (Dragon Lab, modelo D2012, China), se lavaron los
pellets con agua destilada y se centrifugaron nuevamente. Luego la biomasa se secé en estufa a

90°C hasta peso constante.

Se tomaron muestras desde la inoculacion hasta los 6 dias de tiempo de incubacion. Las

determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

11.3.4.3. Correlacion DO 680 nm — masa seca

Se determind la correlacion entre concentracion medida en base seca de la biomasa por volumen
de cultivo y densidad 6ptica a 680 nm. Un lote del Sistema 3, fue llevado a cabo a fin de determinar
la correlacion entre la medicion de la concentracion de biomasa mediante DO vy la determinacion

de masa seca.

11.3.4.4. Modelado de las curvas de crecimiento

La datos obtenidos del seguimiento del crecimiento de la biomasa, tanto por DO como por recuento

en camara, se ajustaron mediante la ecuacion de Gompertz modificada (Zwietering et al., 1990).

In(N/No) = C.exp{— exp[(Umax/C). (lag — t) + 1]}

Ecuacion Il - 2: Ecuacién de Gompertz modificada

Donde N/No representa la relacion entre el valor medido de biomasa (por DO a 680 nm o por
recuento en camara de Neubauer) en el tiempo t y el valor medido at =0 h; C es el valor maximo
alcanzado en la relacién de valores medidos (en escala logaritmica); pumax €s la velocidad especifica
méaxima alcanzada (en h); lag es el tiempo de fase de adaptacion de la cepa (en h); y t es el tiempo

de incubacion (en h).

Las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.
11.3.5. Caracterizacion bioquimica de la biomasa microalgal

11.3.5.1. Preparacion de los sistemas

Con las condiciones dptimas de concentracion de efluente y pH iniciales determinadas (18300 mg
O2/L y 6,5; respectivamente), se procedio a preparar sistemas para la evaluacion de la composicion
bioquimica. Se trata de los mismos sistemas (en cuanto a composicion y condiciones de

iluminacion) que los evaluados para determinar los respectivos parametros cinéticos. Para el
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estudio de composicion bioguimica, se adiciond un sistema en oscuridad total, y un cuarto sistema,

fotoautotréfico, como control.

® Sistema 1: Efluente cervecero diluido con agua desionizada, expuesto durante la
incubacion a un ciclo de luz de 12 h.

® Sistema 2: Efluente cervecero diluido con agua desionizada, expuesto durante la
incubacion a oscuridad total.

® Sistema 3: Efluente cervecero diluido con medio de mantenimiento BG-11, expuesto
durante la incubacion a un ciclo de luz de 12 h.

® Sistema 4 (control): Medio de mantenimiento BG-11, expuesto durante la incubacién a un
ciclo de luz de 12 h.

El volumen de liquido utilizado en los sistemas fue 60 mL, colocados dentro de frascos Erlenmeyer
de 250 mL de capacidad. Los frascos y su contenido fueron esterilizados en autoclave durante 20
min a 121°C.

Se inocularon los sistemas con 6 mL de suspension de Chlorella vulgaris, en medio de

mantenimiento agotado, de DO a 680 nm = 2,0.

Luego se incubaron los sistemas durante 6 dias a 26 + 2°C, con un fotoperiodo de 12 horas de luz
fluorescente blanca de irradiacion de 50 pmol.m 2.5t PAR (aquellos sistemas con iluminacion), y

agitacion orbital continua de 100 rpm (Cole Parmer, modelo OS-200, EEUU).

Las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

11.3.5.2. Determinacién de masa seca

La determinacion de masa seca se llevd a cabo segun explicado en el apartado 11.3.4.3. Correlacion

DO 680 nm — masa seca

11.3.5.3. Determinacién de la concentracion de lipidos

Se tomaron alicuotas de aproximadamente 3 mg de biomasa (bs) para la determinacion de
concentracion de lipidos por el método colorimétrico de sulfo-fosfo-vainillina (SFV), el cual se
describe en Mishra et al. (2014). Se obtuvieron pellets de biomasa por centrifugacion de las

muestras 6700 x g por 5 min, eliminando el sobrenadante.
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Se realiz6 una curva de calibracion colorimétrica a partir de un estandar de aceite de canola
(Krol™, Argentina). Para la dosificacion del aceite de canola, se utiliza una dilucion en

cloroformo. El cloroformo se deja evaporar antes de proceder con la metodologia.

Tanto los pellets como los patrones se trataron con 2 ml de acido sulfdrico 98% por 10 min a
100°C, inmediatamente cumplido el tiempo, se enfriaron en bafio de hielo por 5 min. Luego se

adicion0 a cada muestra la solucion de SFV y se dejo reaccionar por 15 min en estufa a 37°C.

Luego se midieron las muestras del estandar y de biomasa en espectrofotometro UV-visible
(Shimadzu, modelo UV-1700, Japon) a longitud de onda 530 nm, utilizando agua desionizada

como blanco.

Figura Il - 4: Imagen de las muestras de estandar de aceite de canola finalizadas las reacciones del método SFV.

11.3.5.4. Determinacion de la concentracion de proteinas

Se tomaron alicuotas de entre 2 y 3 mg de biomasa (bs) para la determinacién de concentracion de
proteinas por el método colorimétrico de Lowry et al. (1951). La biomasa se centrifugd a 6700 x

g por 5 min, eliminando el sobrenadante.

El tratamiento de la biomasa se realiz6 segun indicado en Rearte et al. (2018), hidrolizando los
pellets con 1,5 ml de NaOH 0,1M a 95°C (en bafio de agua) por 1 h. Luego de la hidrolisis se
centrifugaron las muestras a 6700 x g por 15 min y se tomaron alicuotas de los sobrenadantes para
determinar en contenido de proteinas utilizando el método de Lowry et al. (1951). El estandar de

calibracion utilizado fue seroalbimina bovina (SAB) en solucion de 1 mg/mL.
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Se adiciond el reactivo de Lowry a los tubos que contenian el estandar de calibracion, asi como a
los que contenian la muestra de los sobrenadantes de los hidrolizados, se agit6 y dejé reaccionar
por 15 min. Seguidamente se afiadi6 el reactivo de Folin-Ciocalteau, se agité nuevamente y dejo

reaccionar por 30 min.

Luego se midieron el estandar de SAB y las muestras procedentes de la hidrolisis de la biomasa se
midieron en un espectrofotometro UV-visible (Shimadzu, modelo UV-1700, Japon) a longitud de

onda 750 nm, utilizando agua desionizada como blanco.

=
-

Figura Il - 5: Imagen de las muestras de estandar de SAB finalizado el tratamiento seguin el método de Lowry

11.3.5.5. Determinacioén de la concentracién de carbohidratos

Para la hidrolisis de los pellets de biomasa, recolectados por centrifugacion a 6700 x g por 5 min,
se realiz6 segun una adaptacion de los tratamientos basicos de Rearte et al. (2018) y Schneegurt
et al. (1994). Aproximadamente 3 mg de biomasa (bs) se suspendieron en 1,5 ml de NaOH 1My
se agitaron por 1 min. Luego, se centrifugaron las muestras a 6700 x g por 15 min. Se tomaron
alicuotas de los sobrenadantes de los hidrolizados para la determinacion de concentracion de
carbohidratos por el método colorimétrico de Dubois et al. (1956). Se utilizé glucosa como patrén

para la curva de calibracion del método, en solucion de NaOH 1M.

Tanto al estandar de calibracion como a los hidrolizados de la hiomasa se les adicion6 la solucién
de fenol al 80% y a continuacion acido sulfurico al 98%, dejando reaccionar 20 min a 25°C.

72



CAPITULO II: CHLORELLA VULGARIS

El patron de glucosa y las muestras procedentes de la hidrélisis de la biomasa se midieron en un

espectrofotometro UV-visible (Shimadzu, modelo UV-1700, Japon) a una longitud de onda de 490

nm, utilizando agua desionizada como blanco.

e

Figura Il - 6: Imagen de las muestras de estandar de glucosa finalizadas las reacciones del método fenol-sulfirico.

11.3.5.6. Determinacion de la concentracion de pigmentos

El proceso de extraccién de los pigmentos, clorofila a y carotenoides; a partir de los pellet de
biomasa (centrifugados a 6700 x g por 5 min) fue realizado mediante una adaptacién del método
descripto por Wegmann & Metzner (1971). Se tomaron alicuotas de aproximadamente 3 mg de
biomasa (bs), a los cuales se les adiciond 3 ml de solucién de acetona al 90%, posteriormente se
sonico por 5 min en bafio de hielo (Qsonica, modelo Q55, EEUU) y se dejo reposar a 4°C por 24

h en total oscuridad.

Luego se midieron las muestras por barrido espectral entre 400 y 700 nm de longitud de onda con
un espectrofotometro UV-visible (Shimadzu, modelo UV-1700, Japén). El porcentaje en base seca

de pigmentos se calcularon con las ecuaciones (Wegmann & Metzner, 1971):

Chl a (,ug/ml) = 10,3 ab5663nm - 0,918 ab5644nm

Ecuacion 11 - 3: Calculo de la concentracion de clorofila a

Carotenoides (ug/ml) = 4,20. abs,z3pm — 0,0264.[Chl a (ug/ml)]
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Ecuacion Il - 4: Calculo de la concentracion de carotenoides

Figura Il - 7: Imagen de un extracto de pigmentos de C. vulgaris en solucién de acetona 90%.

11.3.6. Evaluacion del Escalado

Se procedio a escalar el Sistema 2, utilizando dos biorreactores de mayor capacidad: un frasco
Erlenmeyer de mayor capacidad (nominal 5 L) asi como un tanque agitado (nominal 3 L; Applikon

Biotechnology, modelo my-Control, Paises Bajos).

11.3.6.1. Condiciones de incubacion

El medio de cultivo compuesto de efluente cervecero diluido con agua desionizada para alcanzar
la DQO optima determinada de 18300 mg O-/L, fue esterilizado dentro de los recipientes en

autoclave durante 20 min a 121°C. El pH inicial se ajust6 a 6,5.

El volumen de liquido utilizado en el reactor tanque agitado fue de 1,5 L, mientras que en el frasco
Erlenmeyer de 5 L de capacidad fue de 1,2 L. En ambos casos, se inocul6 con una alicuota en

medio de mantenimiento agotado, DO a 680 nm = 2,0, que represent6 el 10% del volumen total.

Se utilizé en el reactor tanque agitado un aireador comercial de aplicacion para acuarios
domeésticos (Figura Il - 19) para suministrar un caudal de aire constante durante todo el periodo de

incubacion. El aireador impulsa un caudal de aire de 21+1 mL/s a 1atm y 5°C.
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11.3.6.1.1. Calculo de la velocidad de agitacion

Se estimo la velocidad de agitacion de los sistemas en base a la potencia volumétrica comparada
con la del Sistema 2 descripto en 11.3.4. Caracterizacion del crecimiento de la biomasa microalgal,

utilizando las ecuaciones a continuacion, indicadas por Argumedo Moix (2018):

N - ds? -
Re= —— *
u
Ecuacion 11 - 5: Namero de Reynolds
_1,94-VLY3
P Re02.-(ds

Ecuacion 1l - 6: Numero de potencia

P=Np-p-N3-ds®

Ecuacion Il - 7: Potencia consumida [W]

Ecuacion Il - 8: Potencia volumétrica [W.m?3]

Donde N es la velocidad de rotacion [s]; ds es el diametro del frasco Erlenmeyer o didametro del
impulsor del biorreactor tanque agitado [m]; p es la densidad del medio de cultivo [kg.m3]y i la

viscosidad del cultivo [kg.m™. s%]; VL es el volumen del cultivo [m?3].

11.3.6.2. Curvas de crecimiento

Se cultivaron los sistemas por 72 horas, tomando muestras, a diferentes intervalos, durante el
tiempo de incubacion para la determinacion de densidad optica a 680 nm y del recuento en camara
de Neubauer, segin detallado en 11.3.4.2. Seguimiento de la biomasa microalgal Las
determinaciones se realizaron al menos por duplicado. Las curvas de crecimiento se ajustaron
mediante la ecuacion de Gompertz modificada, segun indicado en 11.3.4.4. Modelado de las curvas

de crecimiento

J
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11.3.6.3. Composicion bioquimica

Finalizado el tiempo total de incubacion de 72 horas, se procedié a tomar muestras para la
determinacion de concentracion de lipidos, carbohidratos, proteinas y pigmentos (clorofila y
carotenoides). Las determinaciones se llevaron a cabo segun descripto en 11.3.5. Caracterizacion

bioquimica de la biomasa microalgal

11.3.6.4. Determinacién de demanda quimica de oxigeno

Finalizado el tiempo total de incubacion de 72 horas, se procedié a tomar muestras cultivo. Se
separd la biomasa por centrifugacion a 6700 x g por 5 min y se tomoé el sobrenadante para las
determinaciones de DQO. Se utiliz6 el kit HACH® basado en el Standard Method 5220 D.

11.3.7. Aplicacion de la biomasa como bioestimulante para plantas

La biomasa cosechada del biorreactor y del Erlenmeyer fue centrifugada, lavada, liofilizada (Christ
Mod Alpha, Osterode am Harz, Alemania) y el polvo de ambos sistemas se mezcld, homogenizo,
envasé y envio para andlisis al Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Almeria,

donde se ensayd la aptitud de la biomasa obtenida para la produccién de bioestimulantes.

11.3.7.1. Pretratamientos de la biomasa

Se determind el contenido de proteinas de la biomasa liofilizada mediante el método de Lowry,
modificado segun describen Gonzélez Lépez etal. (2010). Luego, la biomasa liofilizada se
humedecio hasta una concentracion aproximada de 25 g/L bs para realizar cuatro pretratamientos
distintos, previos a los ensayos de bioestimulacion. En todos los casos, se aplico en los ensayos la

suspension completa resultante del pretratamiento.

® Pretratamiento 1: Biomasa sometida a disrupcion celular sénica, seguida a continuacion
por la hidrolisis enzimatica.

® Pretratamiento 2: Biomasa sometida a disrupcién celular sonica, sin hidrolisis enzimatica.

® Pretratamiento 3: Biomasa sometida a hidrolisis enzimatica, sin disrupcion sonica.

® Pretratamiento 4: Biomasa sin hidrolisis enzimatica ni disrupcion sonica.

La disrupcién celular de la biomasa se realiz6 por ultrasonido durante 40 min a 24 kHz en un

procesador ultrasonico (UP 400S, Hielsher Ultrasonics, Germany).
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La hidrolisis enzimatica se realizd en dos etapas segun descripto en Romero Garcia et al. (2012):
una etapa se llevé a cabo por 120 min a pH = 8, mediante ajuste con NaOH 1M, y 50°C para accion
de la enzima Alcalase® al 4%; la siguiente etapa se llevé a cabo por 60 min a pH = 7, ajustando
con H2SO4 1M, para la accion de la enzima Flavourzyme®; la duracion total de las dos etapas fue

de 180 min. Una etapa posterior de desactivacion de enzimas se llevé a cabo a 75°C por 15 min.

Se realiz6 un seguimiento del % m/m de aminodcidos libres sobre el total de proteinas durante el
proceso de hidrolisis enzimatica; midiendo el contenido de los mismo a los 0, 60, 120 y 180
minutos del proceso, segun el método colorimétrico descripto por Nielsen et al. (2001), que utiliza
la reaccién de o-ftalaldehido (OPA) con los grupos libres a de los aminoécidos para generar un
derivado que absorbe a 340 nm de longitud de onda, utilizando serina como patréon. Las ecuaciones
y los pardmetros de entrada para el célculo del porcentaje de aminoacidos libres se encuentran
descriptos por Romero Garcia et al. (2012) y por Navarro-Lopez et al. (2020).

—_h
Yoniarsiisis = '/ Reos

Ecuacion 1l - 9: Porcentaje de hidrolisis de proteinas

h= (serinaNH?2 — ﬁ)/a

Ecuacion 11 - 10: Expresion de h determinada por el método del OPA.

Donde h es el numero de enlaces peptidicos hidrolizados, htwt €s el nimero de enlaces peptidicos
totales (de valor 8), serinaNH2 es la medida de absorbancia, a y £ pardmetros de valor definido 1

y 0,4; respectivamente (Navarro-Lo6pez et al., 2020).

11.3.7.2. Evaluacion de efecto similar a auxinas
11.3.7.2.1. Induccion de raices en Vigna radiata (L.) Wilczek

Se realiz6 un ensayo de induccion de raices en semillas de soja verde, cuya técnica esta basada en
aquella descripta por Ranglova et al. (2021), con el fin de determinar si la biomasa de C. vulgaris
cultivada en efluente cervecero tiene propiedades para la induccion de raices en plantines,

similares a las de las auxinas.

Se utilizaron semillas de soja verde (Vigna radiata (L.) Wilczek), se las sumergio por 4 min en
solucion de hipoclorito al 0,33% Yy luego fueron lavadas por 24 h con agua de la red. Se plantaron

a 1 cm de profundidad en bandejas conteniendo perlita himeda. Las bandejas se incubaron en

N
3



Aprovechamiento de un efluente cervecero para la obtenciéon de biomasa microalgal

camara a 27°C con 60-65% humedad relativa (HR) e iluminacion blanca fluorescente (120 pmol
m? s1) por siete dias, hasta que mostraron hojas unifoliadas expandidas, y hojas trifoliadas
enrolladas sin expansion. Los plantines se separaron de los cotiledones mediante un corte a 3 cm

por encima de los mismos.

Figura Il - 8: Plantines de soja verde luego de 6 dias de incubacion de las semillas. Foto gentilmente provista por el
equipo de investigadores del Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidad de Almeria.

Los plantines se situaron en tubos de ensayo conteniendo 10 ml de suspension de biomasa
microalgal en agua destilada en concentracién 0,5y 2 g/L bs, por cada pretratamiento mencionado
en el punto 11.3.7.1. Pretratamientos de la biomasa Como control, se utiliz6 igual volumen de
medio de mantenimiento BG-11. Como patrén de referencia se utilizé &cido indol-3-butirico (IBA)
en las concentraciones 0,3; 0,7 y 1,0 mg/L. Los tubos se situaron nuevamente en la camara de

incubacion en las mismas condiciones mencionadas previamente, por siete dias.

Luego de la incubacidn, se contaron el nimero de raices desarrolladas de mas de 1 mm de longitud.

Las determinaciones se realizaron, al menos, por triplicado.
11.3.7.2.2. Induccion de raices en cotiledones de Cucumis sativus L.

Se realiz6 una prueba de induccion de raices en cotiledones de pepino, con el objetivo de
determinar si la biomasa tiene propiedades para la induccion de raices de manera similar a las de

las auxinas. La técnica estd basada en aquella descripta por Zhao et al. (1992).

Se utilizaron semillas de pepino (Cucumis sativus L.), se las sumergio por 5 min en solucién de
hipoclorito al 2% y luego fueron lavadas con agua de la red. Se depositaron en bandejas plasticas
conteniendo medio nutritivo Knop (Rychter & Mikulska, 1990) con 0,7% de agar. Se llevaron a

una camara oscura a aproximadamente 22°C por tres dias.
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Los cotiledones con hipocotilos entre 1 y 2 mm de longitud fueron separados del resto del plantin;
se colocaron en placas de Petri conteniendo papel de filtro humedecido con 3 ml de suspension de
biomasa microalgal en agua destilada en concentracion 0,5y 2 g/L bs de cada uno de los cuatro
diferentes tratamientos de la misma. Como control se utiliz6 medio de mantenimiento para

microalgas BG-11. Como patrdn se utilizé IBA en las concentraciones 0,3; 0,7 y 1,0 mg/L.

Luego de un periodo de incubacion de cinco dias en oscuridad y a aproximadamente 22°C, se
contaron el niUmero de raices desarrolladas en las bases de los cotiledones. Las determinaciones se

realizaron, al menos, por triplicado.

11.3.7.3. Evaluacion de efecto similar a citoquininas
11.3.7.3.1. Test de expansion de cotiledones de Cucumis sativus L.

Se realiz6 un ensayo para determinar la capacidad de la biomasa tratada de C. vulgaris de presentar
efectos similares a las citoquininas, segln se describe en Zhao et al. (1992). Se utilizaron semillas
de pepino (Cucumis sativus L.), se las sumergio por 5 min en solucion de hipoclorito al 2% y luego
fueron lavadas con agua de la red. Se depositaron en bandejas plasticas conteniendo medio
nutritivo Knop (Rychter & Mikulska, 1990) con 0,7% de agar y se colocaron en una cdmara oscura

a aproximadamente 22°C por tres dias.

Se tomaron aquellos cotiledones sin hipocétilo y se separaron de los plantines por escision. Se
colocaron en placas de Petri conteniendo papel de filtro humedecido con 3 ml de suspension de
biomasa microalgal en agua destilada en concentracion 0,5y 2 g/L bs de cada uno de los cuatro
diferentes tratamientos de la misma. Como control se utiliz6 medio de mantenimiento BG-11.

Como patron se utilizo 6-bencilaminopurina (BAP) en las concentraciones 1, 5y 10 mg/L.

El peso de diez cotiledones se registrd antes y después de la incubacién en oscuridad por tres dias
a aproximadamente 22°C, y luego de secarlos con papel. Se comparo6 el aumento de peso entre

muestras. Las determinaciones se realizaron, al menos, por triplicado.
11.3.7.4. Evaluacion de efecto similar a giberelinas

11.3.7.4.1. Indice de germinacion

Se realiz6 un ensayo para determinar la capacidad bioestimulante de la biomasa durante la
germinacion, evaluando si existe un efecto similar al que tienen las giberelinas. Para cada muestra,

se utilizaron 100 semillas de berro. Se las coloco en placas de Petri estériles con papel de filtro
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Whatman N°5. Se adicionaron las semillas, agua destilada como control, o la biomasa de C.

vulgaris en 0,1 6 0,5 g/L bs de concentracion de cada tratamiento.

Las semillas se incubaron en oscuridad a 24°C por 3 dias. El indice de germinacién se determin6

con la siguiente ecuacion (Ranglova et al., 2021):

Ecuacion Il - 11: indice de germinacion

1G

L G%)-L
- Gw(%) - Lw

Donde IG es el indice de germinacion expresado en porcentaje; G es el porcentaje de semillas

germinadas, determinado visualmente; L es la longitud de la radicula, medido mediante el software

Image J; en las muestras sometidas al tratamiento de biomasa. Gw y Lw son los pardmetros para

el control.

11.4. Resultados y discusion

11.4.1. Determinacion de las condiciones de cultivo

En la Tabla Il - 3 se muestran los resultados de las variables dependientes del disefio central

compuesto para los cinco niveles de pH y DQO ensayados: el aumento de la densidad 6ptica de la

biomasa (ADO) y el aumento en el logaritmo de UFC de aerobios mesofilos totales (AUFC), ambos

respecto al dia 0 de inoculacion, medidos a los 6, 13 y 20 dias de incubacion.

Tabla Il - 3: Disefio central compuesto con dos variables independientes a cinco niveles y un punto central por
triplicado.

DQO efluente | pH inicial ADOgd.04 ADO134.04 ADO204.04 AUFCég.04 AUFC134.04 AUFCaod-04
9150 (0) 7,2 (0) 20 20,1 35 0,4 41 10,2 18 201 29 0,1 1,1 01
9150 (0) 7,2 (0) 1,9 %02 30 %03 59 05 2,4 20,1 2,8 20,1 1,6 0,1
9150 (0) 7,2 (0) 2,1 0,1 24 08 51 0,4 24 101 29 0,1 1,6 02
9150 (0) 6,5 (-2) 26 20,1 39 205 6,5 05 25 20,1 29 20,1 0,73 0,09
9150 (0) 79 (+2) 2,6 20,1 31 206 52 0,1 13 0,2 13 01 1,1 02
4750 (-1) 6,8 (-1) 1,01 0,03 2,8 203 32 201 2,72 0,05 3,10 0,02 3,09 0,02
4750 (-1) 7,5 (+1) 0,695 0,002 2,6 %06 6,3 05 2,53 0,02 3,00 0,01 3,03 0,04
13700 (+1) [ 6,8 (-1) 2,8 20,1 49 04 8 1 2,5 0,6 2,76 +0,04 12 03
13700 (+1) [ 7,5 (+1) 2,7 202 45 05 6,1 05 30 20,2 16 02 12 01
180 (-2) 7,2 (0) 09 02 18 10,2 2,6 20,1 15 0,1 13 0,1 0,34 0,07
18300 (+2) [ 7,2(0) 2,8 202 5,049 0,001 76 206 15 0,1 1,7 01 051 0,06
15800 6,6 52 0,7 499 0,03 55 0,1 30 20,2 19 10,1 1,35 0,07
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18000 |7,0 | 6,6 +0,4 71 0,2 75 0,8 2,07 0,05 | 31 0,2 | 0,70 0,04

Puede observarse un aumento de la densidad dptica, ain a altos valores de DQO, para la microalga
en todos los intervalos considerados hasta los 20 dias. Por otro lado, los microorganismos aerobios
del consorcio de la microalga mostraron una tendencia a alcanzar los mayores recuentos a los 13

dias, para luego disminuir hacia los 20 dias.

Densidad optica 680 nm - 6 dias de incubacion
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Figura Il - 9: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en la densidad optica (ADO), medida
a 680 nm, de la biomasa luego de 6 dias de incubacion.

Se encontraron efectos significativos (p<0,05) de las variables estudiadas, DQO y pH, sobre las
respuestas de la densidad dptica del cultivo, y del recuento de aerobios mesoéfilos totales a los 6 y

13 dias (Figura Il - 9: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en la
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densidad dptica (ADO), medida a 680 nm, de la biomasa luego de 6 dias de incubacion. Figura Il
- 10, Figura Il - 11).

Densidad 6ptica 680 nm - 13 dias de incubacion
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Figura Il - 10: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en la densidad éptica (ADO), medida
a 680 nm, de la biomasa luego de 13 dias de incubacion.

Se observa en las Figura Il - 9, Figura Il - 10 y Figura Il - 11 (grafico A, Diagrama de Pareto) un
efecto positivo de la DQO sobre el crecimiento, medido en densidad optica, de C. vulgaris. A los
6 dias de incubacion, también son significativos (p<0,05) el efecto cuadratico negativo de la DQO
y el efecto cuadratico positivo del pH, asi como la interaccidén antagonica de ambas variables
independientes. Los efectos cuadréaticos indican que existe un valor dentro del rango estudiado de
la variable independiente en el cual la variable de respuesta se maximiza, si es cuadratico negativo;
0 se minimiza, si es cuadratico positivo. La interaccion antagénica entre variables independientes

evidencia que, ante la variacién de valores de una de ellas, el efecto en la otra se invierte. Por
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ejemplo, se puede observar a valores bajos de DQO, como aumenta DO al incrementar el pH y ese
efecto se revierte al observar la respuesta DO en funcion del pH a valores altos de DQO (Figura Il
- 9B).

Densidad 6ptica 680 nm - 20 dias de incubacion
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Figura Il - 11: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en la densidad 6ptica (ADO), medida
a 680 nm, de la biomasa luego de 20 dias de incubacion.

Como se observa en la Figura Il - 12, solo el pH tuvo efecto negativo significativo (p<0,05) en el
recuento de aerobios mesofilos totales, observado a los 13 dias de incubacion. No se encontraron
efectos significativos de las variables independientes sobre el crecimiento de aerobios totales a los
6 y 20 dias.

Los coeficientes de regresion de los polinomios de segundo grado (Ecuacién Il - 1) que permiten

representar las superficies de respuestas analizadas (Figura Il - 9 a Figura Il - 12), se muestran en
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la Tabla Il - 4: Coeficientes de los términos de los polinomios de segundo orden de las variables
independientes, ADO y AUFC, a los diferentes intervalos de tiempo estudiados. . Los valores en

negrita, representan los términos significativos (p<0,05).

Logaritmo UFC - 13 dias de incubacidn
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Figura Il - 12: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en el logaritmo del recuento de UFC
de aerobios totales (AUFC) luego de 13 dias de incubacion.

Tabla Il - 4: Coeficientes de los términos de los polinomios de segundo orden de las variables independientes, ADO
y AUFC, a los diferentes intervalos de tiempo estudiados.

Coeficiente ADOsg-0d ADO13d-0d AD0O204-0d AUF Ceg-od AUF C13g-0d AUF Caod-0d

Constante 37,7 41,1 51,4 -17,6 -43,5 118
A:DQO 0,00145 0,000356 0,00401 -4,39E-05 0,000519 -0,00290
B:pH -12,1 -10,7 -17,6 6,70 13,6 -27,4
AA -8,50E-09 2,64E-09 -1,50E-08 -6,96E-09 -1,43E-08 1,34E-09
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AB -0,000162 -3,09E-05 -0,000479 2,00E-05 -4,12E-05 0,000394
BB 0,962 0,730 1,47 -0,540 -1,01 1,56

Los valores resaltados en “Negrita” corresponden a los términos significativos (p<0,05).

Se realizaron optimizaciones multiples de las variables dependientes, mediante la funcion
deseabilidad, que permite optimizar varias variables de respuesta al mismo tiempo (Barrios-
Cordova et al., 2020). Se analizaron dos posibles optimizaciones, las cuales se muestran en la
Tabla Il - 5: un escenario en el cual se maximiza el crecimiento en a los 6, 13 y 20 dias, como
Optimizacion Multiple 1; y otro escenario en el cual se maximiza el crecimiento en a los 6, 13 y
20 dias, al mismo tiempo que se minimiza el crecimiento de los aerobios mesofilos a los 13 dias,
como Optimizacién Multiple 2. Las condiciones calculadas por ambas optimizaciones multiples
se volvieron a ensayar para corroborar la robustez el modelo, mostrando los resultados en la misma
tabla.

Tabla Il - 5: Optimizacion multiple mediante utilizacion de la funcion deseabilidad, se presentan los valores estimados
y los valores experimentales (media y desvio estandar, n=3).

. Varlbl_es Variables dependientes
independientes
Deseabilidad DQO pH ADOegd-0d¢ | ADOusd-od | ADO20d-0d | AUFCi3d-0d
| Valoroptimo 1,00 15800 | 6,6 3,32 5,11 9,29 -
Optimizacion estimado
miltiple 1 )
Valor experim. - - - 5,5+0,7 4,99+0,03 5,5+0,1 -
| Valoroptimo 0,95 18300 | 7,0 2,55 5,03 7,00 1,34
Optimizacion estimado
maltiple 2
Valor experim. - - - 6,7+0,4 7,1+0,2 7,5+0,8 0,70+0,04

Se observd que en las condiciones calculadas como Optimas, la microalga crecié rapidamente,
acercandose al valor maximo de concentracion ya a los 6 dias de incubacion. Para cada condicion
ensayada se observé que no hay diferencias significativas entre las mediciones realizadas a
distintos tiempos de incubacion, lo cual permite suponer que la microalga crece rapidamente,

alcanzando la fase de crecimiento estacionario luego de los seis dias.

Los resultados de ambas optimizaciones se incluyeron como retroalimentacion al disefio.
Realizando una nueva optimizacion de maximizacion del crecimiento a los 6 dias, se obtuvieron

las condiciones de cultivo: 18300 mg O2/L de demanda quimica de oxigeno y 6,5 de valor de pH
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inicial. Bajo dichas condiciones, se alcanzé un valor de DO 680 nm luego de 6 dias de incubacién
de 7,8; estando en el orden de los obtenidos en la optimizacion multiple 2, presentados en la Tabla
I-5.

Se observo que C. vulgaris fue capaz de crecer en un medio conteniendo una alta concentracion
de carbono, a pesar de estar en consorcio con microorganismos aerobios. Podria inferirse que la
microalga fue capaz de controlar el crecimiento de las bacterias del consorcio. Se ha reportado que
las cepas de Chlorella pueden ser muy competitivas en el crecimiento y mostrar propiedades
biocidas (Hong et al., 2014; Marchéo et al., 2018).

Por otro lado, se ha reportado que altas concentraciones de carbono en el medio de cultivo podria
inhibir el crecimiento de las microalgas, por ejemplo, el crecimiento de C. pyrenoidosa fue
inhibido a concentraciones de 5000 mg O./L (Gupta et al., 2017). Es notable remarcar que las
condiciones 6ptimas calculadas de DQO para esta cepa autdctona fue 18300 mg O2/L. Algunos
componentes presentes en el efluente podrian también causar inhibicion del crecimiento de C.
vulgaris; se ha reportado que concentraciones de amonio entre 17 y 143 mg/L pueden inhibir el
crecimiento de Chlorella, sin embargo, se encontr6 una baja concentracion de dicha especie en el
efluente utilizado en el presente trabajo. También algunos tipos de carbohidratos pueden
influenciar el crecimiento en forma de promotores, como se ha reportado para la glucosa y la
maltosa (Kong et al., 2020). El efluente proviene del hervido del mosto, por lo cual puede inferirse
que debe haber glucosa y maltosa presentes en cantidades relevantes en el mismo. Estos factores
mencionados previamente podrian explicar, al menos en parte, la no inhibicién del crecimiento
observada. Casa et al. (2022) utilizaron la misma cepa autoctona del presente trabajo, con la cual

reportaron el crecimiento satisfactorio a muy altas concentraciones de DQO.

De este apartado se concluyo que fue posible determinar valores 6ptimos iniciales de DQO y pH
que maximizan el aumento de la biomasa y mantienen al minimo el crecimiento de los
microorganismos que acompafan la cepa no axénica. A partir de estos valores determinados, se

procedio a estudiar los parametros cinéticos y la composicion de la biomasa obtenida.
11.4.2. Curvas de crecimiento

En las Figura Il - 13,

Figura Il - 14 y Figura Il - 15 se muestran los resultados experimentales obtenidos (puntos); vy el

ajuste correspondiente (linea solida para DO, linea punteada para recuento) realizado segun el
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modelo de Gompertz (Ecuacion Il - 2) para el Sistema 1, efluente cervecero diluido con agua
desionizada, expuesto durante la incubacion a un ciclo de luz de 12 h; el Sistema 2, efluente
cervecero diluido con agua desionizada, expuesto durante la incubacion a oscuridad total; y el
Sistema 3, efluente cervecero diluido con medio de mantenimiento BG-11, expuesto durante la
incubacion a un ciclo de luz de 12 h. En la Tabla Il - 6 se indican para cada sistema los parametros
C, Umax Y €l periodo de latencia lag. La variable C denota el valor asintotico de la funcion, el cual
se interpreta como el mayor valor alcanzado del logaritmo de la variable dependiente, pmax €s el
maximo valor alcanzado de la velocidad especifica de crecimiento, en h; y lag es periodo de

latencia en horas.

Tabla Il - 6: Variables de ajuste segln el modelo de Gompertz modificado.

Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3
C 2,9+0,12 2,74¢0,1° 2,9+0,1°
Densidad | Hmex (h™) 0,1840,01° |0,17#0,02° |0,15+0,01°
optica | jag (h) 7,315 ¢ 9,242 ¢ 7,0+2,3 ¢
R24i(%); DW [99,02; 1,82 99,51; 3,37 99,12; 2,75
C 2,9+0,1° 2,940,3° 3,2£0,22
Recuentoen | . (h?) 0,150,01° |0,13+0,02" |0,17+0,02°
Céamara
(cel/mL) lag (h) N/D N/D N/D
R%j(%); DW |95,76;1,73  |97,88;1,96  |92,13;1,58

Letras distintas denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Se observé que no hubo diferencias significativas en el valor de C maximo alcanzado en los tres
sistemas; para la velocidad especifica de crecimiento, se observo que sélo el sistema 3, cuando fue
medido por recuento en camara, mostro un valor significativamente mayor que los otros dos

sistemas.

Respecto a la fase lag, todos los sistemas mostraron valores similares cuando se midieron por
densidad Optica, sin embargo, no fue posible determinar dicha fase de crecimiento en las

mediciones por recuento celular y fue asignado el valor lag = 0 en el modelo de ajuste.
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Figura Il - 13: Curvas de crecimiento correspondientes al Sistema 1, medido por densidad éptica (DO) a 680 nmy por
recuento celular en camara de Neubauer. Los puntos y triangulos muestran los valores experimentales (valor medio)
y las lineas sélida (DO 680) y punteada (Recuento) son el ajuste segln la ecuacién de Gompertz modificada.
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Figura Il - 14: Curvas de crecimiento correspondientes al Sistema 2, medido por densidad éptica (DO) a 680 nmy por
recuento celular en cdmara de Neubauer. Los puntos y triangulos muestran los valores experimentales (valor medio)
y las lineas sélida (DO 680) y punteada (Recuento) son el ajuste segun la ecuacion de Gompertz modificada.
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Figura Il - 15: Curvas de crecimiento correspondientes al Sistema 3, medido por densidad dptica (DO) a 680 nmy por
recuento celular en camara de Neubauer. Los puntos y triangulos muestran los valores experimentales (valor medio)
y las lineas sélida (DO 680) y punteada (Recuento) son el ajuste segun la ecuacion de Gompertz modificada.

Se observé que C. vulgaris fue capaz de adaptarse rapidamente al medio conteniendo efluente,
resultando en la inexistencia de una fase de latencia para todos los sistemas, cuando se mide por
recuento en camara. Por otro lado, al modelar los resultados del seguimiento de la densidad 6ptica,
se observa una fase de latencia. Una posible explicacion para la observacion de una fase de latencia
cuando se mide por densidad dptica es el comienzo de la division celular a continuacion de la
inoculacion, teniendo en cuenta que Chlorella se divide en cuatro células hijas (Safi et al., 2014),
lo cual se evidencia con un rapido aumento del namero de células por recuento. Sin embargo, la
medicion por absorcion de luz a la longitud 680 nm puede mantenerse constante al comienzo del
cultivo y mostrar una fase de latencia en el modelado de los datos, posiblemente porque ain no se
desarrolla el contenido total de pigmentos necesario para la deteccion a través de la DO. Endo
etal. (1974) reportaron la ausencia de fase de latencia de C. regularis en cultivo heterotrofico.
Arora & Philippidis (2021) indicaron la ausencia de fase de latencia, asi como una velocidad
especifica de crecimiento muy superior en los primeros dias de incubacidn, en tres especies de

Chlorella incubadas en modos mixo- y heterotréficos.

En todas las curvas de crecimiento (Figura Il - 13 a Figura Il - 15) es posible observar que se

alcanza la fase estacionaria luego de tres dias, aproximadamente entre 75 y 80 horas de cultivo.
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También se observa que los valores de C y pmax alcanzados por los tres sistemas, por ambos
métodos de medicion son similares. Esto significaria que la absorbancia del cultivo a 680 nm tiene
correlacion con el aumento del nimero de células. Las velocidades especificas méximas de
crecimiento obtenidas a partir de la modelizacion fueron mayores a las reportadas para Chlorella
sp. en efluente cervecero con 3000 mg O2/L de 0,97 d* (Farooq et al., 2013); Chlorella sp. GD en
efluente de industria porcina con 500 mg O/L de 0,89 d* (Kuo et al., 2015); y para C. vulgaris 31
en modos mixo- y heterotréficos, por adicion de glucosa, maltosa y acetato en el medio, de 0,390-
0,523; 0,447-0,507 y 0,382-0,490 d* respectivamente (Kong et al., 2020).

La comparacion de parametros entre el Sistema 1 y 2 muestra que no es necesaria la exposicion a
la luz para el crecimiento de C. vulgaris en el efluente cervecero, pudiendo inferir que la cepa de
Chlorella aqui utilizada se adapta al modo de crecimiento heterotréfico. Las concentraciones
finales de biomasa alcanzadas fueron 1,59+0,27; 1,63+0,17 y 2,25+0,14 g/L; y las productividades
maximas 0,29; 0,28 y 0,34 g.L1.h" para los Sistemas 1, 2 y 3, respectivamente.

Fue posible determinar los parametros cinéticos de los sistemas ensayados, mediante el ajuste al
modelo de Gompertz, y realizar la comparacion entre los mismos. Cabe destacar que los

parametros del sistema heterotréfico fueron muy similares a los del sistema mixotréfico.
11.4.3. Composicion bioquimica

11.4.3.1. Determinacién de masa seca

En la Figura Il - 16 se muestran los resultados de la concentracion final de biomasa, expresada en
g/L, alcanzada luego de 6 dias de incubacion. Los tres sistemas formulados con efluente mostraron
concentraciones finales significativamente superiores al sistema de control, siendo el Sistema 3 el

gue mayor concentracion alcanzé.
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Figura Il - 16: Concentracion de biomasa final, expresada en gramos de masa seca de biomasa por litro de cultivo.
Las barras muestran la media + el desvio estandar; letras distintas denotan diferencias estadisticamente significativas
(p<0,05). Sistema 1: efluente cervecero diluido con agua desionizada + 12 h ciclo de luz; Sistema 2: efluente cervecero
diluido con agua desionizada, oscuridad total; Sistema 3: efluente cervecero diluido con medio de mantenimiento BG-
11 + 12 h ciclo de luz. Control: medio de mantenimiento BG-11 + 12 h ciclo de luz.

Las concentraciones finales alcanzadas por los Sistemas 1, 2 y 3 fueron 1,7£0,2; 1,68+0,02 y
2,8+0,4 g/L respectivamente. Los valores de concentracion final reportados en bibliografia para
C. vulgaris y C. protothecoides en efluente cervecero fueron de 1,3 a 1,35 g/L (Marchédo et al.,
2018). Nwoba et al. (2019) informaron valores entre 1,1 y 1,5 g/L para Chlorella sp. utilizando
un efluente digerido de industria alimenticia, mientras que Farooq etal. (2013) mostro
concentraciones de 1,5 g/L para C. vulgaris cultivada en efluente cervecero esterilizado. Las
concentraciones finales de biomasa alcanzadas con los sistemas mixo- y heterotréficos aqui

ensayadas se encuentran dentro del orden de las reportadas en la bibliografia en sistemas similares.

11.4.3.2. Determinacion de concentracion de lipidos, proteinas y carbohidratos

En la Figura Il - 17 se muestran los contenidos, expresados en porcentaje de masa de analito por
masa de biomasa en base seca, de lipidos, carbohidratos y proteinas. El porcentaje de proteinas
obtenido estuvo en el rango 30 — 50 %. El porcentaje de lipidos se encontro entre 20 y 31% para
aquellos sistemas con efluente dentro de su formulacion (Sistemas 1 a 3), mientras que fue del 8%
para el sistema de control. El sistema 2 mostro el mayor porcentaje de carbohidratos, seguido por

los sistemas 1y 3. El sistema control desarrollé el menor contenido de carbohidratos.
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Figura Il - 17: Concentracion de lipidos, proteinas y carbohidratos, expresadas en porcentaje de peso de biomolécula
por peso de seco de biomasa. Las barras muestran la media + el desvio estandar; letras distintas denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre sistemas para el mismo metabolito. Sistema 1: efluente cervecero
diluido con agua desionizada + 12 h ciclo de luz; Sistema 2: efluente cervecero diluido con agua desionizada,
oscuridad total; Sistema 3: efluente cervecero diluido con medio de mantenimiento BG-11 + 12 h ciclo de luz. Control:
medio de mantenimiento BG-11 + 12 h ciclo de luz.

El contenido de proteinas obtenido por un modo de cultivo heterotréfico es generalmente menor
al que puede alcanzarse mediante los modos auto-y mixotrofico (EI-Sheekh et al., 2014; Ende &
Noke, 2019). Se observo que el Sistema 1 tuvo menor contenido proteico que el sistema de control
aun teniendo la misma exposicién de intensidad luminica y fotoperiodo. Teniendo en cuenta que
el Sistema 3 no tuvo diferencias significativas con el sistema de control, se puede inferir que los
nutrientes del medio BG11 son necesarios para el desarrollo de proteinas. Segun Ende & Noke,
(2019) es posible optimizar el contenido de proteinas mediante la cosecha de la biomasa en el

punto adecuado de la curva de crecimiento.

Ante la deficiencia de nitrogeno, puede aumentar el contenido en peso de lipidos y carbohidratos
en detrimento de la cantidad de proteinas (Orddg et al., 2012; Zhu et al., 2014a; Zhu et al., 2014b).
Esta tendencia se puede observar en los Sistemas 1 a 3. Los modos de cultivo mixo- y
heterotréficos promueven el desarrollo de lipidos en la composicion, el cual también se ve

influenciado por la fuente de carbono; alcanzando hasta aproximadamente un 25% en la

92



CAPITULO II: CHLORELLA VULGARIS

composicion (Kong et al., 2020). El valor de lipidos alcanzado por Kong et al. (2020) es similar al

del presente trabajo.

Los porcentajes de lipidos, carbohidratos y proteinas obtenidos del anélisis de la biomasa se
encontraron en el orden de los reportados en la bibliografia, segun descripto en 11.1.3. Composicion

de la biomasa

11.4.3.3. Determinacion de concentracion de pigmentos

Los sistemas 3 y control mostraron un contenido pigmentos aproximadamente cuatro veces
superior al contenido de los sistemas 1 y 2, cuyo medio de cultivo se compuso de agua destilada y

efluente cervecero, como se observa en la Figura Il - 18.
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Figura Il - 18: Concentracion de clorofila a y carotenoides, expresadas en porcentaje de peso de pigmento por peso de
seco de biomasa. Las barras muestran la media + el desvio estidndar; letras distintas denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) entre sistemas para el mismo pigmento. Sistema 1: efluente cervecero diluido
con agua desionizada + 12 h ciclo de luz; Sistema 2: efluente cervecero diluido con agua desionizada, oscuridad total;
Sistema 3: efluente cervecero diluido con medio de mantenimiento BG-11 + 12 h ciclo de luz. Control: medio de
mantenimiento BG-11 + 12 h ciclo de luz.

Kong et al. (2020) sugieren gque un alto contenido de carbono y la ausencia de luz puede reprimir
la fotosintesis, cambiando el modo tréfico de crecimiento. Veloso et al. (1991) indican que un
contenido de clorofila menor a 1% puede indicar falta de nutrientes en el cultivo. En los sistemas
ensayados, puede observarse que aquellos sistemas que contienen BG11 muestran un contenido
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de clorofila mayor a este valor, mientras que los sistemas que contienen solo agua y efluente, se
encuentran por debajo. Mohammad Mirzaie et al. (2016) sugirieron que la falta de nitrégeno en el
medio de cultivo puede llevar a la canibalizacion de la clorofila, la cual supone para la célula una

fuente rica en nitrégeno de facil consumo.

El porcentaje total de pigmentos de los sistemas mixo- y heterotroficos se encontrd del rango
reportado en la bibliografia (apartado 11.1.3. Composicion de la biomasa), asi como los valores

encontrados para la biomasa en condiciones autotroficas.

11.4.4. Escalado

De los sistemas evaluados en los puntos 11.4.2. Curvas de crecimiento y 11.4.3. Composicion
bioquimica (Sistemas 1 a 3) se observé que no hubo diferencias significativas en la velocidad
especifica de crecimiento medida por DO. Respecto a la composicidn de la biomasa obtenida, se
observo que el Sistema 2 no presentd diferencias significativas en los contenidos de lipidos y
proteinas cuando se lo compar6 con los Sistemas 1y 3. Adicionalmente, el Sistema 2 presenta las
ventajas de no requerir suplementacion ni iluminacién durante la incubacion. Por estas razones, se

decidio escalar el Sistema 2.

Figura Il - 19: Biorreactores en régimen de oscuridad total, al momento de iniciar la incubacion.
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11.4.4.1. Agitacion

El valor de potencia volumétrica obtenida para los sistemas en frasco Erlenmeyer de 250 mL (80
mm de didmetro, 100 rpm de agitacion orbital, 60 mL de volumen operativo) fue de 36,5 W/m®,
Para el sistema escalado en frasco Erlenmeyer de 5L, el valor de potencia volumétrica a la minima
velocidad de agitacion permitida por el agitador orbital (212 mm de didmetro, 60 rpm de agitacion,
1,2 L de volumen operativo) fue de 39,6 W/m?3. Para el biorreactor tanque agitado (impulsor tipo
hélice de 45mm, 500 rpm de agitacion, 1,5 L de volumen operativo) fue de 35,6 W/m?. El escalado
de sistemas biotecnoldgicos por potencia volumétrica (P/V) constante es bastante utilizado, como
criterio unico o en combinacién con otros pardmetros, como el coeficiente de transferencia de
oxigeno o el estrés hidrodinamico. Se ha utilizado exitosamente como criterio de escalado piloto
e industrial (Marques et al., 2010; Xu et al., 2017).

Para los frascos Erlenmeyer se calcul6 el nimero de fase ph, segun las ecuaciones presentadas por
Argumedo Moix (2018), obteniendo los valores adimensionales de 3,52 y 1,57 para los frascos de
250 mL y 5 L de capacidad respectivamente. Ambos sistemas presentaron valores por encima del

valor critico de 1,26; indicando que tuvieron un correcto mezclado.

El valor de potencia volumétrica depende de la velocidad de agitacion al cubo (Ecuacion Il - 7).
Sin embargo, se observo un fendmeno de precipitacion de la biomasa en el fondo del recipiente
cuando se realizaron ensayos preliminares en el biorreactor tanque agitado con turbina Rushton,
aun utilizando velocidad de agitacion entre 100 y 700 rpm; con potencias volumétricas entre 3,5y
1200 W/m?3, respectivamente. Por este motivo se decidid avanzar con un agitador tipo hélice
(marine impeller). Algunas especies de Chlorella tiene una alta eficiencia de sedimentacion, aln
sin la adicion de agentes externos, debido que producen polisacaridos con propiedades floculantes
en su pared celular (Alam etal., 2014). También se ha encontrado que algunas microalgas
sedimentan en presencia de bacterias en cultivos de consorcio (Lee et al., 2013). Otro factor que
puede afectar positivamente la auto floculacion de Chlorella, es un régimen turbulento que
aumenta el tamafio de los fléculos y promueve la produccién de polisacéaridos que ayudan a la
formacion de los mismos (Li etal., 2021). Esto podria explicar, en parte, la sedimentacion
observada ante la utilizacion de la turbina Rushton. Por otro lado, las lineas de flujo del agitador

tipo hélice son axiales, manteniendo las microalgas en suspension (Doran, 2012).
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Se puede concluir que con la especie de Chlorella utilizada en el presente trabajo, y en las
condiciones aqui ensayadas, tanto el valor de potencia volumétrica como la seleccion de un

impulsor adecuado, fueron claves para el correcto escalado del sistema.

11.4.4.2. Curvas de crecimiento

En las Figura Il - 20 y Figura Il - 21, se muestran los resultados obtenidos para el crecimiento
celular medido por DO o recuento en cdmara Neubauer, para el sistema del biorreactor tanque
agitado y del biorreactor de Erlenmeyer, respectivamente. Los puntos muestran los valores
experimentales; mientras que las lineas corresponden al ajuste realizado segin el modelo de
Gompertz (Ecuacion Il - 2). En las mismas se pueden observar las diferentes etapas en el
crecimiento de la microalga en modo batch en los respectivos biorreactores (Figura Il - 22). En la

Tabla Il - 7 se indican para cada sistema los pardmetros C, pumax (0™?) y el periodo de latencia lag

(h).

@ Biorreactor
TA - DO 680

In N/No

A Biorreactor
TA - Recuento

0 10 20 30 40 50 60 70 80
t(h)

Figura Il - 20: Curvas de crecimiento correspondientes al sistema cultivado en biorreactor tanque agitado, medido por
densidad 6ptica (DO) a 680 nmy por recuento celular en camara de Neubauer. Los puntos y tridngulos muestran los
valores experimentales (valor medio) y las lineas sélida (DO 680) y punteada (Recuento) son el ajuste segun la
ecuacion de Gompertz modificada.
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Figura Il - 21: Curvas de crecimiento correspondientes al sistema cultivado en frasco Erlenmeyer de 5L con agitacion
orbital, medido por densidad Optica (DO) a 680 nm y por recuento celular en camara de Neubauer. Los puntos y
triangulos muestran los valores experimentales (valor medio) y las lineas sélida (DO 680) y punteada (Recuento) son
el ajuste segun la ecuacién de Gompertz modificada.

Se observé que C. vulgaris fue capaz de adaptarse a los sistemas y mostrar crecimiento en los
mismos. La fase estacionaria comienza a alcanzarse alrededor de las 40 a 50 horas de cultivo para
el sistema en el biorreactor tanque agitado, y aproximadamente entre las 30 y 45 horas para el
sistema en el frasco Erlenmeyer de 5 L de capacidad total. En la Tabla Il - 7, ademéas se comparan
con los parametros del Sistema 2, obtenido a menor escala, descripto en el punto 11.4.2. Curvas de

crecimiento
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Figura Il - 22: Biorreactores al final del periodo de cultivo, al momento de la cosecha final de biomasa.

Tabla Il - 7: Variables de ajuste segin el modelo de Gompertz modificado para el sistema en pequefia escala y los dos

sistemas de mayor escala.

Erlenmeyer 250 mL Biorreactor TA Erlenmeyer 5 L

C 2,74#0,1% 2,674+0,035 ® 1,980+0,030 ¢

Densidad | Mmax (h™") 0,17+0,02 0,232+0,010 b* 0,181+0,010 ®
optica | |ag (h) 9,242 6,19+0,64 ™ 9,242 2

R24j(%); DW | 99,51; 3,37 99,88; 3,30 99,87;1,91

C 2,940,3° 3,694+0,078 ° 1,907+0,092 ¢
Recuento

en Hmax (01 0,13+0,02 2 0,362+0,029 ¢ 0,287+0,072 «

Camara | |ag (h) N/D 4,7410° 97423
(cel/mL)

R24j(%); DW | 97,88; 1,96 99,61; 2,52 97,87, 2,33

Letras distintas denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05). Se comparan los parametros obtenidos
por ambos métodos de medicion en el mismo conjunto.

Del mismo modo que se menciono en el punto 11.4.2. Curvas de crecimiento, se observan algunas
diferencias entre las mismas variables (Umax Y lag) cuando se analizan por distintos métodos de
medicién para un mismo sistema. Una posible explicacién de este comportamiento puede ser la
forma de division celular de la especie Chlorella, que presenta cuatro hijas por cada célula madre
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(Safi etal., 2014), resultando en un rapido crecimiento del nimero de células visibles pero,
posiblemente en las primeras horas, sin la totalidad del contenido de pigmentos que detecta el
método de densidad Optica a 680 nm. Es interesante resaltar que, para el biorreactor tanque agitado,
la curva de crecimiento obtenida con los datos de recuento celular presenta mayores valores C y
Mmax €n comparacion con los obtenidos por densidad oOptica, y al mismo tiempo, una menor fase
lag (Figura Il - 20 y Tabla Il - 7). Sin embargo, en el sistema escalado en Erlenmeyer de 5L se
observa que se invierte esta tendencia (Figura Il - 21 y Tabla Il - 7). Posiblemente la agitacion
mediante la turbina hélice y burbujeo, mejora el acceso a nutrientes del medio y oxigeno disuelto,
permitiendo un mejor crecimiento celular, evidenciado en un mayor namero de células. En el caso
del Erlenmeyer de 5 L, el crecimiento celular se manifiesta por células de mayor tamafio,
aumentando la densidad dptica sin mejorar el pardmetro de cantidad de células. Este fendmeno
puede observarse en la Figura Il - 23, donde se muestra una foto microscépica del cultivo en el
frasco Erlenmeyer y el tanque agitado, a las 60 horas de incubacion. Se observa que el primero
tiene menor cantidad de células de mayor diametro, mientras que el segundo presenta un recuento
mayor de tamafio mas pequefio. Se ha reportado el aumento de tamafio de las células de Chlorella
bajo condiciones de estrés, como exposicion a la radiacion UV (Malanga & Puntarulo, 1995) y
alta salinidad del medio (Kim et al., 2016), debido a la generacion intracelular de gotas de aceite
y granulos de almidon. La deficiencia de nutrientes en el medio, como el nitrégeno, también puede

inducir la acumulacién de lipidos y/o carbohidratos (Kaur et al., 2022; Mujtaba et al., 2012).

También se observa en la Tabla Il - 7 que el biorreactor tanque agitado mostré una tendencia a
tener los mejores parametros cinéticos. Presentando la menor fase lag y mayores valores de C y
velocidad especifica de crecimiento, siendo las diferencias significativas (p<0,05) para los
parametros calculados segun las mediciones de recuento celular. Esto se encuentra en linea con lo

expuesto en el parrafo anterior.
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Figura Il - 23: Foto microscopica de los sistemas A) biorreactor Erlenmeyer de 5L, B) biorreactor tanque agitado, a
las 60 horas de incubacion. Las lineas de fondo corresponden a los recuadros de 0,0025 mm? de superficie de la cdmara
de Neubauer.

La concentracién final de biomasa obtenida fue 1,08 y 0,85 g/L para el biorreactor tanque agitado
y para el Erlenmeyer de 5 L, respectivamente, siendo el valor del primer sistema un 27% mayor al

del segundo.

Las productividades calculadas para ambos sistemas escalados fueron de 6,0 g.L™.d? para el
biorreactor tanque agitado, y 3,6 g.L1.d* para el biorreactor Erlenmeyer 5 L. La productividad del
Sistema 2, sin escalar, fue de 6,7 g.L™.d. Se han reportado algunos casos de productividades
similares a las obtenidas en el presente trabajo, como 7,3 g.L.d™! para C. pyrenoidosa 15-2070 en
cultivo mixotréfico en efluente industrial de alto contenido de amonio (Wang et al., 2020); 5,3
g.L1.d? para C. vulgaris LMPA39 cultivada en suero de ricota (Casa et al., 2022) y 4,2 g.L1.d*?
para C. protothecoides cultivada en hidrolizado de polvo de alcaucil suplementado con sales
(Cheng et al., 2009).

Fue posible cultivar satisfactoriamente C. vulgaris en los sistemas escalados, en modo
heterotrofico, asi como también determinar los parametros cinéticos de los mismos y realizar la
comparacion de los valores obtenidos en los escalados con los valores del ensayo en el apartado
11.4.2. Curvas de crecimiento
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11.4.4.3. Composicion bioquimica

Finalizado el tiempo total de incubacién, se cosecho la biomasa para realizar la determinacion de

lipidos, proteinas, carbohidratos, clorofila y carotenoides.

En la Tabla Il - 8 se muestran los valores de porcentaje en peso de biomoléculas y pigmentos para
los dos sistemas escalados, y el sistema sin escalar que fue incubado bajo las mismas condiciones

de oscuridad.

Tabla Il - 8: Porcentaje en peso base seca de lipidos, proteinas, carbohidratos, clorofila y carotenoides contenidos en
la biomasa.

0,
0 peso / peso Lipidos Proteinas Carbohidratos Clorofila a Carotenoides
seco de biomasa
Reactor TA 27,246,4 @ 32,5452 @ 7,8+1,72 0,4242+0,075 2 0,247+0,039 2
Reactor a a b b b
Erlenmeyer 5L 36,5%8,6 30,845,0 13,729 0,234+0,042 0,144+0,023
S'Stzes'}‘)arﬁl_()a" 23,9419 454465 | 10,20£0,79% | 04330£0,0092@ | 0,243%0,0102

Letras distintas en la misma columna denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).

Gao et al., (2019) reportaron porcentajes de lipidos para Chlorella sp. de entre 2,5 y 36,5% para
distintas relaciones de carbono y nitrégeno en el medio de cultivo; Guldhe et al. (2017) mostraron
para C. sorokiniana cultivada heterotréficamente en efluente de industria de acuicultura,
contenidos de lipidos de entre 26 y 39,1%. La productividad de lipidos para ambos sistemas
escalados fue 1,6 g.L1.d? para el biorreactor tanque agitado, y 1,3 g.L™.d para el biorreactor
Erlenmeyer 5L. La productividad del Sistema 2, sin escalar, fue de 1,6 g.L™.d. Chen et al. (2011)
reportaron productividades de lipidos de entre 0,7 y 1,9 g.L2.d"! para C. protothecoides en régimen

heterotrofico, y entre 0,04 y 0,18 g.L1.d? para Chlorella sp. en régimen fotoautotrofico.

Liu & Chen (2016) informaron que el género Chlorella puede llegar a contener hasta un 68% en
peso de proteinas. Peng etal. (2019) encontraron, para C. vulgaris cultivada en efluentes
domeésticos con distintos regimenes tréficos, contenidos de proteinas aproximadamente entre 36 y
50%. Para proteinas, la productividad encontrada del Sistema 2, sin escalar, fue de 3,0 g.L.d?;
mientras que para los sistemas escalados fue 1,9 g.L™2.d* en el biorreactor tanque agitado, y 1,1

g.L1.d? en el biorreactor Erlenmeyer 5L. Guldhe et al. (2017) reportaron una productividad de
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proteinas de hasta 0,16 g.L™.d" para C. sorokiana cultivada en modo heterotréfico en efluente de

industria de acuicultura representando el = 28% de la composicion de biomasa.

En las condiciones ensayadas, se encontraron porcentajes entre 7,8 y 13,7 % de carbohidratos en
la biomasa. Los valores reportados en bibliografia varian ampliamente: Ho et al. (2013) mostraron
contenidos de carbohidratos de hasta 51% para C. vulgaris incubada en medio de mantenimiento
BG-11 con deficiencia de nitrégeno y bajo distintos regimenes de iluminacion, Guldhe et al.
(2017) obtuvieron = 35% de carbohidratos en peso seco en los sistemas de C. sorokiniana cultivada
heterotréficamente en efluente de acuicultura, y Bernaerts etal., (2018) determinaron para
biomasa seca de C. vulgaris comercial un 2,8 % de polisacaridos almacenados internamente y
9,3% polisacaridos de pared celular.

Retomando la discusion del punto 11.4.4.2. Curvas de crecimiento, donde se indica que las
diferencias observables entre los parametros cinéticos de ambos sistemas escalados podrian
deberse a los distintos tamafios de células mostrados en la Figura Il - 23; se observa que el sistema
cultivado en el Erlenmeyer de 5 L, el cual tiene un mayor tamafio celular, es también el que
presenta mayores porcentajes de carbohidratos (p<0,05) y una tendencia a mayor contenido
lipidico y menor contenido proteico. Estos valores serian consistentes con el aumento de tamafio
celular en condiciones de estrés reportado por Malanga & Puntarulo (1995) y Kim et al. (2016),
debido a la acumulacion de gotas de aceite y granulos de almidon.

Respecto a la produccion de pigmentos, es importante destacar que aun en condiciones
heterotréficas, se obtuvieron porcentajes de pigmentos en el rango de 0,23 a 0,42% para clorofila
a y entre 0,14 y 0,25% para carotenoides, correspondiendo los menores valores al biorreactor
Erlenmeyer de 5 L (p<0,05) (Tabla I1-8). Al respecto, algunos autores han reportado que las células
de Chlorella cultivadas heterotréficamente siguen produciendo una cierta cantidad de clorofila,
carotenoides y tocoferoles; aunque estas cantidades pueden ser mucho menores que en regimenes
con iluminacion, se evidencia que las células siguen manteniendo los sistemas fotosintéticos, al
menos parcialmente, funcionales. Los valores reportados para C. vulgaris en régimen heterotréfico
utilizando molasas como fuente de carbono estuvieron en el rango de 0,36 a 0,64% (m/v) de
clorofila (a+b) y 0,030 a 0,041% (m/v) de carotenoides (El-Sheekh & Fathy, 2009; Endo et al.,
1974). Por otro lado, los valores reportados para C. pyrenoidosa en régimen mixotrofico batch en
efluente de alto contenido de amonio, en un fermentador de 50 L alcanzaron aproximadamente

1,9% y 0,3% de clorofilas totales y carotenoides, respectivamente (Wang et al., 2020).
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A partir de las determinaciones presentadas en este apartado, se concluyé que el escalado de C.
vulgaris en el biorreactor tanque agitado no produjo un cambio significativo en la composicién de
la biomasa, cuando se la compara con la del sistema en menor escala. Para el sistema escalado en
el biorreactor Erlenmeyer 5L, se pudo observar un detrimento del contenido de proteinas y de

pigmentos en comparacion al sistema en Erlenmeyer 250 mL.

11.4.4.4. Demanda quimica de oxigeno

El valor inicial de DQO de los cultivos escalados fue de 18300 mg O2/L, valor alcanzado mediante
dilucion con agua destilada del efluente cervecero. Finalizado el tiempo total de incubacion de 72
horas, se procedio a medir el valor de DQO del sobrenadante del liquido cosechado. Se obtuvieron
los valores de 11675 y 13325 mg O-/L, para los sistemas cultivados en el biorreactor tanque
agitado y en el frasco Erlenmeyer 5 L, respectivamente. El resultado indica que el valor de DQO
se redujo aproximadamente 36% y 27% en cada caso. La relacion de reduccion de DQO entre
sistemas de 1,33; representando que el sistema biorreactor tanque agitado, redujo la DQO en un
33% mas que el sistema frasco Erlenmeyer. En este sentido, este resultado se encuentra en
concordancia con los rendimientos de biomasa finales; comparando los valores de concentracién
final de biomasa alcanzados, el tanque agitado obtuvo un 27% mas de biomasa (bs). Casa et al.
(2022) reportaron un 26% de remocion de DQO de un suero de ricota de alto contenido de carbono,
siendo el valor inicial 78000 mg O2/L, utilizado como sustrato para cultivo de C. vulgaris; Zhu
et al. (2019) informaron un 32% de remocion de DQO para un liquido de digestion anaerdbica de
efluentes de industria lactea de aproximadamente 1500 mg O2/L iniciales.

11.4.5. Aplicacion de la biomasa: bioestimulante para el crecimiento vegetal

11.4.5.1. Pretratamientos de la biomasa

El contenido de proteinas informado para la muestra liofilizada fue de 43,6% bs, estando este valor
en concordancia con el obtenido en nuestro laboratorio. En la Figura Il - 24 se muestran los
porcentajes en peso de aminoacidos (aa) libres respecto a peso de proteinas totales obtenidos
durante para los Pretratamiento 1, biomasa sometida a disrupcion celular sonica (DCS), seguida a
continuacion por la hidrélisis enzimatica (HE); y Pretratamiento 3, biomasa sometida a hidrolisis
enzimatica (HE), sin disrupcion sonica. Al finalizar el tratamiento, ambos sistemas

(Pretratamientos 1 y 3) finalizan con un porcentaje de aa libres de aprox. 62%.
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Figura Il - 24: Porcentaje de aminoacidos libres por peso de proteinas totales. Las barras muestran la media + el desvio
estandar.

Los aminoacidos se encuentran entre los componentes que tienen propiedades bioestimulantes
(Michalak et al., 2017); por lo cual se optd por un tratamiento de hidrolisis enzimatica que permite
una mejor conservacion de la estructura de ciertos aminoacidos (Romero Garcia et al., 2012). El
porcentaje de amino&cidos libres obtenido es similar a los valores reportados, para el mismo
proceso de hidrolisis, por Navarro-Lopez et al. (2020) de 65 y 57% para S. almeriensis con y sin

previa disrupcién ultrasénica, respectivamente.

11.4.5.2. Evaluacion de efecto similar a auxinas
11.4.5.2.1. Induccion de raices en Vigna radiata (L.) Wilczek

Las auxinas son las fitohormonas que tienen el principal rol en el desarrollo de raices adventicias
(Jing & Strader, 2019). En la Figura Il - 25 se muestran los porcentajes de desarrollo de raices de
distintos tratamientos aplicados a plantines de soja verde Vigna radiata (L.) Wilczek. El
tratamiento control fue medio de mantenimiento BG-11, cuyo nimero de raices desarrolladas
representa el 100%. El producto comercial es una solucion bioestimulante a base de hidrolizado
de microalgas y otros componentes bioactivos, cuya concentracién recomendada de aplicacion es
2 g/L (marca confidencial). Se observa que todos los tratamientos con biomasa, al menos en
concentracion 2 g/L, muestran una tendencia a promover el desarrollo de raices por encima del

100% del control; y a superar el desarrollo obtenido con el producto comercial, mostrando valores
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similares a los obtenidos con el patron, una auxina sintética especifica, acido indol-3-butirico en
0,3 mg/L de concentracion. Los valores superiores al 100% obtenidos para los pretratamientos 1 a
3 a la mayor concentracién, parecen evidenciar que es necesaria algun tipo de ruptura de la
biomasa, sea por disrupcién sonica y/o por hidrdlisis, para liberar los compuestos con efecto

similar a auxinas.
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Figura Il - 25: Porcentaje de desarrollo de raices en plantines de soja verde por sobre el control (100%, agua destilada
con BG11). Las barras muestran la media * el desvio estandar; letras distintas denotan diferencias estadisticamente
significativas entre tratamientos y para una misma concentracion de biomasa (p<0,05; n=3).

Pretratamiento 1: Biomasa sometida a disrupcion celular sénica (DCS), seguida a continuacion por la hidrdlisis
enzimatica (HE); Pretratamiento 2: Biomasa sometida a disrupcion celular sénica (DCS), sin hidrdlisis enzimatica;
Pretratamiento 3: Biomasa sometida a hidrélisis enzimatica (HE), sin disrupcion sénica y Pretratamiento 4: Biomasa
sin hidrolisis enzimatica ni disrupcion sonica.

% sobre el control
Q

Sc. Comerecial
IBA 0,3 mg/L
IBA 0,7 mg/L

IBA 1 mg/L
Pretrat. 1
Pretrat. 2
Pretrat. 3
Pretrat. 4

Navarro-Lopez et al. (2020) reportaron porcentajes entre 37,7 y 164,2 % de desarrollo de raices
respecto al control, para el tratamiento con 2 g/L de biomasa de S. almeriensis con distintos
pretratamientos, similares a los realizados en el presente trabajo. Mientras que obtuvieron mejores
resultados con la aplicacion de 0,5 g/L de biomasa, debido a un posible efecto inhibitorio de los
productos celulares. En el caso de la cepa de C. vulgaris en las condiciones aqui ensayadas, dicho

efecto inhibitorio no se evidencia. Se ha reportado que C. vulgaris mostro efectos comparables a
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0,3 mg/L de concentracion de IBA, cuando la concentracion de biomasa en el tratamiento fue de
2 g/L (Ranglova et al., 2021).

Stirk et al. (2013) encontraron en 24 especies de microalgas las auxinas &cido indol-3-acético
(IAA) e indol-3-acetamida (IAM), encontrandose la primera en C. vulgaris MACC-755 en mayor
concentracion (aproximadamente 29 veces) respecto a la segunda. Esta tendencia se presento en
19 de las 24 cepas de microalgas investigadas. También resaltdé que C. vulgaris se encontro en el
grupo de microalgas que presentd mayor concentracion final de biomasa y mayor concentracion

de auxinas luego de cuatro dias de cultivo.

Las auxinas sintéticas, como el IBA, son mas estables en solucion acuosa y en los tejidos vegetales,
que las naturales. Posiblemente es una de las causas de la diferencia en el desarrollo de raices

cuando se las compara con auxinas naturales como el IAA (Eliasson & Areblad, 1984).
11.4.5.2.2. Induccidn de raices en cotiledones de Cucumis sativus L.

En la Figura Il - 26jError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestran los
porcentajes de desarrollo de raices de distintos tratamientos aplicados a cotiledones de pepino
Cucumis sativus L. El tratamiento control fue medio BG-11, cuyo numero de raices desarrolladas
representa el 100%. Se observo que todos los tratamientos con biomasa mostraron un desarrollo
de raices superior al control y a los tratamientos con el patrén IBA en 0,3 y 0,7 mg/L de
concentracion. Los porcentajes obtenidos con la biomasa son similares a los alcanzados con el
tratamiento comercial (solucion bioestimulante a base de hidrolizado de microalgas, marca

confidencial), y con el patron IBA en 1 mg/L de concentracion.
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Figura Il - 26: Porcentaje de desarrollo de raices en cotiledones por sobre el control (100%, agua destilada con BG11).
Las barras muestran la media + el desvio estandar; letras distintas denotan diferencias estadisticamente significativas
entre tratamientos y para una misma concentracion de biomasa (p<0,05; n=4).
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Plaza etal. (2018) reportaron que la aplicacion de biomasa hidrolizada enzimaticamente de
Arthrospira Bio Veg-F025 y Scenedesmus almeriensis incremento el peso de raices en Petunia x
hybrida desarrolladas en un 32%. Jiraskova et al. (2009) informaron contenidos de auxinas de 0,45
a 4,45 nmol/g bs para el compuesto IAA en siete cepas de Chlorella ensayadas, el cual fue
encontrado en mayor concentracion que el IAM. No se encontraron otras auxinas en la
composicion. Se reportd que C. sorokiniana excreta la mayor parte del 1AA al medio (Khasin
etal., 2018), lo cual podria explicar el efecto inductor de raices del Pretratamiento 4, el cual no

tiene ningun tipo de ruptura celular.

Comparando las Figura Il - 25 y Figura Il - 26 se puede observar que C. vulgaris aqui ensayada
tiene un mejor rendimiento como inductor del desarrollo de raices en cotiledones de pepino, en
comparacion con el desarrollo de raices obtenido en plantines de soja. El efecto de las auxinas
como promotor de raices puede verse afectado por el contenido de giberelinas, citoquininas,
etileno. Asi mismo, el efecto rara vez puede correlacionar con la concentracion dado que la
sensibilidad de los receptores de fitohormonas en los tejidos varia (Gaspar et al., 2003; Ghimire
et al., 2022).
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11.4.5.3. Evaluacion de efecto similar a citoquininas

EnlaFigura Il - 27 se muestran los porcentajes aumento de masa de cotiledones de pepino Cucumis
sativus L. a los que se les aplicaron distintos tratamientos. Como tratamiento control se utiliz6
medio BG-11, cuyo aumento de peso por 10 unidades representa el 100%. Los tratamientos con
biomasa microalgal mostraron una tendencia a porcentajes de expansion menores que el control,
mientras que la solucion comercial a base de hidrolizado de microalgas y el patron 6-
bencilaminopurina, una citoquinina especifica, en todas las concentraciones ensayadas, mostraron

valores similares o superiores al 100%.

Stirk et al. (2013) realizaron la determinacion de 19 citoquininas en 24 especies de microalgas,
entre las cuales se encuentra C. vulgaris con un contenido total entre los menores encontrados.
Ranglova et al. (2021) reportaron efectos similares a este tipo de fitohormonas en C. vulgaris
cuando la concentracion de biomasa en los tratamientos fue entre 2 y 3 g/L. Las citoquininas y las
auxinas tienen un efecto antagonico en el control del desarrollo de raices, de tallos y de hojas. Las
auxinas regulan la predominancia apical: cuando se remueve en una planta el apice o yema apical,
fuente de produccién de auxinas, el contenido de citoquininas aumenta permitiendo desarrollar
brotes laterales. EI aumento en el contenido de estas Ultimas puede deberse a que las auxinas,
cuando estan en alta concentracion, inhiben la produccién de citoquininas. También se ha
encontrado que la aplicacion externa de auxinas en yemas laterales inhibe el crecimiento de los
brotes, evidenciando que la inhibicion de la produccién de citoquininas no es el Gnico mecanismo
de control de las auxinas sobre el crecimiento de brotes (Gaspar et al., 2003). Esto podria explicar
como, teniendo un efecto similar a las auxinas, no se observa un efecto significativo similar a las

citoquininas.
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Figura Il - 27: Porcentaje de expansion de cotiledones de pepino por sobre el control (100%, BG11). Las barras
muestran la media * el desvio estandar; letras distintas denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05;
n=4).
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11.4.5.4. Evaluacion de efecto similar a giberelinas

Las giberelinas son fitohormonas relacionadas con el proceso de germinacion (Hilhorst & Karssen,
1992). En este sentido, la Figura Il - 28 muestra los valores de indice de germinacién para semillas
de berro sometidas a tratamiento con biomasa de C. vulgaris en 0,1y 0,5 g/L de concentracion. Se
utilizaron concentraciones menores a 1 g/L dado que, segun indican Navarro-L6pez et al. (2020),
valores mayores han mostrado efectos inhibitorios en la germinacion. El valor de referencia de

100 % corresponde al control realizado con agua destilada.

Se observd que el Pretratamiento 1, el cual fue sometido tanto a disrupcion celular sénica como a
hidrolisis enzimatica, mostré un indice de germinacion que parece mostrar una tendencia a ser
mayor al control (agua destilada). Los tratamientos de ruptura e hidrolisis se realizan con el
objetivo de incrementar el contenido de aminoacidos y poliaminas relacionados con el desarrollo
y crecimiento de plantas (Navarro-Lopez etal., 2020). Se ha reportado que la ruptura de la
biomasa, por ejemplo por molienda, puede aumentar el indice de germinacion respecto a un
tratamiento sin ruptura (Ennis et al., 2017). Las auxinas, en ciertas concentraciones relativas a las

giberelinas, pueden inhibir el proceso de germinacion (Do et al., 2020). Ranglova et al. (2021)
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reportaron que los mejores valores de indice de germinacion obtenidos se lograron a la menor

concentracion de biomasa de C. vulgaris ensayada, de 0,5 g/l bs.
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Figura Il - 28: indice de germinacion.

Se pudieron determinar los efectos de la biomasa (con y sin pretratamientos) similares a las
fitohormonas auxinas, citoquininas y giberelinas. C. vulgaris presentd resultados satisfactorios en
las pruebas de actividad similar a las auxinas, pudiendo superar al control y al patron comercial en

al menos algunos de los tratamientos.

11.5. Conclusiones

Dentro de las conclusiones obtenidas del analisis del presente capitulo, se resalta el hecho de que
fue posible cultivar una cepa de Chlorella vulgaris autoctona y no axénica, en un medio de cultivo
compuesto principalmente de efluente cervecero. Del anélisis del disefio central compuesto
realizado, se desprende que la concentracién de efluente afecta la concentracién final de biomasa
obtenida a todos los tiempos de incubacion medidos. En este sentido, el valor 6ptimo de DQO en
el medio de cultivo obtenido de analisis del disefio que maximiza la concentracion de biomasa
medida a 6, 13 y 20 dias es de 18300 mg O2/mL, que corresponde al valor maximo ensayado.
Mientras que el pH 6ptimo resultd 6,5. En estas condiciones se maximiza el crecimiento de
biomasa microalgal y simultdneamente se minimiza el crecimiento de bacterias acompafiantes de
la cepa no axénica. A partir de las curvas de crecimiento preliminares, se pudieron establecer

periodos de incubacion no superiores a los 6 dias. Cabe destacar que, a pesar de la alta
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concentracion de carbono en el medio de cultivo, el crecimiento de esta cepa de C. vulgaris no se
vio inhibida. Esta especie particular fue capaz de tolerar y desarrollarse con concentraciones de

carbono en el medio no habian sido reportadas en bibliografia hasta el momento.

Las curvas de crecimiento pudieron ajustarse satisfactoriamente al modelo de Gompertz
modificado, pudiendo estimar los parametros cinéticos velocidad especifica de crecimiento, valor
asintético de la curva y duracion de la fase de latencia. A partir de la caracterizacion del
crecimiento de la microalga en este medio se pudo concluir que no es necesaria la iluminacion ni
la dilucién con medio de mantenimiento para el crecimiento de la cepa de C. vulgaris en las

condiciones ensayadas en el presente trabajo.

Las concentraciones finales de biomasa en los sistemas conteniendo efluente cervecero al menos
triplicaron a la alcanzada por el sistema foto autotrofico. Se encontraron valores entre 30 y 45%
de proteinas en base peso seco para los sistemas mixo- y heterotréficos, sin embargo, las
diferencias no fueron significativas entre los mismos. EI mayor contenido de proteinas de
aproximadamente 50% se obtuvo en el sistema control, autotrofico. El porcentaje de lipidos fue
entre 20 y 30% bs aproximadamente en los sistemas mixo- y heterotréficos, mientras que los
carbohidratos representaron entre 10 y 3 % aproximadamente. Respecto al contenido de
pigmentos, se encontraron diferencias significativas entre los sistemas que contenian medio de

mantenimiento respecto a los sistemas cuyo diluyente fue agua destilada.

El sistema heterotréfico pudo ser escalado satisfactoriamente, por un lado, en un biorreactor tanque
agitado con burbujeo de aire y agitacién mediante impulsor tipo hélice, y por otro lado en un

Erlenmeyer de mayor capacidad con agitacion orbital.

La microalga mostrd crecimiento en ambos sistemas escalados, habiendo sido posible modelizar
la curva de crecimiento mediante el modelo de Gompertz modificado. Los parametros cinéticos
del cultivo en el biorreactor tanque agitado no tuvieron diferencias significativas en la medicion
por densidad Optica, sin embargo, tanto el valor asintotico como la velocidad especifica de
crecimiento fueron significativamente superiores a los parametros obtenidos con el sistema
incubado en Erlenmeyer de 250 mL. En los sistemas escalados fue posible determinar la fase de
latencia por ambos métodos de medicion, arrojando en ambos casos un menor valor para el sistema
en tanque agitado en comparacion con el sistema en Erlenmeyer. Pudo observarse como en el
tanque agitado, en las primeras horas de cultivo, se encuentra mayor namero celular de menor

diametro, mientras que en el sistema en Erlenmeyer 5 L el nimero es menor pero el diametro
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celular es mayor. Las productividades obtenidas para los sistemas escalados fueron 6,0 g.L.d!y
3,6 g.Lt.d? para el tanque agitado y frasco Erlenmeyer, respectivamente, mientras que para el

sistema en menor escala, fue de 6,7 g.L.d2.

No se encontraron diferencias significativas en el contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos
entre el sistema en pequefia escala y el sistema escalado en el tanque agitado. De ambos sistemas
escalados, se encontré que aquel en el reactor Erlenmeyer mostré un contenido de carbohidratos
significativamente mayor y una tendencia a mayor porcentaje de lipidos y menor porcentaje de
proteinas. Todos los sistemas heterotroficos mostraron desarrollo de cierto contenido de
pigmentos. El sistema escalado incubado en el Erlenmeyer de 5 L desarrolld cantidades
significativamente menores de clorofila a y carotenoides, que los sistemas de menor escala y

escalado en reactor tanque agitado.

Para los sistemas escalados, se verificd que la demanda quimica de oxigeno se redujo durante la
incubacion de C. vulgaris desde un valor inicial de 18300 mg O2/L hasta 11675 mg O>/L para el
sistema incubado en el biorreactor tanque agitado y 13325 mg O/L para el sistema en el frasco

Erlenmeyer de 5 L de capacidad.

La biomasa obtenida del escalado pudo ser utilizada como bioestimulante del crecimiento vegetal
mostrando efectos similares a las auxinas en cuanto a la induccion de raices en plantines de soja
verde y en cotiledones de pepino. Por otro lado, la biomasa microalgal mostrd poseer efecto
parcialmente similar al de las giberelinas, en cuanto a la germinacién de semillas de berro, mientras
que el efecto de las citoquininas, en cuanto al aumento de masa de cotiledones de pepino, no fue
observable. En general, tanto la ruptura sénica como hidrolisis enzimatica de la biomasa

microalgal, mejoran sus propiedades como bioestimulante de crecimiento vegetal.

Es posible concluir que la cepa de C. vulgaris autéctona del Rio Chubut fue capaz de aprovechar
el efluente cervecero como fuente de carbono de alta concentracion para su crecimiento
heterotrofico; convirtiéndolo asi en biomasa microalgal con potencial utilizacion como
bioestimulante para plantas. De este modo se aprovechan nutrientes del efluente, lo cual reduce su
carga contaminante pero ademas la perdida de nutrientes recirculandolos a la economia a través

de procesos sustentables.
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CAPITULO I1l: SCENEDESMUS QUADRICAUDA

I11.1. Introduccién

Scenedesmus es una de las microalgas que mas se ha estudiado en los ultimos afios para
aplicaciones de tratamiento de efluentes y para la produccion de biocombustibles. Se caracterizan
por tener un arreglo en nimero par en agregados que se denominan cenocitos, de a 2, 4, 8 y hasta
16 células, debido a su posibilidad de realizar hasta cuatro divisiones sucesivas durante la
reproduccion asexual. Las especies del género Scenedesmus tienen propiedades bastante
homogéneas, poseen paredes multicapa y una capa de esporopolenina que rodea todo el cenocito
(Akgul et al., 2017; Borowitzka & Borowitzka, 1988; Trainor, 1996). Pueden encontrarse como
células individuales o multiplos de dos. Se han reportado tamafios de cenocitos de dos células de
entre 6,2 y 8,3 um. La morfologia de Scenedesmus cambia en funcion de los nutrientes disponibles.
Se ha encontrado que ante deficiencia de nitrégeno, cambia su forma predominante de cenocitos
de dos células a cenocitos de cuatro, seis u ocho con antenas, teniendo el nimero de células por
cenocito y largo de las antenas alguna correlacion con la deficiencia de nitrégeno en el medio y

acumulacién de energia en compuestos ricos en carbono (Gour et al., 2016; Pancha et al., 2014).

Cenocito
de 4 células

Antena

Cenocito
de 2 células

Figura Il - 1: Morfologia de Scenedesmus sp. UKM9, adaptado de Mohd Udaiyappan et al. (2021)

111.1.1. Nutrientes

Scenedesmus puede asimilar nitrégeno en forma de iones nitrato y amonio, aunque es capaz de

romper urea con ayuda de la molécula de ATP. Esto permite suplir los medios de cultivo de gran
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escala con urea, lo cual representa una ventaja de costo y facilidad de manejo. La adaptacion al
uso de urea como fuente de N, cuando el indculo proviene de crecimiento con nitrato, toma
aproximadamente un dia, cuando la intensidad de luz es suficiente; caso contrario la adaptacion
puede no llegar a llevarse a cabo. Se ha observado que el crecimiento mejora si la fuente
suministrada es amonio, sin embargo, al llegar a una fase exponencial el crecimiento puede
inhibirse por el detrimento del pH producido por la liberacion de protones durante el consumo del
amonio. Por otro lado, se ha visto una tendencia de los cultivos de Scenedesmus a ser atacados por
bacterias si el suplemento de N no es en forma de iones (Borowitzka & Borowitzka, 1988;
Shashirekha et al., 2016; Xin et al., 2010). La deficiencia de nitrégeno induce un cambio en la
velocidad de crecimiento y la composicion de la biomasa. Ante la falta de nitrégeno, la velocidad
méaxima de crecimiento disminuye, asi como el porcentaje del contenido de proteinas, por otro
lado, aumenta el porcentaje de contenido de lipidos en algunas especies, 0 el porcentaje de
carbohidratos en otras. Asi mismo, puede sufrir cambios en su morfologia segun el nivel de
deficiencia de nitrégeno (Anand & Arumugam, 2015; Pancha et al., 2014; Richmond, 2008).

La cantidad de fosforo recomendada se encuentra en relacion al nitrogeno en el rango 6,8 - 10 N/P.
Las algas verdes requieren mayores contenidos de nitrégeno y fosforo que otros tipos (Abinandan
etal., 2015). Se ha reportado que para S. dimorphus el valor 6ptimo de la fuente de fosforo
K2HPO4.3H20 fue de 4 mg/L. La deficiencia de fésforo reduce la actividad enzimatica y la sintesis
de ATP; y concentraciones por encima del 6ptimo reducen el crecimiento celular (Zhang et al.,
2021).

En modo de crecimiento fotoautotréfico, Scenedesmus utiliza mejor el carbono en forma de
bicarbonato de sodio, por lo cual el pH éptimo de cultivo suele ser ligeramente alcalino. Sin
embargo, a estos valores de pH se ha observado que el nitrégeno debe estar como nitrato para
mejorar el rendimiento. Los mayores rendimientos utilizando urea se han obtenido con valores de
pH entre 6 y 7 (Borowitzka & Borowitzka, 1988). Zhao et al. (2012) observaron, contrariamente,
que el crecimiento fotoautotréfico se ve favorecido por el burbujeo de didxido de carbono y
desfavorecido por la presencia de bicarbonato en el medio de cultivo. Song etal. (2021)
encontraron que en régimen mixotrofico con acetato como fuente de carbono, la mayor
concentracion final de biomasa de S. obliquus se alcanzé con urea como fuente de nitrégeno; sin

embargo, el mayor porcentaje de lipidos se alcanz6 con amonio.
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Los macronutrientes encontrados en las cenizas de la biomasa de S. obliquus fueron K, Na, Mg,
Ca, P, S, Fe (Borowitzka & Borowitzka, 1988). El sodio, magnesio y potasio influyen en la
capacidad de Scenedesmus de asimilar el fosfato del medio (Shashirekha et al., 2016). La presencia
de Na afecta poco la velocidad de crecimiento de Scenedesmus, a distintas concentraciones

dependiendo de la especie. (Anand et al., 2019)

El hierro es un microelemento esencial con un importante papel en el metabolismo celular de las
microalgas. Interviene en los procesos de fotosintesis, respiracion, fijacion del nitrogeno y sintesis
de ADN; su deficiencia puede llevar a la degradacion de los pigmentos fotosintéticos como la
clorofila a. Cultivos ricos en hierro muestran parametros asociados a la absorcion de energia
luminosa superiores. Asi mismo, la disponibilidad de hierro afecta positivamente la asimilacion
del nitrégeno en S. quadricauda; sin embargo, al mismo tiempo disminuye la fraccion de proteinas
desarrollada y favorece la generacion de lipidos y carbohidratos (Richmond, 2008; Rueler & Ades,
1987).

111.1.2. Modos de cultivo

Scenedesmus es capaz de crecer en los tres tipos de regimenes conocidos para las microalgas:
fotoautotréfico, mixotréfico y heterotrofico. En régimen heterotréfico, tiene tendencia a tolerar
mejor y consumir mas rapidamente carbono cuando éste se encuentra en baja concentracion, o su
relacién de concentracidn respecto a nitrogeno y fosfato es baja. EI crecimiento en presencia de
una fuente orgénica de carbono se ve especialmente estimulado en deficiencia o ausencia de luz
(Shashirekha et al., 2016). Sin embargo, se ha reportado que se alcanzan menores concentraciones
finales sin iluminacion respecto a un régimen fotoautotréfico (Di Caprio et al., 2015), o que un
régimen mixotrofico, donde éste alcanzé mas del doble de concentracién final de S. obliquus que
durante una incubacion heterotrofica (EI-Sheekh et al., 2014). Con una tendencia opuesta, S.
obliquus duplico la concentracion de biomasa final en régimen heterotrofico respecto al
fotoautotrofico y la iguald respecto al mixotrofico. Rai & Gupta (2017) reportaron bajo
crecimiento de S. abundans en régimen heterotréfico, obteniendo para el mismo un orden de
magnitud menor en la concentracion final de biomasa respecto al valor para el régimen
fotoautotrofico. Kamalanathan etal. (2017) reportaron que la biomasa final alcanzada de
Scenedesmus sp. con un régimen heterotrofico, en base seca, duplico al valor final del régimen
fotoautotréfico. Asi mismo, el sistema con régimen mixto heterotréfico seguido de mixotréfico,

logré triplicar el valor alcanzado con el sistema fotoautotrofico.
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La glucosa favorece el crecimiento mixo- y heterotréfico debido a su metabolizacion sencilla,
mientras que otros azucares requieren de mayor numero de pasos metabolicos para su
aprovechamiento; mostrando correlacion entre la concentracion de glucosa alimentada y la
cantidad de biomasa obtenida (Gim et al., 2014). Song et al. (2021) encontraron una correlacion
positiva entre la concentracion de acetato en un régimen mixotrofico para S. obliquus en medio de

mantenimiento suplementado.

En algunos trabajos de crecimiento en régimen mixotréfico se reporta una correlacion entre la
biomasa obtenida y la longitud de la etapa de iluminacion del fotoperiodo (Yaakob et al., 2019).
Asi mismo, este régimen de cultivo puede aumentar la productividad de lipidos, al permitir mayor
concentracion de biomasa y con mayor porcentaje de lipidos (Gim et al., 2014). Los regimenes
mixo- y heterotroficos pueden promover la acumulacion de carbohidratos, en algunos casos, en
detrimento de los lipidos. Ambas biomoléculas son reservas de energia de las microalgas, que se
acumulan dentro de la célula, pudiéndose observar un aumento de su tamafio (Kamalanathan et al.,
2018).

Hodaifa et al. (2010) reportaron que, para S. obliquus cultivada en medio con efluente de prensado
de aceitunas, la temperatura que optimizé la velocidad especifica de crecimiento fue
aproximadamente 30°C; para menores temperaturas disminuye levemente mientras que para
temperaturas superiores cae abruptamente, de modo que el valor de pmax @ 35°C es similar al valor
obtenido a 20°C. Sin embargo, la productividad fue maxima a = 20°C, cayendo a la mitad a
temperaturas de 15, 25 y 30 °C. Esto podria deberse a la influencia de la temperatura en la
solubilidad del diéxido de carbono. Yaakob et al. (2019) encontraron que tanto la temperatura
como el fotoperiodo influyen en la produccion de biomasa en modo mixotrofico utilizando un
efluente de la industria frigorifica avicola, y que la interaccion entre ambas variables tiene un
efecto sinérgico. Respecto al contenido de carbohidratos, ambas variables también presentaron una
interaccion sinérgica, mientras que no influyeron de manera significativa sobre el contenido de

proteinas o de lipidos.

111.1.3. Composicion de la biomasa

La biomasa de Scenedesmus obtenida de cultivos abiertos en modo fotoautotrofico presentd un
contenido de proteinas entre 50 y 56%, con un perfil de aminoacidos de alto valor nutricional
(Borowitzka & Borowitzka, 1988). Cuando el modo de cultivo cambia a mixo- y heterotrofico, el
porcentaje puede disminuir al rango 28 — 50 % (EI-Sheekh et al., 2014). Exponer al cultivo de
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Scenedesmus a deficiencia de nitrogeno puede disminuir el contenido de proteinas hasta 16,9%;
debido posiblemente a la canibalizacion de los compuesto nitrogenados para la utilizacion del
nitrégeno en rutas metabdlicas de mantenimiento (Pancha et al., 2014). Porcentajes reportados de
proteinas en S. obliquus, incubada con efluente cervecero a diferentes tiempos de residencia en
reactores tipo columnas de burbujeo, fueron entre 29 y 40% en valor medio (Ferreira et al., 2017,
2019).

La pared celular puede alcanzar entre el 5y 6% del peso seco total de la biomasa. Sus principales
constituyentes son celulosa, hemicelulosa A y B, pectina, proteinas y lipidos en menores
concentraciones (Borowitzka & Borowitzka, 1988). Se encontrd para S. obliquus concentraciones
de carbohidratos totales entre 12 — 23 % para incubacion mixo- y heterotrofica en medio de
mantenimiento con molasas agregadas (EI-Sheekh et al., 2014). Para la misma especie, incubada
en efluente cervecero y medio Bristol en un fotobiorreactor tanque de burbujeo, se obtuvieron
carbohidratos por el 30% del peso total de biomasa en base seca (Ferreira et al., 2019). Asi mismo,
Gupta et al. (2017) reportaron 15,4 a 20,0 % de carbohidratos en biomasa de S. obliquus incubada

mixotroficamente en efluentes clarificados previamente por floculacion.

Ante la deficiencia de nitrégeno, los lipidos predominantes en la composicion celular pasan de ser
parcialmente polares conteniendo nitrégeno, a lipidos no polares como triacilgliceroles
(Richmond, 2008). Respecto a la temperatura, a menores valores aumenta el porcentaje de acidos
grasos insaturados (Hodaifa etal.,, 2010). Altas intensidades de iluminacién favorecen la
acumulacion de lipidos. Debido a la disponibilidad de fotones, la célula no necesita acumular tanta
clorofila a'y pigmentos accesorios en las membranas tilacoides, permitiendo la mayor acumulacion
de lipidos en las mismas (Gim et al., 2014). Gour et al. (2016) reportaron porcentajes de lipidos
para 21 cepas autoctonas aisladas de S. quadricauda de entre 4,1 y 15%. Lutzu et al. (2016)
reportaron para S. dimorphus porcentajes de lipidos en la biomasa de 41 y 53%, cuando se la
incubd en BG11 y en efluente cervecero, respectivamente. Existe gran variabilidad en los perfiles
de acidos grasos de las microalgas, principalmente debido a la influencia de numerosos factores
que afectan el metabolismo vy, por ende, el desarrollo de la distribucion molecular, como la
iluminacién, temperatura, pH y nutrientes disponibles. Esto representa una posibilidad de
optimizar la produccion de ciertos acidos grasos de valor nutricional o de aplicacion en biodiesel,
sin embargo, las condiciones de cultivo requeridas para esta optimizacion va en detrimento de la

velocidad de crecimiento de la biomasa (Shen et al., 2018; Yaakob et al., 2019).
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Los contenidos de pigmentos reportados por Hodaifa et al. (2010) fueron entre 0,04 - 0,4 % de
clorofila y 0,04 — 0,2 % de carotenoides en cultivo mixotrofico de S. obliquus en medio
conteniendo efluente de procesamiento de olivas; mientras que para el cultivo fotoautotréfico
fueron de 3—4 % y 0,2 — 1 %, respectivamente. Halfhide et al. (2014) reportaron valores totales
entre 0,8 y 1 % para S. quadricauda cultivada en modo mixotrofico en sistemas axénico y no-
axénico, respectivamente. Sarat Chandra et al. (2016) encontraron valores de clorofila 2,2 — 3,1 %
y de carotenoides 0,63 — 0,86 % en biomasa de S. obtusus cultivada fotoautotréficamente en medio

de mantenimiento a distintos volimenes de inyeccién de dioxido de carbono.

Se ha reportado la influencia del fotoperiodo y de la intensidad luminica en la proporcion de
macromoléculas en biomasa de S. abundans. EI mayor contenido de lipidos, 48%, se encontro a la
intensidad luminica de 40,5 pmol.m2.s™, mientras que la concentracion fue menor cuando se
expuso el cultivo a 27 y 54 pmol.m2.s™. Al comparar distintos fotoperiodos, el mayor contenido
de lipidos se obtuvo en un régimen 16:8 (16 horas de luz, 8 horas de oscuridad), mientras que los
regimenes 24:0 y 8:16 mostraron menor produccién de biomasa y con menor contenido lipidico
(Rai & Gupta, 2017).

111.1.4. Productividad

Scenedesmus es una de las especies aptas para el cultivo en estanques abiertos u open-ponds
(Rocha et al., 2019). Algunas productividades de cultivos en gran escala en piletas abiertas se
encuentran entre 11 y 30 g.m™.d* (Borowitzka & Borowitzka, 1988), para Scenedesmus sp. se ha
reportado 9,4 g.m2.d! (Raeisossadati et al., 2020). Mientras que para un cultivo de S. acuminatus
en biorreactor tanque agitado de 300 L operativos con aireacion, se han encontrado
productividades en el rango de 1,03 a 1,21 g.L%.d%, en régimen heterotrofico y utilizando medio
de mantenimiento Endo modificado (Jin et al., 2021). En escalas medias de planta piloto, se ha
reportado una productividad de 70,9 mg.L.d! de biomasa de S. dimorphus incubada con efluente
secundario doméstico en un biorreactor de 100 L operativos en modo continuo, con aireacion y

régimen mixotrofico (Zhang et al., 2015).

A escala laboratorio se encuentran valores muy variables, dependiendo el medio de cultivo y modo
trofico. Scenedesmus sp. incubada en efluente cervecero (DQO no reportada) mostrd una
productividad de alrededor de 65 mg.Lt.d? (Yirgu etal., 2021). S. quadricauda incubada en
efluente de acuicultura con iluminacion continua, mostré productividades de 4,8 y 10 mg.L.h?
para sistemas axénico y no-axénico, respectivamente (Halfhide et al., 2014). Para S. obliquus
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axénica incubada en BG11, suplementado con acetato para los modos mixo- y heterotréfico, se
reportaron productividades de biomasa de 92,7 a 366 mg.L.d"* con nitrato, y de 89,4 a 208 mg.L"
! d con deficiencia de nitrato (Shen et al., 2018). Una cepa autdctona de Scenedesmus sp. de Lago
Ziway, Etiopia; mostr6 productividades diarias a lo largo de 18 dias de incubacion en efluente
cervecero previamente digerido de entre 20 y 64 mg.L™.d? (Yirgu et al., 2021)

111.1.5. Aplicaciones principales

Existen numerosos reportes de estudios de cepas del género Scenedesmus para la produccion de
lipidos para biodiesel, con resultados prometedores debido a los perfiles de &cidos grasos
obtenidos, que cumplen con los distintos estandares del biocombustible. Entre ellos se encuentran:
S. obliquus en medio de mantenimiento (con y sin suplemento de acetato), con y sin deficiencia
de nitrégeno; S. dimorphus en medio de mantenimiento BG11 y en efluente cervecero; S.
dimorphus incubada con efluente secundario domeéstico en un biorreactor de 100 L operativos en
modo continuo; S. obtusus en medio de mantenimiento con suplementacion de didxido de carbono
en fotoautotrofia; Scenedesmus sp. incubada en efluente municipal diluido con medio BG11, en
modo mixotréfico con un fotoperiodo de 18:6 h; una cepa autoctona de S. obliquus incubada en
medio BG11 con tres fuentes distintas de carbono (glucosa, sacarosa y acetato de sodio) y los tres
regimenes de cultivo conocidos (fotoperiodo 12:12 h) (Lutzu et al., 2016; Sarat Chandra et al.,
2016; Shen et al., 2018; Song et al., 2021; Tripathi et al., 2019; Zhang et al., 2015). Los acidos
grasos que se requieren mayormente en la composicion para biodiesel son los de largo de cadena
C16 a C18, sin embargo, el porcentaje requerido de acido linolénico (C18:3) debe ser menor a
12% como requisito para la aplicacion. El contenido de &cidos grasos poliinsaturados debe ser el
menor posible debido a que afectan la estabilidad oxidativa del biodiesel; siendo un requisito que
el contenido de moléculas con 4 0 mas insaturaciones no superen el 1% de la composicion total.
Es posible lograr perfiles de acidos grasos de estas caracteristicas con cepas de Scenedesmus (Rai
& Gupta, 2017).

Las microalgas se han estudiado, y algunas ya tienen procesos comerciales, para aplicaciones
nutricionales. Los acidos grasos poliinsaturados son lipidos bioactivos esenciales para la salud
humana, dado que no se pueden sintetizar completamente y deben ser ingeridos. Los principales
representantes de los omega-3 y omega-6 son el acido a-linolénico y el acido linoleico,
respectivamente (Nicodemou et al., 2022). Las microalgas han demostrado ser un buen alimento
en la industria de la acuicultura, debido a su mejor digestibilidad y absorcion para los peces,
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mejorando la produccion de carne diaria y la tasa de supervivencia (Yaakob et al., 2019). El perfil
de &cidos grasos optimo para la nutricién debe ser rico en &cidos grasos poliinsaturados, mientras
que para aplicacion como biodiesel, el mismo debe componerse en su mayoria de acidos grasos
saturados y monoinsaturados (Rai & Gupta, 2017).

Acoplado al estudio de la aplicacion de biodiesel de microalgas, en varios casos también se ha
investigado el tratamiento de los efluentes con las microalgas. Los nutrientes contenidos en los
efluentes que cuyo consumo o remocién se estudia con mayor énfasis son el nitrégeno y el fésforo.
La eficiencia del consumo de estos elementos de un efluente depende de la relacion entre sus
concentraciones, cuyo optimo varia en 8 y 45 g N/ g P dependiendo la especie de microalga. En la
mayoria de los casos el fosforo se encuentra en defecto, consumiéndose practicamente en su
totalidad (Cuellar-Bermudez et al., 2017). Se han reportado estudios de la remocion de metales de
efluentes por Scenedesmus sp., asi como de algunos fungicidas y herbicidas remanentes en aguas
mediante el uso de S. obliquus y quadricauda (Dahiya et al., 2012), con porcentajes de remocion
de Cr, Cu, Pb y Zn de entre 55 — 98%; 70 — 97 %; 50 — 98 % y 70 — 98% respectivamente (Ajayan
et al., 2015). Se report6 para un cultivo en gran escala de S. obliquus (380 y 530 L) en efluente
municipal pretratado, una eficiencia de remocién de nitrégeno superior al 65% (Cuellar-Bermudez
etal., 2017). En escalas de laboratorio, se encontr6 que S. obliquus en efluente cervecero sintético
de 3635 mg O2/L de DQO, fue capaz de remover la carga de carbono entre 10 y 70% al cabo de
14 dias de incubacion en distintas condiciones de aireacion e iluminacion (Mata et al., 2012). En
efluente de la industria de la acuicultura, S. quadricauda fue capaz de remover el 99% del
contenido de nitrato presente en el medio (Halfhide et al., 2014).

Se ha evaluado el potencial de especies de Scenedesmus como bioestimulantes. Para Scenedesmus
sp. cultivada con efluente de industria porcina, se encontrd que su biomasa tratada por ruptura de
alta presion tuvo efectos positivos en la germinacion de semillas de berro (Navarro-Lopez, Cerdn-
Garcia, et al., 2020). La biomasa de S. obliquus incubada con efluente cervecero, y tratada por
hidrolisis y/o ruptura sénica, mostrd efectos positivos similares a las fitohormonas auxinas,
mejorando el desarrollo de raices en semillas de soja y cotiledones de pepino (Navarro-Lopez
et al., 2020a).

Existen trabajos reportados de especies de Scenedesmus incubadas con efluentes de la industria
cervecera como S. obliquus o Scenedesmus sp (Ferreira et al., 2017; Mata et al., 2012; Navarro-
Lépez et al., 2020b). Por otro lado, se ha ensayado el cultivo de S. quadricauda en efluente de la
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industria de porcinos, efluente rico en almidon, efluente de actividades farmacéuticas y efluentes
del tratamiento de liquidos de alcantarillado o de cloacas (Gantar et al., 1991; Vanerkar et al.,
2015; Wong etal., 2015; Zhao etal., 2012). Si bien los estudios existentes comprueban la
capacidad de las especies de Scenedesmus de crecer aprovechando nutrientes de los efluentes, las
mismas pueden presentar cierto grado de inhibicion por el contenido de carbono: Apandi et al.
(2019) ha reportado inhibicion del crecimiento de Scenedesmus sp. al utilizar un efluente sin diluir
de DQO promedio 3507 mg O2/L, observando que el crecimiento fue superior al diluir el mismo;
Ajayan et al. (2015) reportaron un comportamiento similar, obteniendo los mejores parametros de
crecimiento de Scenedesmus sp. en efluente de curtiembre, de DQO 872 mg O2/L, diluido al 50%.
Existen numerosos estudios de especies de Scenedesmus incubadas en medios conteniendo
efluentes bajo distintos regimenes de cultivos, sin embargo, no se han encontrado trabajos
reportados que utilicen efluentes cerveceros como sustrato para el crecimiento de S. quadricauda

no axénica.

111.2. Objetivos
Los objetivos planteados para el trabajo con Scenedesmus quadricauda fueron los siguientes:

e Determinar los valores 6ptimos de demanda quimica de oxigeno y pH del medio de cultivo
gue maximizan la concentracion final de biomasa;

e Con los valores de pH inicial y demanda quimica de oxigeno determinados; determinar
qué componentes del medio de mantenimiento maximizan la concentracion final de
biomasa;

e Caracterizar el crecimiento de la microalga construyendo la curva y determinando sus
parametros cinéticos;

e Caracterizar la composicién bioguimica de la biomasa obtenida;

e Evaluar el escalado en biorreactor del tipo tanque agitado y en frasco Erlenmeyer con
agitacion orbital.

e Evaluar la potencial aplicacion nutricional de los lipidos obtenidos mediante un perfil de

acidos grasos.
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I11.3. Materiales y métodos

111.3.1. Microalga

Se utiliz6 una cepa de Scenedesmus quadricauda, proveniente del lago Nahuel Huapi (Salomén
et al., 2005); gentilmente donada por el Laboratorio de Microalgas de la Universidad Nacional de

la Patagonia San Juan Bosco. El nimero de identificacion del cepario de origen es LMPA41.

Figura Il1 - 2: imagen microscopica de S. quadricauda, tomada de un inculo conservado en el Laboratorio de Procesos
Biotecnoldgicos de UTN-FRBA, en aumento 100x.

111.3.1.1. Mantenimiento

El mantenimiento de la cepa de microalga para el presente trabajo se llevé a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Procesos Biotecnologicos de la Universidad Tecnoldgica
Nacional, Facultad Regional Buenos Aires (UTN-FRBA).

Se mantuvieron los cultivos de Scenedesmus quadricauda en medio de mantenimiento BG-11
(Stanier et al., 1971). La preparacion del medio de mantenimiento y propagacion de la microalga

se llevé a cabo segun se describe en el Capitulo 11.3.1.1. Mantenimiento

111.3.2. Efluente cervecero

El efluente cervecero utilizado para este trabajo, proviene de la planta de produccion de la cerveza
artesanal “Juguetes Perdidos”, ubicada en Caseros, en la provincia de Buenos Aires. Se trata del
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liquido remante en la cafieria de transporte del mosto hervido al fermentador, recolectado por la
purga.
La demanda quimica de oxigeno y otras caracteristicas fisicoquimicas del efluente, junto a los

métodos analiticos utilizados para su determinacidn, se encuentran detalladas en el Capitulo 11.3.2.

Efluente cervecero
111.3.3. Determinacion de las condiciones de cultivo

111.3.3.1. Disefio experimental

Para evaluar los efectos de la concentracion de efluente y el valor de pH sobre el crecimiento de
la microalga medido por densidad Optica y sobre el crecimiento de los microorganismos del
consorcio de la cepa no axénica; se gener6 un disefio experimental central compuesto con dos
variables independientes en cinco niveles, y el punto central del disefio por triplicado. El disefio y
los analisis de los resultados, se llevo a cabo con el software Statgraphics Centurion XV (V
2.15.06, 2007, USA).

Los rangos de valores de demanda quimica de oxigeno y de pH a evaluar fueron estimados
mediante ensayos preliminares, cuyos resultados no se muestran en el presente trabajo. Las
variables de respuesta, o variables dependientes definidas para el analisis fueron, el aumento de la
densidad optica medida a 680 nm respecto al valor del dia 0 (ADO); y el aumento en el valor
decimal del recuento de unidades formadoras de colonia de microorganismos aerobicos totales, en
relacion al valor del dia 0 (AUFC). Se consider6 dia 0 a la medicion realizada inmediatamente

luego de la inoculacion de los sistemas.

Las variables dependientes se ajustaron por regresion lineal a un polinomio de segundo grado
(Ecuacion 11 - 1) por un procedimiento de regresion multiple, que permitié evaluar los efectos
lineales, cuadraticos e interaccion de las variables independientes (Apartado 11.3.3.1. Disefio

experimental).

El andlisis de significancia estadistica fue realizado por ANOVA seguido de un test de Tukey para
un valor de a = 0,95; para determinar diferencias significativas. Para determinar la bondad de los
ajustes, se consideran satisfactorios aquellos modelos que presentaron valores de RZgj igual o
mayores a 0,95 y valores de Durbin — Watson (DW) mayores a 1. La optimizacion multiple de las

variables dependientes se realizd6 mediante la funcion deseabilidad. Para el ajuste de modelos no
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lineales y la optimizacion se utilizé el programa Statgraphics Centurion XV (Apartado 11.3.3.1.

Disefio experimental).

111.3.3.2. Preparacion de los sistemas

Los sistemas del disefio experimental se prepararon segun los valores de pH y DQO indicados en
la Tabla I - 1. La dilucion del efluente cervecero se realizd con medio de mantenimiento BG-

11; y el pH se ajustd con soluciones de NaOH 1M o HCI 1N segun fuera necesario.

Tabla Il - 1: Disefio central compuesto con dos variables independientes, pH y DQO, en cinco niveles con el punto
central triplicado. Entre paréntesis se muestran los valores codificados segln el disefio.
DQO del sistema pH inicial
3075 (0) 7,2 (0)
3075 (0) 7,2 (0)
3075 (0) 7,2 (0)
3075 (0) 6,5 (-2)
3075 (0) 7.9 (+2)
1650 (-1) 6,8 (-1)
1650 (-1) 7,5 (+1)
4500 (+1) 6,8 (-1)
4500 (+1) 7,5 (-1)
150 (-2) 7,2 (0)
6000 (+2) 7,2 (0)

Se utilizaron 30 mL de volumen de liquido en frascos Erlenmeyer de 125 mL de capacidad. Los
frascos y su contenido fueron esterilizados en autoclave durante 20 min a 121°C. Se inocularon
los sistemas con 3 mL de suspension de Scenedesmus quadricauda, en medio de mantenimiento
agotado, de densidad dptica a 680 nm =~ 2,0. Los sistemas se incubaron a 26 + 2°C, con un
fotoperiodo de 12 horas de luz fluorescente blanca de irradiacién de 50 umol.m2s?* PAR, y

agitacion orbital continua de 100 rpm (Cole Parmer, modelo OS-200, EEUU).

Se tomaron muestras para las determinaciones de densidad oOptica a los 6, 13 y 20 dias de

incubacion; mientras que para el recuento de aerobios se realizaron a los 6 y 20 dias.
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111.3.3.3. Seguimiento de la biomasa y los microorganismos aerobicos

El crecimiento de la biomasa se siguio por densidad optica a 680 nm, mientras que el recuento de
microorganismos aerobios totales, que forman parte del consorcio de S. quadricauda, por recuento
siembra en superficie. Las técnicas se describen en el Capitulo 11.3.3.3. Seguimiento de la biomasa

y de los microorganismos aerdébicos

111.3.4. Caracterizacion del crecimiento de la biomasa microalgal

En funcion de los resultados obtenidos en la determinacion de las condiciones de cultivo, todas las
curvas de crecimiento que se describen a continuacion se llevaron a cabo en sistemas con DQO
inicial de 3075 mg O2/L (mediante dilucion del efluente) y pH inicial de 7,25; manteniendo la
iluminacidn para todos los ensayos, con el fotoperiodo e intensidad indicados en la seccién 11.3.3.2.
Preparacion de los sistemas. También se conservaron los valores de temperatura y velocidad de
agitacion orbital indicados en dicho apartado. EI volumen de liquido utilizado en los sistemas fue
60 mL, colocados dentro de frascos Erlenmeyer de 250 mL de capacidad. Se inocularon los
sistemas con 6 mL de suspension de Scenedesmus quadricauda, en medio de mantenimiento
agotado, de DO a 680 nm = 2,0. El modelado de las curvas se realiz6 con el modelo de Gompertz
modificado, segin Capitulo 11.3.4.4. Modelado de las curvas de crecimiento

111.3.4.1. Evaluacion del diluyente del efluente y pre-adaptacion de la cepa

Se realizaron cuatro sistemas, los cuales fueron incubados por 21 dias. Se realizaron mediciones
de la densidad Optica a 680 nm de longitud de onda para seguir el crecimiento de la biomasa. Los

indculos se incubaron el tiempo suficiente hasta alcanzar una DO a 680 nm = 2.

® EF+BG11 C/PA: Efluente cervecero diluido con medio de mantenimiento BG-11, y el
indculo fue incubado en un medio de igual composicion a modo de pre-adaptacion.

® EF+BG11 S/PA: Efluente cervecero diluido con medio de mantenimiento BG-11, y el
indculo se incubd en medio de mantenimiento.

® EF+Agua C/PA: Efluente cervecero diluido con agua desionizada, y el indculo fue
incubado en un medio de igual composicion a modo de pre-adaptacion.

® EF+Agua S/PA: Efluente cervecero diluido con agua desionizada, y el indculo se incubo

en medio de mantenimiento.
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111.3.4.2. Evaluacion de curvas de crecimiento suplementadas

Se realizaron tres sistemas, los cuales fueron incubados por 24 dias. Se siguié el crecimiento de la
biomasa como se describe en el apartado 11.3.4.2. Seguimiento de la biomasa microalgal durante
todo el periodo de incubacion. El efluente fue diluido con agua desionizada y el medio se

suplement6 como se indica a continuacion.

® Sistema 1: NaNOz = 1500 mg/L; MgS0O4.7H20 =74 mg/L; y solucion “B” (citrato amoénico
férrico = 0,0055 mg/L y EDTA disodico = 0,001 mg/L).

® Sistema 2: NaNO3z = 750 mg/L; MgS0s4.7H20 = 37 mg/L; y solucion “B” (citrato amonico
férrico = 0,0055 mg/L y EDTA disddico = 0,001 mg/L).

® Sistema 3: Solucion “B” (citrato amonico férrico = 0,0055 mg/L y EDTA disédico = 0,001
mg/L).

111.3.4.3. Curvas de crecimiento y seguimiento del consumo de carbono

Se realizaron los Sistemas 2 y 3 descriptos en la seccion anterior, con las mismas condiciones de
incubacion, durante 23 dias. Se sigui6 el crecimiento de la biomasa por determinacion de la DO a

680 nm. Adicionalmente, se determind la concentracion final en masa seca de biomasa.

Adicionalmente, se realizo el seguimiento de la DQO remanente en el medio. A lo largo del tiempo
de incubacion, se procedié a tomar muestras de aproximadamente 1 ml de cultivo para la
determinacion de la DQO en el medio. Se separ6 la biomasa por centrifugacion a 6700 x g por 5
min y se tomo el sobrenadante para las determinaciones de DQO. Se utiliz6 el kit HACH® basado
en el Standard Method 5220D.

111.3.5. Evaluacion del efecto de componentes del medio de mantenimiento

Para evaluar los efectos de la concentracién de componentes del medio de mantenimiento BG11
que suplementan el efluente (se omiten fuentes de carbono y fosforo que, en el efluente, se
encuentran en cantidad suficiente segin Capitulo 11.3.2. Efluente cervecero), se realizé un disefio
factorial con cinco variables independientes, con un punto medio triplicado para la estimacion del
error. El disefio y los analisis de los resultados, se llevaron a cabo con el software Statgraphics
Centurion XV (V 2.15.06, 2007, USA). Las cinco variables analizadas fueron: tres
macroelementos, cada uno por separado: nitrato de sodio, sulfato de magnesio heptahidratado y
cloruro de calcio dihidratado; una solucion compuesta por citrato amoénico férrico y EDTA

disédico (en adelante [lamada “solucién B”); y los microelementos, como un conjunto en una unica
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solucion que contiene H3BOs, MnCIl2.4H20, ZnSOs, Na:Mo004.2H20, CuS04.5H20,
Co(NO3)2.6H20. Las concentraciones ensayadas se muestran en la Tabla Il - 2. Los sistemas 33

al 35 corresponden al punto central triplicado.

Las variables dependientes se ajustaron por regresion lineal al polinomio indicado en la Ecuacion
Il - 1 por un procedimiento de regresion multiple, que permite evaluar los efectos lineales e

interaccion de las variables independientes:
VY = By + B1x1 + Byx; + B3x3 + Byx4 + Bsxs + B1yx1X; + Bi3x1x3 + B14X1X4 + B15X1X5
+ By3XyX3 + ByyXyX4 + BysXoXs + +B34X3Xx, + BasXaXs + BysXaxs

Ecuacion 11 - 1: Polinomio de ajuste de las variables dependientes.

Donde ¥ es la variable dependiente analizada, X1, X2, X3, Xa Y Xs representan las cinco variables
independientes del disefio factorial, Bo es el valor de la respuesta ajustada en el punto central del
disefio, B1, B2, Bz, B4 y Bs son los coeficientes de los términos lineales, y B12, B13, B14, B1s, B2s,

B2s, Bas, Bas, Bas, ¥ Bas, son los coeficientes de interaccion entre variables independientes.

Tabla Il - 2: Concentraciones de los cinco componentes ensayados como variables independientes, expresadas en
mg/L de medio final.
Sistema Bloque NaNQO; | MgSQ04.7H,0 | CaCl,.2H,O | Sc. B Sc.C

1 1 0 74 353 6,5 5,3
2 1 1500 0 353 6,5 0
3 1 1500 74 353 6,5 0
4 1 0 74 0 0 53
5 1 0 74 353 6,5 0
6 1 1500 0 0 0 53
7 1 1500 74 0 6,5 0
8 1 1500 0 0 6,5 53
9 1 1500 0 353 0 0
10 1 0 0 0 0 5,3
11 1 1500 0 353 6,5 5,3
12 1 0 0 0 0 0
13 1 1500 74 353 6,5 53
14 1 0 0 0 6,5 53
15 1 1500 74 0 0 53
16 1 1500 74 0 0 0
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17 1 1500 74 35,3 0 0
18 1 0 74 0 6,5 5,3
19 1 1500 74 35,3 0 5,3
20 1 1500 0 0 0 0
21 1 0 74 35,3 0 0
22 1 0 0 0 6,5 0
23 1 0 0 35,3 6,5 0
24 1 0 74 35,3 0 5,3
25 1 0 74 0 0 0
26 1 1500 0 35,3 0 5,3
27 1 0 0 35,3 0 5,3
28 1 0 0 35,3 0 0
29 1 1500 74 0 6,5 5,3
30 1 0 0 35,3 6,5 5,3
31 1 0 74 0 6,5 0
32 1 1500 0 0 6,5 0
33 1 750 37 17,65 3,25 2,65
34 1 750 37 17,65 3,25 2,65
35 1 750 37 17,65 3,25 2,65

Las condiciones de incubacidn fueron las descriptas en 11.3.3.2. Preparacion de los sistemas. El
valor de DQO inicial fue de 3075 mg O2/L y el pH inicial 7,25. Se agregaron los voliumenes
necesarios de soluciones de los componentes ensayados, y se completaron los sistemas con agua

desionizada hasta completar los 30 mL.

El crecimiento de la biomasa se siguié tomando las muestras a los dias 0, 12 y 21 de incubacién.
Se analizaron los valores de aumento de la densidad Optica y el recuento celular a los 12 y 21 dias

(referidos al valor inicial del dia 0).

111.3.6. Determinacion de la composicion bioquimica

Se realiz6 el analisis de la composicion bioquimica de los dos sistemas indicados en el apartado

111.3.4.3. Curvas de crecimiento y seguimiento del consumo de carbono.

La determinacion de lipidos se realizo por el método colorimétrico de sulfo-fosfo-vainillina, la
concentracion de proteinas se determind segun el método colorimétrico de Lowry; y el contenido

de carbohidratos se determind segin el método colorimétrico de fenol-sulfdrico. También se
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analizaron las concentraciones de pigmentos, clorofila a y carotenoides por extraccion con acetona
y determinacion colorimétrica. Los métodos se detallan en el Capitulo 11.3.5. Caracterizacion

bioguimica de la biomasa microalgal

111.3.7. Escalado

A partir de los resultados, se selecciond un sistema (3) que fue escalado en modo de alimentacion

fed-batch por pulsos, sin recoleccion de biomasa hasta el tiempo final de incubacién.

111.3.7.1. Condiciones de incubacion

Se evaluaron para el escalado dos biorreactores distintos: un tanque agitado y un Erlenmeyer de 5
L de capacidad total. EI medio de cultivo compuesto de efluente cervecero diluido con agua
desionizada fue esterilizado dentro de los recipientes en autoclave durante 20 min a 121°C.
Posteriormente se agreg6 el suplemento de solucion “B” concentrada de BG11, compuesto por
citrato amoénico férrico y EDTA disddico, esterilizado de igual modo, pero por separado. La
solucion concentrada se adiciona en 1 mL por cada 1 L de medio de cultivo. Los valores de

demanda quimica de oxigeno y pH inicial fueron de 3075 mg O2/L y 7,25; respectivamente.

En ambos casos se utilizé un volumen de inéculo de Scenedesmus quadricauda de un 10% del

total, en medio de mantenimiento agotado, de densidad dptica (DO) a 680 nm = 2,0.

Se utilizd para el tanque agitado el mismo aireador comercial descripto en Capitulo 11.3.6.1.
Condiciones de incubacion y que se muestra en la Figura Il - 19. De igual modo, la agitacion
utilizada para ambos reactores fue la misma calculada e informada en los apartados 11.3.6.1.1.
Célculo de la velocidad de agitacion y 11.4.4.1. Agitacion; dado que la densidad del cultivo de S.
quadricauda fue igual a la densidad de C. vulgaris; y los sistemas en menor escala y los
biorreactores fueron los mismos utilizados para ambas cepas; derivando de este modo en los
mismos resultados de velocidades de agitacion y potencias volumeétricas. Por lo tanto, la agitacion
en el tanque agitado fue de 500 rpm con impulsor tipo hélice marina; y en el Erlenmeyer de 5 L
fue tipo orbital a 60 rpm.

111.3.7.2. Alimentacién fed-batch pulsada

Se procedio a renovar la alimentacion fresca de efluente cervecero y solucion de citrato amoénico
férrico con EDTA esterilizados cada 6 dias de incubacion, generando de este modo pulsos de

alimentacion fresca. El proceso se realizo tres veces, a los 6, 12 y 18 dias; luego de recolectar las
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muestras para determinar el crecimiento de la biomasa. La cosecha de la biomasa para

determinacion de la composicion bioquimica se realizo sélo al final de la incubacion de 24 dias.

El volumen inicial en los sistemas fue de 0,99 L, con DQO de 3075 mg O2/L. Se considerd un
consumo de DQO de 70% en 6 dias en base a los resultados del apartado I11.4.5. Curvas de
crecimiento y seguimiento del consumo de carbono Se calcul6 el volumen a adicionar en cada
etapa de efluente cervecero sin diluir (se utilizo un lote con 37500 mg O2/L), de modo que la DQO
luego de la adicion vuelva al valor de 3075 mg O2/L. Los volumenes se consideraron aditivos en
los calculos de adicién en cada etapa. La solucion concentrada de citrato amonico férrico con
EDTA disodico se adicion6 siempre en 1 mL en cada etapa de adicion de alimentacion fresca. El
volumen final calculado para los sistemas luego de tres adiciones de alimentacion fresca fue = 1,1
L.

Figura Il - 3: Biorreactor tanque agitado esterilizado previo a la inoculacion y sistema de iluminacion.

111.3.7.3. Seguimiento de la biomasa

Se incubaron los sistemas por 24 dias, tomando muestras en el dia 0 (momento de inoculacion) y
cada 6 dias, antes de la adicion de alimentacion fresca; para la determinacion de DO a 680 nm y

del recuento en camara de Neubauer. Las determinaciones se realizaron al menos por duplicado.

138



CAPITULO III: SCENEDESMUS QUADRICAUDA

Se calcul6 la velocidad especifica de crecimiento de cada etapa de 6 dias mediante la expresion
utilizada por Farooq et al. (2013) y Shashirekha et al. (2016):

u=1In(N/No) /(t — to)

Ecuacion 11 - 2: Velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial de crecimiento

Donde N/No representa la relacion entre el valor medido de biomasa (por DO a 680 nm) en el
tiempo t y el valor medido a to (en dias).

111.3.7.4. Composicién bioquimica

Finalizado el tiempo total de incubacién de 24 dias, se procedié a tomar muestras para la
determinacion de concentracion de lipidos, carbohidratos, proteinas y pigmentos (clorofila y
carotenoides). Las determinaciones se llevaron a cabo segin descripto en Capitulo 11.3.5.

Caracterizacion bioquimica de la biomasa microalgal

111.3.7.5. Determinacion de demanda quimica de oxigeno

Finalizado el tiempo total de incubacion de 24 dias, se procedio a tomar una muestra del cultivo
del biorreactor tanque agitado para determinar la DQO al final del cultivo, segun se describe en el

apartado 111.3.4.3. Curvas de crecimiento y seguimiento del consumo de carbono

111.3.8. Aplicacién de la biomasa: perfil de &cidos grasos

La biomasa cosechada del bioreactor y del erlenmeyer fue centrifugada, lavada, liofilizada (Christ
Mod Alpha, Osterode am Harz, Alemania) y el polvo de ambos sistemas se mezclo, homogenizg,

envasé y envid para andlisis al Instituto Nacional de Tecnologia Industrial (INTI).

Se realizd una determinacion de perfil de acidos grasos segun los métodos AOCS Ce 1k-09:2009

e 1ISO 12966-4:2015, por cromatografia gaseosa de los ésteres metilicos de dichos lipidos.

En base a los resultados, se determinaron los indices hipocolesterolémico (HI), aterogénico (Al) y

trombogénico (TI), segun las expresiones de las Ecuacion 111 - 3 (Aussant et al., 2018), Ecuacion
C14:0+C16:0+C18:0
Y03
0,5y MUFA +3Y Q3 +0,5Y Q6 + /296

N -4yTI=

Ecuacion 111 - 5 (Attia et al., 2015), respectivamente.
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Hl = C18:1+C18:2+ C18:3+ C20:3+ C:20:4 + C20:5+ C22:4 + C22:6
B C14:0 + C16:0

Ecuacion 111 - 3: indice hipocolesterolémico

AI_C12:0+4-C14:0+C16:0
~ YMUFA +Y0Q3 +Y 06

Ecuacion 111 - 4: Indice aterogénico

C14:0 + C16:0 + C18:0
03
05T MUFA +3303 05506 +2 % /5 o

TI =

Ecuacion 111 - 5: indice trombogénico

I11.4. Resultados y discusion

111.4.1. Determinacién de las condiciones de cultivo

Los resultados para las variables dependientes del disefio central a cinco niveles se muestran en la
Tabla Il - 3: el aumento de la densidad dptica de la biomasa (ADQ) y el aumento en el logaritmo

de UFC de aerobios mesofilos totales (AUFC), ambos respecto al dia 0 de inoculacion.

Tabla Il - 3: Disefio central compuesto con dos variables independientes a cinco niveles y un punto central por
triplicado.
DQO -
efluente pH inicial ADOss-0g ADOz3s-0d ADOz0g-0d AUFCed-0d AUFCaz04-0d

3075 (0) 7,2 (0) 15 01 29 103 48 105 1,79 0,02 2,7 10,6
3075 (0) 7,2 (0) 15 01 2,8 10,3 52 10,1 1,81 0,01 2,2 10,3
3075 (0) 7,2 (0) 1,44 10,03 25 10,2 5 #1 1,9 10,1 25 0.1
3075 (0) 6,5 (-2) 1,48 0,05 [ 2,69 +0,03 | 4,41 0,09 | 1,61 0,04 3,3 105
3075 (0) 7,9 (+2) 1,3 0,1 25 0,5 45 0,7 34 05 2,6 0,2
1650 (-1) 6,8 (-1) 1,12 +0,04 24 0,1 43 0,3 2,8 0,3 1,2 0,5
1650 (-1) 7,5 (+1) 1,2 0,1 29 103 48 05 39 08 15 05
4500 (+1) 6,8 (-1) 16 0.1 2,19 0,07 3,8 10,3 3,7 04 2,8 0,7
4500 (+1) 7,5 (+1) 1,52 +0,03 26 10,3 42 0,2 3,7 %08 3,73 0,07
150 (-2) 7,2 (0) 0,71 0,08 2,1 0,3 3,7 101 15 0,3 05 0.1
6000 (+2) 7,2 (0) 1,68 0,09 2,1 0,3 35 104 41 10,3 4,1 +0,3
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165 79 1,01 0,04 - 35 203 <1 <1
1580 6,9 153 0,04 - 39 0,2 <1 <1
3075 7,2 19 0,1 - 53 04 <1 <1

Para todas las concentraciones de efluente cervecero ensayadas, se observo que la microalga
continué aumentando la densidad Optica hasta los 20 dias. Por otro lado, los microorganismos
aerobios del consorcio de la microalga no mostraron una tendencia clara respecto a los recuentos.
Se observd una tendencia a tener menores valores de densidad dptica al final de la incubacién (20

dias) en los valores extremos de demanda quimica de oxigeno.

Densidad 6ptica 680 nm - 6 dias de incubacion

A:DQO O+
I -
|
oo [
o/
A
BB I
0 3 6 9 12 15
Efecto estandarizado
E
=
o
[es)
©
o]
L
a
= B
&
o 8
% 7 75
S 6,5 pH

6
DQO (X 1000,0)

Figura Il - 4: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en la densidad optica (ADO), medida
a 680 nm, de la biomasa luego de 6 dias de incubacion.
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Se observa en la Figura Il - 4 (grafico A, Diagrama de Pareto) un efecto positivo significativo
(p<0,05) de la DQO sobre el crecimiento, medido en densidad optica, de S. quadricauda a los 6
dias de incubacion, asi como también el efecto cuadratico negativo del valor de DQO inicial. Los
efectos cuadraticos indican que existe un valor del rango de la variable independiente en el cual la
variable dependiente se maximiza, si es cuadratico negativo; o se minimiza, si es cuadratico

positivo.

Densidad dptica 680 nm - 13 dias de incubacién

A:DQO .
1 -
AA
BB
B:pH A
1

Efecto estandarizado

Densidad optica 680 nm

6
DQO (X 1000,0)

Figura Ill - 5: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en la densidad dptica (ADO), medida
a 680 nm, de la biomasa luego de 13 dias de incubacién.

En la Figura 11l - 5, elemento A (Diagrama de Pareto) se observa que a los 13 dias de incubacion
se invierte el principal efecto observado en la medicion a 6 dias. Se mantuvo el efecto cuadratico

negativo de la DQO, y aparece como significativo (p<0,05) el efecto cuadratico positivo del pH.
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Densidad éptica 680 nm - 20 dias de incubacidn
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Figura Il - 6: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en la densidad doptica (ADO), medida
a 680 nm, de la biomasa luego de 20 dias de incubacion.

Se observa en el diagrama de Pareto de la Figura Il - 6 se observa que a los 20 dias de incubacién
se pierden los efectos de variables independientes con la excepcion del efecto cuadratico negativo
de la DQO, que se mantuvo constante a lo largo de todas las mediciones realizadas durante el

cultivo. De manera que, en el rango de DQO ensayado, se observa un valor maximo para la DO.
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Logaritmo UFC - 6 dias de incubacion
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Figura Il - 7: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en el logaritmo del recuento de UFC
de aerobios totales (AUFC) luego de 6 dias de incubacion.

Respecto al comportamiento de los aerobios mesofilos totales, se puede observar en el diagrama
de Pareto de la Figura Il - 7 que todos los efectos de las variables independientes fueron
significativos (p<0,05) a los seis dias de incubacion: los efectos lineales fueron ambos positivos,
al igual que los efectos cuadraticos. La interaccion entre pH y DQO iniciales resultd ser antagénica,
lo cual significa que, ante el aumento de valor en una de ellas, se invierte el efecto principal de la
otra variable se invierte.
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Logaritmo UFC - 20 dias de incubacion
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Figura 111 - 8: Efecto de los valores iniciales de DQO y pH del medio de cultivo en el logaritmo del recuento de UFC
de aerobios totales (AUFC) luego de 20 dias de incubacion

Luego de 20 dias, sélo se mantienen significativos (p<0,05) para los aerobios el efecto lineal

positivo de la DQO y el cuadratico positivo del pH; seguin se observa en la Figura I11 - 8.

Se realizaron optimizaciones multiples de las variables dependientes, mediante la funcion
deseabilidad, que permite optimizar varias variables al mismo tiempo. Se analizaron dos posibles
optimizaciones, las cuales se muestran en la Tabla Il - 4: un escenario en el cual se maximiza la
densidad Optica de la microalga a los 6, 13 y 20 dias mientras que se minimiza el recuento de los
aerobios mesofilos a los 6 y 20 dias, como Optimizacion Multiple 1 (Figura IIl - 9); y otro
escenario en el cual se maximiza el crecimiento de la biomasa a los 6, 13 y 20 dias, como
Optimizacion Mdltiple 2. Las condiciones calculadas por ambas optimizaciones mdaltiples se
volvieron a ensayar para corroborar el modelo, midiendo ambas variables dependientes a los 6 y

20 dias, mostrando los resultados en la misma tabla.




Aprovechamiento de un efluente cervecero para la obtenciéon de biomasa microalgal

0,05 mm
e —

Figura 111 - 9: Imagen de S. quadricauda del sistema con valores iniciales de DQO 1580 mg O2/L y pH 6,9; a los 13
dias de incubacion.

Tabla 1l - 4: Optimizacion multiple mediante utilizacion de la funcién deseabilidad, se presentan los valores estimados
y los valores experimentales (media).

Variables : ;
independientes Variables dependientes
Deseab. DQO pH ADO ADO ADO AUFC AUFC
6d-0d 13d-0d 20d-0d 6d-0d 20d-0d
Valor
Outimizacis 6ptimo 0,87 1,1 2,4 4,7 1,3 1,4
ptlmlzaC|0n estimado
multiple 1 | 1580 | 7.1
Valor
experim. ) 15 ) 3.9 <1 <1
Valor
L optimo 1,00 14 2,4 52 - -
Optlm_lzacmn estimado 3075 79
multiple 2 !
Valor ) 19 ) 53 ) )
experim. ’ '

Se observo que en las condiciones calculadas como Optimas, los valores experimentales se
encontraron en el orden de los predichos por el modelo. Se observé que la microalga aumenta su
densidad dptica durante todo el periodo de incubacion. El aumento en el recuento de aerobios fue

menor a una unidad de logaritmo base diez, en ambos sistemas optimizados.

A partir de los resultados obtenidos, se decidid avanzar en las curvas de crecimiento con los
pardmetros de la Optimizacion 2: 3075 mg O2/L de demanda quimica de oxigeno y 7,25 de valor
de pH inicial; asi como fijar el tiempo de incubacion en 20 dias como minimo. Se observé que S.
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quadricauda fue capaz de crecer en un medio conteniendo fuentes de carbono, y controlar el
crecimiento de las bacterias del consorcio. Abinandan etal. (2015) reportaron curvas de
crecimiento similares para S. abundans en sistemas con efluente de molienda de arroz de DQO
aprox. 1600 mg O2/L, con y sin esterilizacion previa. Halfhide et al. (2014) reportaron que la
viabilidad de las bacterias heterotroficas en un cultivo de Scenedesmus no axénico con efluente

doméstico sintético descendio luego de 72 horas a menos de 30 UFC/100 mL.

Se concluy6 a partir de este ensayo que S. quadricauda no axénica mostro capacidad de
crecimiento en un medio de cultivo conteniendo efluente cervecero, siendo los valores iniciales de
concentracion de efluente medida en DQO y de pH inicial, que maximizan el aumento de la
densidad optica de la biomasa a todos los tiempos de medicion, 3075 mg O2/L y 7,25;
respectivamente. De manera que se seleccionaron estas condiciones para proceder con los
siguientes estudios. Por otro lado, se selecciond el régimen mixotréfico, ya que pruebas
preliminares no reportadas en el presente trabajo evidenciaron que la cepa utilizada de S.
quadricauda no mostrd crecimiento satisfactorio en régimen heterotrofico. Esta observacion

también fue reportada por Zhao et al. (2012).

111.4.2. Evaluacion del diluyente del efluente y pre-adaptacion de la cepa

Figura 11 - 10: Sistemas incubados en efluente con diluyente agua y BG11, con in6culos pre-adaptados y sin adaptar;
a los 7 dias de incubacion.

En la Tabla 111 - 5 se muestran los parametros cinéticos del modelo de Gompertz modificado para
los cuatro sistemas ensayados, seguidos por determinacion de densidad dptica. Se observé que el

valor asintético C fue significativamente menor (p<0,05) para el sistema diluido con agua y con
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el indculo pre-adaptado. Respecto a la velocidad especifica de crecimiento pmax, Se encontré un
valor significativamente menor (p<0,05) en el sistema diluido con medio de mantenimiento y con

la microalga sin pre-adaptar, respecto a los dos sistemas con agua.

Tabla Il - 5: Parametros cinéticos de ajuste. Letras distintas en la misma fila denotan diferencias estadisticamente
significativas (p<0,05) entre sistemas.
EF+BG11 C/PA EF+BG11 S/PA EF+AGUA C/PA EF+AGUA S/PA

C 2,0£0,12 2,1+0,1% 1,55+0,05° 1,86+0,05°

Umax (h ™) 1,102 % 0,60£0,07 2 1,3£0,2° 1,4+0,2°

lag (h) N/D N/D N/D N/D

R?adj(%); DW 89,3; 1,11 92,6; 1,57 94,5; 1,28 96,5; 2,42
En la Figura Il - 11jError! No se encuentra el origen de la referencia. se muestran las

mediciones de DO a 680 nm de las curvas de crecimiento preliminares para evaluar el diluyente

del efluente y la pre-adaptacion del indculo.
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Figura Il - 11: Curvas de crecimiento, medido por densidad 6ptica a 680 nm, de los sistemas con efluente diluido con
agua y medio de mantenimiento; y utilizando un in6culo pre-adaptado y sin pre-adaptar.

No se encontr6 para los sistemas ensayados una ventaja evidente de realizar una pre-adaptacién

del inoculo. Arriada y Abreu (2014) reportaron un comportamiento similar en Nannochloropsis

148



CAPITULO III: SCENEDESMUS QUADRICAUDA

oculata incubada con efluente de la industria de extraccion de petroleo, encontrando que la pre-
adaptacion al efluente daba un rendimiento general algo menor al de la cepa sin pre-adaptar. Si
bien no se encontraron diferencias significativas en el parametro C del ajuste de Gompertz entre
el sistema con agua S/PA 'y los sistemas diluidos con BG 11, se puede observar en la Figura Il -
12: Curvas de crecimiento, medido por recuento celular en camara de Neubauer, de los sistemas
con efluente diluido con agua y medio de mantenimiento; y utilizando un indculo pre-adaptado y
sin pre-adaptar. que los sistemas que utilizaron medio BG11 como diluyente alcanzaron mayores
(p<0,05) concentraciones finales que los sistemas que utilizaron agua. Mientras estos dos Ultimos
sistemas mantienen la densidad dptica alrededor del valor de 2 desde el dia 7 aproximadamente,
los sistemas con BG11 siguen aumentando la densidad Optica hasta alcanzar valores cercanos a 4.
En la Figura Il - 12 se observa que los sistemas diluidos con agua presentan una disminucion del
recuento celular, posiblemente debido a una fase de muerte, por lo cual no fue posible ajustar

dichas curvas por el modelo de Gompertz modificado.

Se concluy6 que la pre-adaptacion de S. quadricauda no es necesaria para mejorar el crecimiento
de la microalga, sin embargo, la suplementacion con BG11 mostré una mejora respecto a la
dilucion con agua. En funcién de estos resultados, se decidi6 estudiar cuales fueron los
componentes del medio BG11 con mayor influencia, de manera de poder diluir el efluente con
agua desionizada suplementando sélo con aquellos componentes del medio de mantenimiento que

posean efectos significativos sobre el crecimiento de S. quadricauda.
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Figura Il - 12: Curvas de crecimiento, medido por recuento celular en cAmara de Neubauer, de los sistemas con

efluente diluido con agua y medio de mantenimiento; y utilizando un in6culo pre-adaptado y sin pre-adaptar.

111.4.3. Evaluacion del efecto de componentes del medio de mantenimiento

En base a pruebas preliminares no detalladas en el presente trabajo, que evidenciaron que la cepa
utilizada de S. quadricauda no muestra crecimiento satisfactorio en régimen heterotréfico; se optd

por el régimen mixotréfico. Esta observacion también fue reportada por Zhao et al. (2012).

En la Figura Il - 14 se muestra el diagrama de Pareto de los efectos de las variables independientes
(nitrato de sodio, sulfato de magnesio heptahidratado, cloruro de calcio dihidratado; y soluciones
“B” y “C” del medio BG11) sobre el aumento de densidad dptica (respecto a los valores del dia 0)
medida a los 12 dias de incubacion. De modo analogo, la Figura Il - 15 muestra los efectos para
los 21 dias.
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Figura Il - 13: Sistemas del disefio factorial a los 12 dias de incubacion.

Diagrama de Pareto Estandarizada para DO 680 12 dias
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Figura Il - 14: Efecto de las concentraciones iniciales de las cinco variables independientes, en el aumento de la
densidad dptica (DO/DQg), medida a 680 nm, de la biomasa luego de 12 dias de incubacion.

Se observé que luego de 12 dias de incubacion, sélo la solucion “B”, que contiene citrato amonico
férrico y EDTA disodico, tuvo un efecto significativo positivo sobre el aumento de densidad
Optica. Luego de 21 dias de incubacion, se mantiene el mismo efecto de la solucién “B”, y se

suman ademas el efecto positivo del nitrato de sodio y la interaccion sinérgica entre estas dos
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variables independientes. La interaccion sinérgica, o positiva, indica que el aumento en el valor de

una de las variables acentia ain maés el efecto principal de la otra.

Diagrama de Pareto Estandarizada para DO 680 21 dias
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Figura 11l - 15: Efecto de las concentraciones iniciales de las cinco variables independientes, en el aumento de la
densidad optica (DO/DQg), medida a 680 nm, de la biomasa luego de 21 dias de incubacién.

Las Figura Ill - 16 y Figura Il - 17 muestran los efectos de las variables independientes sobre el
aumento en el recuento celular (respecto de los valores iniciales medidos en el dia 0) luego de 12

y 21 dias de incubacion, respectivamente.

Cuando se analiza el crecimiento medido por recuento celular a los 12 dias de incubacion, se
encuentra que tanto la solucion “B” como el sulfato de magnesio presentaron efectos positivos
significativos, mientras que el cloruro de calcio mostrd, al contrario, un efecto negativo. También
se encontraron interacciones significativas antagénicas del cloruro de calcio con las siguientes
especies: nitrato de sodio y sulfato de magnesio. Sin embargo, la interaccion del cloruro de calcio

con la solucion “B” fue sinérgica.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para recuento 12 dias
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Figura Ill - 16: Efecto de las concentraciones iniciales de las cinco variables independientes, en el aumento del
recuento celular (N/No), en células por mililitro, de la biomasa luego de 12 dias de incubacion.

Luego de 21 dias de incubacion, se observa que se mantuvieron los efectos significativos positivo

de la solucion “B” y antagdnico de la interaccion entre el nitrato de sodio y el cloruro de calcio.

Diagrama de Pareto Estandarizada para recuento 21 dias
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Figura Ill - 17: Efecto de las concentraciones iniciales de las cinco variables independientes, en el aumento del
recuento celular (N/No), en células por mililitro, de la biomasa luego de 21 dias de incubacion.

El nitrégeno es uno de los principales nutrientes requeridos para el crecimiento de microalgas,

forma parte de proteinas y del metabolismo de las mismas. Su deficiencia puede llevar a activar
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mecanismos secundarios como la acumulacion de lipidos. (Sarat Chandra et al., 2016; Xin et al.,
2010). El efecto positivo en el crecimiento puede indicar que el nitrogeno contenido en el efluente
podria no ser suficiente para alcanzar la maxima velocidad de crecimiento. El hierro es parte de
varias rutas metabdlicas de las microalgas, participando en la ruta de sintesis de clorofila y de la
fotosintesis en proteinas de transporte de electrones; y de aquellas de reduccién del carbono y del
nitrégeno, a amonio en este ultimo caso. Dado que la reduccion del nitrégeno requiere una cantidad
relevante de energia, la forma que suele promover el crecimiento en las microalgas es el amonio.
Se reportd que, en S. quadricauda, la disponibilidad de hierro aument6 la concentracion de
clorofila en mas del doble y el consumo de nitrato en aproximadamente seis veces respecto a los
cultivos con deficiencia de hierro (Rueler & Ades, 1987). La solucion “B” contiene el ion férrico,
solubilizado con EDTA, pudiendo tener un efecto positivo en el crecimiento principalmente por
la funcién que tiene este elemento en el rendimiento fotosintético y de aprovechamiento del
nitrégeno por reduccion. EI magnesio forma parte de la sintesis de la clorofila y el proceso
fotosintético, y su deficiencia puede generar una disminucion en la velocidad especifica de
crecimiento; sin embargo, se ha reportado para S. dimorphus que el aumento de su concentracién
mejora ligeramente la velocidad de crecimiento, pero aumenta la concentracion de lipidos en la
biomasa (Esakkimuthu et al., 2016). El efecto positivo sobre el crecimiento indicaria la necesidad
de suplementacion al medio. El calcio mostré tener un efecto negativo, cuando se observo
significativo, sobre el crecimiento de la microalga; asi mismo interacciona, en general,
antagonicamente con los demas componentes cuyo efecto principal es positivo. Si bien el calcio
forma parte del sistema fotosintético y varias rutas metabdlicas, y tiene un papel fundamental en
la estructura de la membrana y pared celular (Esakkimuthu et al., 2016). Di Caprio et al. (2018a)
y Casa et al. (2022), reportaron que el crecimiento de Scenedesmus sp. disminuyé para algunas

concentraciones de calcio, posiblemente por insolubilizacion de algunos nutrientes.

Los componentes que mostraron efectos positivos significativos sobre el crecimiento de la
microalga fueron nitrato de sodio, sulfato de magnesio heptahidratado y la solucion “B”. Se resalta
que ésta Gltima, presentd el efecto en todos los andlisis realizados. En base a los efectos
observados, se decidié avanzar con la evaluacion de curvas de crecimiento suplementadas con

nitrato de sodio, sulfato de magnesio heptahidratado y la solucion “B”.
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111.4.4. Evaluacion de curvas de crecimiento suplementadas

Se muestran en las Figura Il - 18, Figura 1l - 19 y Figura Il - 20 los resultados experimentales
obtenidos como puntos; para el Sistema 1 (NaNOs = 1500 mg/L; MgSO4.7H20 = 74 mg/L; y
solucion “B”, citrato amoénico férrico = 0,0055 mg/L y EDTA disodico = 0,001 mg/L), el Sistema
2 (NaNO3 = 750 mg/L; MgS04.7H.0 = 37 mg/L; y solucion “B”, citrato amonico férrico = 0,0055
mg/L y EDTA disoédico = 0,001 mg/L), y el Sistema 3 (Solucioén “B”, citrato amoénico férrico =
0,0055 mg/L y EDTA disddico = 0,001 mg/L); mientras que con la linea solida o de trazos se

muestran los correspondientes ajustes al modelo de Gompertz modificado.
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Figura Il - 18: Curvas de crecimiento para el Sistema 1, medido por densidad éptica a 680 nmy por recuento celular.
Los puntos y triangulos muestran los valores experimentales (valor medio) y las lineas sélida (DO 680) y punteada
(Recuento) son el ajuste segun la ecuacién de Gompertz modificada.
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Figura Il - 19: Curvas de crecimiento para el Sistema 2, medido por densidad éptica a 680 nmy por recuento celular.
Los puntos y triangulos muestran los valores experimentales (valor medio) y las lineas sélida (DO 680) y punteada
(Recuento) son el ajuste segln la ecuacién de Gompertz modificada.
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Figura Il - 20: Curvas de crecimiento para el Sistema 3, medido por densidad éptica a 680 nmy por recuento celular.
Los puntos y triangulos muestran los valores experimentales (valor medio) y las lineas sélida (DO 680) y punteada
(Recuento) son el ajuste segln la ecuacion de Gompertz modificada.

156



CAPITULO III: SCENEDESMUS QUADRICAUDA

En la Tabla Il - 6 se indican para cada sistema los parametros C y pmax. NO se observo fase lag,
por lo que se le asigno el valor de "0" para realizar el ajuste. La variable C denota el valor asintotico
de la funcion, el cual se interpreta como el mayor valor alcanzado del logaritmo de la variable
dependiente divido el valor de dicha variable al tiempo inicial y pumax €s el maximo valor alcanzado

de la velocidad especifica de crecimiento, en d*.

Tabla Il - 6: Variables de ajuste segun el modelo de Gompertz modificado. Letras distintas denotan diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05).
Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3
C 240,12 2,440,118 1,97+0,04 °
Densidad | Hmax (d) 1,0+0,1° 1,10,1° 1,55+0,09 ¢
optica lag (d) N/D N/D N/D
R?j(%); DW 95,3; 1,02 94,2, 1,02 98,5; 1,07
C 2,5+0,2 2 2,5+0,2 2 1,83+0,06 °
Recuento en | 1y (d) 090,17 0,53+0,06 ° 1,6+0,2°¢
Camara
(cel/mL) lag (d) N/D N/D N/D
R?aj(%); DW 93,4, 1,54 93,5; 2,78 95,6; 2,21

Se observé que los Sistemas 1 y 2, que contienen el ion magnesio y el ion nitrato, alcanzaron
valores de C significativamente mayores (p<0,05). Por otro lado, el Sistema 3 que no contiene
estos iones, presentd velocidades especificas de crecimiento mayores (por ambos métodos). En
estas curvas de crecimiento presentadas de la Figura Il - 18 a la Figura I11 - 20, no fue observable
una disminucion del recuento del mismo modo que se evidencia en la Figura 111 - 12. En todos los
sistemas se observé una tendencia a un mayor aumento de la concentracion de la biomasa en los
primeros dias de cultivo, dado que superan la mitad de la concentracion final en 5 — 6 dias;
guedando el restante en el triple de tiempo. Por otro lado, no se observaron diferencias
significativas entre los Sistemas 1 y 2. De manera que para los posteriores ensayos se opté por
avanzar con el Sistema 2, ya que contiene la mitad de la concentracion de sales de nitrato de sodio
y sulfato de magnesio heptahidratado y el Sistema 3, solo suplementado con la solucion B

conteniendo citrato férrico y EDTA.
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Figura Il - 21: Fotos de los sistemas 1, 2 y 3 (S1, S2 y S3, respectivamente) de S. quadricauda a los A) 6 dias y B)
20 dias de incubacion.

111.4.5. Curvas de crecimiento y seguimiento del consumo de carbono

En la Tabla 11l - 7 se muestran los parametros de ajuste por el modelo de Gompertz para las curvas
de crecimiento medidas por densidad dptica, asi como la concentracion final de biomasa alcanzada
luego de 23 dias de incubacion. No se observo presencia de fase de latencia en ninguno de los dos
sistemas. Las productividades calculadas fueron 1,7 y 1,3 g.L.d? para los Sistemas 2 y 3

respectivamente.

Tabla Il - 7: Parametros de ajuste segin el modelo de Gompertz modificado y concentracion final de biomasa.

Sistema 2 Sistema 3
C 1,8+0,12 1,77+£0,032
Hmax (d2) 1,440,2 2 2,240,4 2
lag (d) N/D N/D
R24j(%); DW 94,6; 1,05 98,9; 1,28

Letras distintas denotan diferencias estadisticamente significativas (p<0,05).
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En la Figura 111 - 22 se muestran en conjunto los resultados de la medicién de la DO de la biomasa
y de la determinacién de la DQO del medio de cultivo a lo largo de los 23 dias. Las concentraciones
finales de biomasa determinadas fueron 1,23 g/L para el Sistema 2 y 0,737 g/L para el Sistema 3.
Puede observarse que durante los primeros 6 dias de incubacion, se consume aproximadamente en
promedio el 70 % de la DQO en el medio del cultivo, mientras que durante los 17 dias restantes el
valor solo disminuye en alrededor de un 12% adicional. De modo similar, el aumento de la DO de
la biomasa durante los primeros 6 dias de incubacion fue por encima de 1,5 para ambos sistemas,
mientras que en los 17 dias restantes se observé un aumento de aproximadamente 1,9 para el
Sistema 2 y de 0,6 para el Sistema 3. Ambos sistemas aumentan su biomasa de modo similar,
mientras consumen la mayor parte del carbono disponible. Yang et al. (2000) reportaron que los
mecanismos de consumo de carbono organico y el de fotosintesis no funcionan en forma
completamente independiente, si no que la capacidad fotosintética de la microalga analizada
disminuyd en presencia de glucosa en el medio. Luego de los seis dias, cuando el consumo de
carbono se reduce, se observa que el Sistema 3 entra en una fase estacionaria, mientras que el
Sistema 2 sigue creciendo, aunque a una velocidad aparente, para esta segunda etapa, menor que
la mostrada en los primeros dias. Posiblemente esta diferencia de comportamiento se deba a la
disponibilidad de iones magnesio y nitrato que tiene el Sistema 2 que le permiten llevar a cabo
fotosintesis, mientras que el Sistema 3 encuentra deficiencia de los mismos. En la Figura Il - 21
B se observa como el Sistema 2 presenta un color verde mas oscuro, caracteristico de-aquellos
sistemas que desarrollan mayor concentracion de clorofila. Pancha et al. (2014) reportaron el

mismo cambio de color ante la deficiencia de nitrdgeno en el medio.
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Figura 111 - 22: Crecimiento de la biomasa medida por densidad Optica a 680 nm (eje vertical izquierdo) y demanda

quimica de oxigeno del medio de cultivo en mg O2/mL (eje vertical derecho), de los Sistemas 2 y 3.

Se ha reportado que la capacidad de remocion de DQO de especies de Scenedesmus puede alcanzar
el 66,8% para efluente cervecero sintético (Mata et al., 2012), aproximadamente 80% para efluente
de molienda de azucar (Shashirekha et al., 2016) y entre 65 y 80% para S. quadricauda incubada
en efluente doméstico (Han et al., 2015). Alvarez-Diaz et al. (2015) reportaron concentraciones
finales de biomasa de S. obliquus luego de 25 dias de incubacion con efluente doméstico de
tratamiento secundario entre 0,81 y 1,2 g/L; Mata et al. (2012) reportaron concentraciones entre

0,60 y 0,70 g/L de S. obliquus luego de 5 a 6 dias de incubacion en efluente cervecero sintético.

Resulta de interés analizar el comportamiento de los sistemas en los primeros 6 dias. Las
concentraciones de biomasa obtenidas en este dia de medicion para los Sistemas 2 y 3 fueron 0,65
y 0,63 g.L%; obteniendo productividades hasta este punto de 0,92 y 1,4 g.L.d? respectivamente.
La productividad del Sistema 3 calculada hasta 6 dias de cultivo es muy similar a la calculada para

el Sistema 2 luego de 23 dias. Teniendo en cuenta este andlisis, se concluye que el Sistema 3
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resulta mas conveniente dado que requiere de menor suplementacion, alcanzando la maxima

productividad en pocos dias de incubacion.
111.4.6. Composicion bioquimica

111.4.6.1. Determinacion de concentracion de lipidos, proteinas y carbohidratos

En la Figura 111 - 23 se muestran los contenidos, expresados en porcentaje de masa de analito por
masa de biomasa en base seca, de lipidos, carbohidratos y proteinas. Las concentraciones de
biomasa fueron 1,2 y 0,74 g.L* en base seca para los Sistemas 2 y 3 respectivamente. En general,
el contenido de lipidos desarrollado se encuentra entre 30 y 40% bs; el de proteinas 27 a37% y el
de carbohidratos 5 a 10%. El Sistema 2, que contiene suplementacion con nitrato, tiene un
contenido de proteinas significativamente mayor (p<0,05), mientras que los lipidos y

carbohidratos estan en concentraciones significativamente mayores en el Sistema 3.
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Figura 11 - 23: Concentracion de lipidos, proteinas y carbohidratos, expresadas en porcentaje de peso de biomolécula
por peso de seco de biomasa. Las barras muestran la media + el desvio estandar; letras distintas denotan diferencias
significativas (p<0,05) para un mismo metabolito.

Se han reportado contenidos de lipidos de 25,4% para Scenedesmus sp. en medio BG11 con
efluente urbano sintético (Wang et al., 2016); valores entre 31,7 y 49,0% para varios sistemas de
S. obliquus luego de 25 dias de incubacién con efluente doméstico de tratamiento secundario con
distintos regimenes de aireacion, iluminacion y salinidad (Alvarez-Diaz etal., 2015); y un
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promedio de 32% para Scenedesmus sp. en medio con efluente de prensado de olivas diluido con
BG11 o con agua y suplementos de macronutrientes (Di Caprio et al., 2015). Respecto al contenido
de proteinas, se reportaron porcentajes en base seca de entre 31,1 y 36,5% para S. quadricauda
incubada en medio BG11 y en efluente doméstico (Han et al., 2015); un contenido de 55,4% en S.
obliquus incubada en efluente de molienda de aztcar (Shashirekha et al., 2016). Algunos reportes
de contenido de carbohidratos son 30,8% en S. obliquus incubada en efluente de molienda de
azucar (Shashirekha et al., 2016); alrededor de 7% para S. quadricauda axénica y no axénica
incubada en efluente de acuicultura (Halfhide et al., 2014).

Pancha et al. (2014) reportaron que la deficiencia de nitrégeno en el medio deriva en un detrimento
del contenido de proteinas, pero también en la reduccion del contenido proteico de un mismo
cultivo, pudiendo suceder que las proteinas son canibalizadas ante la necesidad de nitrégeno.
También indicaron que, ante la deficiencia de nutrientes y otras condiciones de estrés, el flujo del
carbono en las microalgas cambia hacia la produccion de compuestos de alto almacenamiento
energético, como lipidos y carbohidratos, compitiendo entre si por la sintesis. La falta de nitrégeno
dio lugar a un incremento del contenido de estos compuestos en la biomasa analizada. Zhang et al.
(2021) reportaron un aumento del contenido de lipidos cuando de incub6 S. dimorphus con
efluente de produccién de &cido lactico, en deficiencia de nitrégeno del medio. También encontrd
que tanto la ausencia como las altas concentraciones de ion magnesio llevan a la acumulacién de

lipidos, aunque altas concentraciones de este ion no limitan la biomasa total alcanzada.

Retomando la discusion del apartado 111.4.5. Curvas de crecimiento y seguimiento del consumo
de carbono si bien la productividad general es mayor en el Sistema 2, el Sistema 3 tiene tendencia
a mostrar mayor productividad a los 6 dias de incubacidn, que es el periodo de tiempo necesario
para consumir alrededor del 70% del carbono disponible (medido como DQQO). Asi mismo, el
Sistema 3 presenta un contenido significativamente mayor de lipidos, debido a la posible
deficiencia de nitrogeno asimilable. Dado que la aplicacion que se busco para la biomasa obtenida
es utilizar los aceites producidos, se decidid escalar el Sistema 3, en modo fed-batch por pulsos,

reponiendo las fuentes de carbono (efluente) y nutrientes indispensables (citrato amoénico férrico).

111.4.6.2. Determinacion de concentracion de pigmentos

Se encontraron contenidos de clorofila a de 0,50 y 0,12% Yy de carotenoides de 0,25 y 0,089% para

los Sistemas 2 y 3 respectivamente. En la Figura 11l - 24 se observan graficados junto a su desvio
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estandar. El contenido de pigmentos encontrado en el Sistema 2 fue significativamente mayor

(p<0,05) que en el Sistema 3.
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Figura Il - 24: Concentracion de clorofila a y carotenoides, expresadas en porcentaje de peso de pigmento por peso
de seco de biomasa. Las barras muestran la media + el desvio estdndar; letras distintas denotan diferencias
significativas entre sistemas (p<0,05).

Se ha reportado que la deficiencia de nitrato en el medio de cultivo de Scenedesmus sp. llevo a la
reduccion significativa del contenido de pigmentos en la biomasa, que también fue observable en
la pérdida de color verde del cultivo. Asi mismo, la relacion entre carotenoides y clorofila aumento;
lo cual podria ser un mecanismo de proteccion ante el estrés oxidativo y ante la falta del nitrégeno
necesario para sintetizar clorofila (Pancha et al., 2014). Algunos de los contenidos de clorofila a
reportados en bibliografia son 0,043 a 0,38% para S. obliquus en efluente de extraccion de aceite
de oliva al 5% v/v (Hodaifa et al., 2010); porcentaje en peso seco = 0,22% para S. obliquus
incubada en efluente de molienda de azucar (Shashirekha et al., 2016) y valores entre 0,07 a 0,10%
para S. quadricauda axénica y no axenica incubada en efluente de acuicultura (Halfhide et al.,
2014). Respecto a carotenoides, se han encontrado reportes de valores entre 0,04 y 0,21% para S.

obliquus en efluente de extraccidn de aceite de oliva al 5% v/v (Hodaifa et al., 2010).

Si bien la productividad general es mayor en el Sistema 2, el Sistema 3 tiene tendencia a mostrar
mayor productividad a los 6 dias de incubacién, que es el periodo de tiempo necesario para
consumir alrededor del 70% del carbono disponible (como DQO). Asi mismo, el Sistema 3

presenta un contenido significativamente mayor de lipidos, debido a la posible deficiencia de
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nitrégeno asimilable. De manera que resulta interesante estudiar la microalga obtenida por este
proceso para la generacidn de aceites. De este modo, se decidié escalar el Sistema 3, en modo fed-
batch, reponiendo las fuentes de carbono (efluente) y nutrientes indispensables (citrato amoénico
férrico, junto al EDTA disddico).

111.4.7. Escalado

De los sistemas evaluados en los puntos 111.3.4.3. Curvas de crecimiento y seguimiento del
consumo de carbono y I11.3.6. Determinacion de la composicidn bioquimica, se procedio a escalar
el Sistema 3, en modo de alimentacion pulsada fed-batch, utilizando un Erlenmeyer de 5 L en
agitacion orbital, o un tanque agitado de 3 L. El criterio utilizado para determinar los pulsos de
alimentacion fue el de agregar la cantidad de medio fresco necesario para reponer la DQO inicial
en periodos de 6 dias, ya que es donde se observo el maximo crecimiento y consumo de nutrientes
(Figura 111 - 22). En la Figura 11l - 25 se muestra el tanque agitado y su correspondiente sistema

de iluminacioén.

Figura Il - 25: Biorreactor tanque agitado con cultivo de S. quadricauda. Imagenes tomadas durante la incubacion y
toma de muestras.
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111.4.7.1. Seguimiento de la biomasa

Las concentraciones finales de biomasa, en base seca, obtenidas fueron 1,68 y 0,887 g/L para los
biorreactores tanque agitado y Erlenmeyer 5 L respectivamente. En las Figura 11l - 26 y Figura 111
- 27 se muestran las mediciones de la biomasa cada seis dias durante los 24 dias de incubacién,

por densidad Optica y por recuento en camara.
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Figura Il - 26: Seguimiento de la biomasa en los biorreactores por densidad optica a 680 nm. Las barras muestran la
media * el desvio estandar del método.

Se puede observar que el sistema en el biorreactor tanque agitado mostré mejor crecimiento que
el sistema en el frasco Erlenmeyer de 5 L de capacidad. Del mismo modo que se discutio esta
diferencia para C. vulgaris en el Capitulo 11.4.4.2. Curvas de crecimiento, posiblemente la
agitacion y burbujeo del tanque agitado mejora el acceso a los nutrientes y mejora el nivel de
oxigeno disuelto. En el régimen mixotrofico, si bien ocurre el proceso fotosintético, para el
consumo de fuentes de carbono es necesario también consumir oxigeno (Yang et al., 2000). Mas
aun, las microalgas en suspensiéon podrian tener mejor acceso a la incidencia de luz con un

mezclado mas eficiente, como el del tanque agitado.
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Figura Il - 27: Seguimiento de la biomasa en los biorreactores por recuento en camara de Neubauer. Las barras

muestran la media + el desvio estandar del método.

Si bien los sistemas en menor escala se realizaron en cultivo batch, y el escalado se realizé en fed-
batch por pulsos; se puede comparar el valor de velocidad especifica de crecimiento calculada
segun la Ecuacion I11 - 2 para el Sistema 3 en menor escala, asi como su densidad dptica y recuento
celular, a los 6 dias de incubacidn; tiempo al cual los sistemas escalados ain no han tenido
reposicion de alimentacion fresca. Para el Sistema 3 en Erlenmeyer de 250 mL se obtuvo un
aumento de la DO 680 nm (respecto al valor de inoculacion al dia 0) a los 6 dias de 1,53; un
aumento del recuento celular de 3,11.10° células/mL; y una p de 0,292 d1. Para el mismo Sistema
3, incubado hasta el dia 6 en el reactor tanque agitado y en el Erlenmeyer de 5 L de capacidad, el
aumento de la DO fue 1,32 y 1,30; el aumento del recuento celular 3,86.10° y 3,05.10° células/mL;
y la p fue 0,324 y 0,406 d*, respectivamente. Los valores para las tres variables calculadas para

los tres sistemas de cultivo se encuentran en valores similares en todos los casos.

Se observa en la Tabla Il - 8 que, para ambos biorreactores, la velocidad especifica de crecimiento
y el aumento en la concentracidn de biomasa de cada etapa de seis dias tienden a disminuir con el
avance de los dias. Una posible explicacion es la acumulacion de compuestos con efectos

inhibitorios o biocidas al ir alimentando con efluente fresco, del mismo modo que reporta Di
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Caprio et al. (2018b) en el cultivo fed-batch de Scenedesmus sp. con efluente de prensado de

olivas.
Tabla Il - 8: Velocidades especificas de crecimiento y concentraciones maximas de biomasa de cada etapa de seis
dias del cultivo fed-batch por pulsos.
Biorreactor Erlenmeyer 5L Biorreactor Tanque Agitado
Etapa u (dh Conc. maxima (g/L) u (dh Conc. méaxima (g/L)

0 - 6 dias 0,41 0,48 0,32 0,48

6 - 12 dias 0,054 0,20 0,11 0,50

12 - 18 dias 0,022 0,099 0,051 0,39

18 - 24 dias 0,023 0,12 0,030 0,29

Se encontrd que fue posible escalar satisfactoriamente el cultivo S. quadricauda en régimen fed-
batch por pulsos, logrando mejores parametros cinéticos con el biorreactor tanque agitado; y por

lo tanto, logrando hasta duplicar la concentracién final de biomasa alcanzada.

111.4.7.2. Composicion bioquimica

Finalizado el tiempo total de incubacion de 24 dias, se procedié a tomar muestras para la
determinacion de concentracion de lipidos, carbohidratos, proteinas y pigmentos (clorofila y

carotenoides).

En la Tabla 111 - 9 se muestran los valores de porcentaje en peso de biomoléculas y pigmentos para
los dos sistemas escalados, y el sistema sin escalar que fue incubado con la misma composicion
inicial de medio de cultivo, en todos los casos al final del tiempo total de incubacidn. El sistema

sin escalar fue sometido a un régimen completamente batch.

Tabla Il - 9: Porcentaje en peso base seca de lipidos, proteinas, carbohidratos, clorofila y carotenoides contenidos en
la biomasa. Letras distintas denotan diferencias estadisticamente significativas para cada metabolito (p<0,05).

0,
% pesob/_ peso seco de Lipidos Proteinas Carbohidratos Clorofila a Carotenoides
I0masa
Reactor TA 2714232 | 3244424 4,17+0,15 2 0,186+0,0362 | 0,103+0,027 2
Reactor Erl_'e”meyer 26942228 | 337+44° | 5644020 0,0630,012 | 0,060+0,016 2
S'Stemanf’L()E”' 250 39,6454 b 27,5439 2 8,96+0,56 © 0,121+0,035% | 0,086+0,036 2
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Se observaron cantidades significativamente (p<0,05) menores de lipidos y carbohidratos, y una
tendencia a mayor contenido de proteinas, en los sistemas con régimen fed-batch por pulsos.
Respecto a los pigmentos, se observd que el biorreactor Erlenmeyer 5 L mostré un contenido
significativamente menor de clorofila a que el biorreactor tanque agitado, sin embargo, no hubo
diferencias significativas en el porcentaje de carotenoides. La menor concentracion de lipidos y
carbohidratos en los sistemas con alimentacion fed-batch podrian indicar que este tipo de
alimentacion reduce el estrés celular por falta de nutrientes, dado que éste es una de las causa de
aumento de la concentracion de estas biomoléculas como sistema de supervivencia (Pancha et al.,
2014).

Sarat Chandra et al. (2016) encontraron que el contenido de lipidos en S. obtusus en un medio
formulado con acetato como fuente de carbono pudo ascender a 26,8%. Msanne et al. (2020)
reportaron porcentajes en base seca de lipidos de 27% para S. quadricauda en efluente cervecero
y para S. obliquus en efluente de industria avicola y 26,5% para S. Obliquus en efluente de planta
municipal. (Zhang et al., 2021) reportaron porcentajes entre 25 y 34% de lipidos para distintos
sistemas de efluente de produccion de acido lactico con distintas sales suplementadas del medio
BG11, para S. dimorphus. Msanne et al. (2020) reportaron porcentajes en bs de proteinas entre 19
y 28,5% para S. Obliquus en efluente de planta municipal y 54,5% para un consorcio conteniendo
Scenedesmus sp. con efluente de planta de tratamiento municipal diluido al 10-15%; asi como
porcentajes (bs) de carbohidratos de = 9% para un consorcio conteniendo Scenedesmus sp. con
efluente de planta de tratamiento municipal diluido al 10-15%. (Rai & Gupta, 2017) reportaron
contenidos de hidratos de carbono entre 17 y 30% para S. abundans en diferentes medios de

cultivo.

A partir de los resultados obtenidos, se pudo calcular la productividad global de lipidos luego del
total del periodo de incubacion, obteniendo valores de 57,5 mg.Lt.d? para el sistema en el
biorreactor tanque agitado; de 30,6 mg.L ™ .d* para el sistema en el biorreactor Erlenmeyer de 5 L;

y de de 24,2 mg.L.d? para el sistema en menor escala (Erlenmeyer de 250 mL).

El escalado de S. quadricauda permitio mejorar la productividad de lipidos, posiblemente
mediante la reduccion del estrés por falta de nutrientes; sin afectar significativamente los

porcentajes de proteinas y pigmentos.
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111.4.7.3. Determinacion de demanda quimica de oxigeno

Finalizado el tiempo total de incubacion de 24 dias, se procedié a tomar muestras del cultivo en el

biorreactor tanque agitado para la determinacion de la DQO en el medio agotado.

Si bien la DQO inicial fue de 3075 mg O2/mL, y cada 6 dias se volvié a ajustar al mismo valor, la
cantidad total de carbono adicionada al sistema, medida en DQO, fue de = 9313 mg O2/mL. El
valor final medido fue de 3445 + 20 mg O2/mL. El carbono total consumido durante el periodo
completo de incubacion fue de = 5868 mg O2/mL. Esto representa un aumento del 236% en la
cantidad de carbono aprovechado del medio de cultivo en comparacion al Sistema 3 en menor
escala y en modo batch, cuya cantidad de carbono total consumida en todo el periodo de cultivo,
medida como DQO, fue de 2480 mg O2/mL. Por lo tanto, el régimen fed-batch por pulsos aplicado

durante el escalado, permite aprovechar una mayor cantidad de carbono con cada cultivo.

111.4.8. Aplicacién de la biomasa: perfil de &cidos grasos

En la Tabla Il - 10 se muestran los resultados de la determinacion del perfil de acidos grasos,
expresados en gramos de acidos grasos por cada 100 g de ésteres metilicos. Se observé que el
54,9% de los acidos grasos son insaturados (al menos un doble enlace); del restante
aproximadamente la mitad son saturados y otra mitad no identificados (Figura 11l - 28). Los &cidos
no identificados podrian ser &cidos insaturados de cadena més larga a los analizados, los cuales no
pueden ser determinados por el método disponible (Clapper, 2009); posiblemente porque las
microalgas poseen una diversificacion de acidos grasos mayor en comparacion con plantas
superiores (de Souza et al., 2020). La relacion en peso de acidos poliinsaturados respecto a los
saturados (P/S) fue 1,25.

Maltsev & Maltseva (2021) reportaron que los principales &cidos grasos que produce la clase
Chlorophyceae, en la cual se encuentra Scenedesmus, son C16:0, C16:4, C18:1, C18:2, C18:3. Rali
& Gupta (2017) reportaron 26,8% de acidos grasos monoinsaturados y 25,2% de poliinsaturados
en lipidos extraidos de S. abundans cultivada en medio Fogg’s. Zhang et al. (2021) encontraron
para S. dimorphus porcentajes de acidos grasos saturados de 31,6 y 28,6% cuando se incubd en
medio BG11 y en efluente sintético similar al de la produccion biotecnoldgica de acido lactico,
respectivamente. Para esta misma microalga en el efluente sintético, encontrd también 53,8% de

acidos grasos monoinsaturados y de 17,1% poliinsaturados.
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Tabla Il - 10: determinacion de &cidos grasos, resultados expresados en gramos de acido graso por cada 100 gramos
de ésteres metilicos.

Acidos Grasos % m/m Nombre
C6:0 1,0 Acido hexanoico
C13:0 1,5 Acido tridecanoico
C16:0 17,3 Acido palmitico
C16:1(72) 2.3 Acido palmitoleico (7-cis)
C16:1 (92) 0,9 Acido palmitoleico (9-cis)
C18:0 1,7 Acido estearico
C18:1 (112) 2.9 Acido 11-octadecenoico
C18:1 (92) 21,0 Acido oleico
C18:2 (92,122) 7.8 Acido linoleico
C18:3 (92,127,157) 180 | Acido o-linolénico
C20:0 0,4 Acido eicosanoico
C20:1 (112) 0,5 Acido 11-eicosenoico
C20:2 (11Z2,142) 15 Acido eicosadienoico
No identificados 23,4 -
30,0
25,0
20,0
£
€
® 150
10,0
5,0
0,0
Monoinsaturado Poliinsaturado ~ Saturado No idenficado

Figura Il - 28: Porcentaje de acidos grasos por grupo de saturacion en los lipidos de S. quadricauda.

Comparando el perfil de &cidos grasos de la biomasa cultivada en el presente trabajo con aceites
vegetales de consumo habitual, se encontrd que contiene un porcentaje similar de acidos grasos
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saturados al de aceite de maiz (25,1 + 1,8 %), aceite de mani (19,20 + 0,37 %) y aceite de canola
(17,40 = 0,67 %); el porcentaje de acidos grasos monoinsaturados fue similar al aceite de maiz
(26,8 £ 1,2 %), aceite de palma (22,5 + 2,2 %), aceite de girasol (31,5 + 4,5 %), aceite de soja
(28,5 + 1,2 %) y aceite de canola (23,2 + 2,9 %); y el porcentaje de &cidos grasos poliinsaturados
se asemeja al del aceite de canola (30,7 + 1,7 %) y aceite de mani (20,7 + 2,9 %). La relacion P/S
de los lipidos de S. quadricauda se encontro en el mismo orden que dicha relacion para aceite de
maiz 1,91; aceite de mani 1,4 y aceite de canola 3,2. Los aceites con menor proporcion de acidos
grasos saturados son mas recomendados para el consumo humano, y el valor minimo recomendado
de esta relacion es 0,4 (Kostik et al., 2013; Popova et al., 2016). De un analisis de numerosos tipos
subproductos del refinado de aceites vegetales de consumo humano, los cuales se utilizan en
formulaciones para alimentacion animal, se reportaron un contenido de &cidos grasos saturados de
23,0 £10,6 y 59,8 + 25,7 % y un contenido de &cidos grasos monoinsaturados (cis) de 43,4 + 15,7
y 33,2 £ 22,4 %, respectivamente. Respecto a los acidos grasos poliinsaturados, se reportd un
contenido de acidos Q-3 de 1,4 £ 1,0 y 0,3 £ 0,3 %; y un contenido de acidos Q-6 32,2 + 18,1y
6,7 £ 3,4 %, respectivamente (Varona et al., 2021). Los lipidos de S. quadricauda contuvieron
18,0 % de &cidos Q-3 y 9,3 % de acidos Q-6. El contenido de Q-3 de los lipidos de S. quadricauda
supera ampliamente al reportado en los subproductos que se utilizan para formular productos de
alimentacion animal; mientras que el contenido de Q-6 se encuentra dentro del rango de los dos
tipos de subproductos de refinado de aceite informado por Varona etal. (2021). La baja
concentracion de Q-3 tiene consecuencias perjudiciales en la salud humana, por lo cual una
estrategia para atacar este problema es la obtencion de productos carnicos, avicolas y de
acuicultura con alto contenido de este tipo de acidos grasos; lo cual se logra a través de una

alimentacion animal rica en los mismos (Maltsev & Maltseva, 2021).

Los indices hipocolesterolémico (HI), aterogénico (Al) y trombogénico (TI) son relaciones entre
acidos grasos insaturados y saturados especificos, que tienen efectos positivos y negativos sobre
la salud, respectivamente. EI HI relaciona acidos grasos que favorecen la disminucién del nivel de
colesterol con &cidos grasos que tienen el efecto de aumentarlo. El Al relaciona &cidos grasos que
promueven la adhesion de grasas en las paredes del sistema circulatorio con aquellos que tienen el
efecto opuesto. EI T1 muestra la relacion entre acidos grasos que promueven y mitigan el riesgo
de formacion de trombos (Fernandez et al., 2007; Garaffo et al., 2011; Aussant et al., 2018). Los
valores de HI, Al y TI del perfil de acidos grasos de la biomasa de S. quadricauda, fueron 2,8;

0,32y 0,26; respectivamente. Aussant et al. (2018) reportaron valores de HI para ocho especies de
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microalgas distintas de entre 0,60 y 2,4; a mayor valor HI, mayor es el beneficio nutricional.
Valores por encima de 2,5 son muy favorables (Fernandez et al., 2007). Respecto a los indices Al
y TI, el valor recomendado para una dieta saludable en humanos es menor a 0,5 (Popova et al.,
2016). Vale la pena destacar que aproximadamente 23,4% m/m de los &cidos grasos no pudieron
ser identificados (Tabla Il - 10), por lo tanto, no fueron tenidos en cuenta para el célculo de los
indices. De manera que se espera que estos indices puedan arrojar mejores valores que los aqui

obtenidos.

Por lo expuesto anteriormente, se concluye que los lipidos extraidos de la biomasa de S.
quadricauda presentan un perfil de alto valor nutricional, por lo cual tendrian el potencial de

aplicarse a la nutricion humana y animal.

111.5. Conclusiones

En el presente capitulo se demostré que es posible cultivar Scenedesmus quadricauda no axénica
en un medio de cultivo que contiene efluente cervecero. La microalga aumenté su densidad Optica
a lo largo de 6, 13 y 20 dias al mismo tiempo que fue capaz de controlar el crecimiento de la
poblacion de aerobios acompafante. Del analisis de las mediciones realizadas a los 6 dias se
observé que la concentracion inicial de efluente cervecero, expresada en DQO, tuvo un efecto
lineal positivo y un efecto cuadratico negativo significativo en la densidad dptica de la biomasa;
mientras que tanto el pH como la DQO tuvieron efectos significativos sobre el crecimiento de
aerobios, lineales y cuadraticos positivos, asi como interaccion antagénica entre ellas. Luego de
13 dias, el efecto lineal de la DQO sobre la biomasa se invirtid, siendo negativo, mientras que se
mantuvo el efecto cuadratico; y aparecio el efecto significativo cuadratico positivo del pH. A final
de la incubacidn, luego de 20 dias, el Unico efecto significativo sobre la DO de la biomasa que se
mantuvo fue el cuadratico negativo de la DQO del efluente; mientras que para el crecimiento de
aerobios el efecto lineal de la DQO inicial fue positivo y el cuadratico del pH fue positivo. De las
optimizaciones multiples realizadas y corroboradas sobre el disefio, se optd por continuar con los
valores de DQO inicial de 3075 mg O2/mL y un pH inicial de 7,25 para la incubacion, ya que estas

condiciones maximizaron la densidad Optica en todos los intervalos estudiados.

De la evaluacion del diluyente del efluente y de la pre-adaptacion de la microalga se concluy6 que
es necesario suplementar el agua desionizada utilizada para diluir el efluente, dado que los sistemas
sin suplementos evidenciaron una fase de muerte cuando se sigui6 el crecimiento por recuento

celular. Por otro lado, la pre-adaptacion de la cepa no tuvo un efecto positivo en el crecimiento de
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la microalga. Se observo en los pardmetros cinéticos que el sistema diluido con agua y pre-
adaptado un valor de C significativamente menor; mientras que la velocidad especifica fue
significativamente mayor en los sistemas diluidos con agua respecto al sistema con BG11 sin pre-
adaptar. La fase de latencia no pudo ser determinada mediante ajuste al modelo de Gompertz
modificado. Las curvas de crecimiento medidas por recuento celular en cdmara de Neubauer no
pudieron ser ajustadas para todos los sistemas mediante dicho modelo; debido a la aparicion de

una fase de muerte en los sistemas diluidos con agua.

A partir de los resultados observados en los ensayos de evaluacion de los efectos de algunos de los
componentes del medio de mantenimiento BG-11, y las posteriores curvas de crecimiento, se
concluyd que suplementaciéon del medio a base de efluente cervecero y agua destilada con la
solucion “B” de citrato amodnico férrico y EDTA (Sistema 3), asi como la adicioén de nitrato de
sodio y sulfato de magnesio heptahidratado (Sistema 2), retrasa la fase de muerte en S.
quadricauda. Por otro lado, no resultd en un beneficio adicional la suplementacion con cloruro de

calcio y los otros micronutrientes del medio de mantenimiento BG11.

Fue posible seguir simultdneamente el crecimiento de la biomasa, por densidad Optica, y el
consumo de carbono, por medicion de la DQO, para los Sistemas 2 y 3; obteniendo valores de
velocidad de crecimiento de 1,4 y 2,2 d!, respectivamente. No se observé presencia de fase de
latencia en ninguno de los dos sistemas. Las productividades calculadas fueron 1,7 y 1,3 g.L1.d*?
para los Sistemas 2 y 3 respectivamente. En los primeros 6 dias de incubaciéon se consumid
alrededor del 70% de la carga de carbono en el medio de cultivo, medida en DQO. Durante el
tiempo restante de incubacion, el porcentaje de consumo se incrementa aproximadamente en 12%
adicional. Durante los dias de mayor consumo de carbono, se observd que ambos sistemas
presentaron un comportamiento similar en sus curvas de crecimiento. Durante el tiempo restante
de incubacion, se observo que el sistema que contenia iones magnesio y nitrato continud
aumentando su biomasa mientras que el Sistema 3 ingreso en una etapa mayormente estacionaria.
Los resultados de productividad a los 6 dias de incubacion fueron de 0,92 g.L.d! para el Sistema

2yde1,4q.Ltd? parael Sistema 3.

Se encontraron porcentajes de proteinas, lipidos y carbohidratos de 38,1; 29,1 y 4,92% en el
Sistema 2 y de 27,5; 39,6 y 8,96% en el Sistema 3, respectivamente. El Sistema 3 presento
contenidos significativamente mayores de lipidos y carbohidratos; y significativamente menor de
proteinas. Respecto a la determinacion de pigmentos, el contenido encontrado en el Sistema 2 fue
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significativamente mayor que en el Sistema 3; presentando valores de 0,496 y 0,121% para

clorofila a; y 0,252 y 0,0886% para carotenoides, respectivamente.

El Sistema 3 se pudo escalar satisfactoriamente en un biorreactor tanque agitado de 3 L de
capacidad nominal y en un biorreactor frasco Erlenmeyer de 5 L de capacidad nominal, en un
régimen fed-batch por pulsos. EI medio a base de efluente cervecero previamente esterilizado, se
repuso como alimentacion fresca, cada 6 dias, en cantidad necesaria para retornar a las
concentraciones iniciales de carbono y catién hierro (I11) del dia 0 de incubacién. El periodo total
analizado fue de 24 dias. El sistema en el biorreactor tanque agitado mostré un mejor crecimiento,
obteniendo mayores valores de densidad dptica a medida que avanzo el tiempo de incubacién, y
una tendencia similar, aunque menos marcada, en el recuento celular. Las concentraciones finales
de biomasa, en base peso seco, obtenidas fueron 1,68 y 0,887 g/L para los biorreactores tanque
agitado y Erlenmeyer 5 L respectivamente. La comparacion de pardmetros cinéticos con el sistema
en menor escala de llevé a cabo luego de 6 dias de incubacidn, antes de la primera alimentacion
fresca, encontrando que tanto la velocidad especifica de crecimiento (exponencial) como los

aumentos en la densidad dptica a 680nm y en el recuento celular mostraron valores similares.

En la caracterizacion bioguimica de la biomasa cosechada luego de 24 dias de incubacion se
encontrd que el contenido de proteinas en ambos biorreactores no tuvo diferencias significativas
entre si, ni cuando se comparo con el sistema en menor escala. Este Gltimo, present6 un contenido
de lipidos y carbohidratos significativamente mayor que el de los dos sistemas escalados; los
cuales presentaron a su vez diferencias entre si para hidratos de carbono (siendo el sistema en el
tanque agitado el de menor contenido), pero no para lipidos. Se resalta que la productividad global
de lipidos calculada (al final del periodo total de incubacion en todos los sistemas) en base a los
resultados obtenidos fue de 57,5 mg.Lt.d? para el sistema en el biorreactor tanque agitado; de
30,6 mg.Lt.d? para el sistema en el biorreactor Erlenmeyer de 5 L; y de 24,2 mg.L1.d? para el
sistema en menor escala (Erlenmeyer de 250 mL); duplicando asi la misma para el sistema
escalado en el tanque agitado. El sistema incubado en el biorreactor tanque agitado fue capaz de

consumir carbono proveniente del efluente en mas de 200% respecto al sistema en menor escala.

Los lipidos de la biomasa presentaron un perfil nutricional adecuado, tanto para alimentacion
humana como animal. Mas de la mitad de los acidos grasos fueron insaturados; y la relacion p/p

encontrada de acidos grasos poliinsaturados respecto a saturados fue de 1,25. Los indices
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hipocolesterolémico, aterogénico y trombogénico del perfil de acidos grasos determinado para la

biomasa de S. quadricauda cumplieron y mejoraron los valores recomendados.

Por ultimo, se concluye que el efluente cervecero resulté una fuente de nutrientes adecuada para
el crecimiento de S. quadricauda y la produccién de biomasa para potencial obtencién de lipidos

con un perfil de acidos grasos adecuado para nutricion.
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IV.1. Conclusiones generales

Como conclusiones generales se puede resaltar que:

C. vulgaris crecid satisfactoriamente en un medio de cultivo a base de efluente cervecero
con mayor concentracion de DQO que S. quadricauda.

Ambas cepas se adaptaron rapidamente al medio conteniendo carbono, dado que no
presentaron fase de latencia.

Ambas cepas no axenicas pudieron crecer satisfactoriamente en consorcio con sus
microorganismos acomparantes.

C. vulgaris mostr6 una velocidad especifica de crecimiento mayor, dado que alcanzé su
concentracion méaxima de biomasa en aproximadamente 2 dias, mientras que S.
quadricauda tard6 al menos 6 dias en alcanzar la fase estacionaria.

C. vulgaris pudo crecer en régimen de cultivo heterotréfico, mientras que S. quadricauda
requirio de un fotoperiodo de 12 horas.

C. vulgaris no requirié de suplementacién en el medio de cultivo, mientras que para S.
quadricauda fue necesaria la adicién de citrato amdnico férrico solubilizado con EDTA
disadico.

Respecto a los sistemas escalados: para C. vulgaris la concentracion final de biomasa
obtenida fue 1,08 y 0,85 g/L para el biorreactor tanque agitado y el Erlenmeyer de 5L,
respectivamente, luego de 72 horas de incubacion. Para S. quadricauda las concentraciones
finales de biomasa, en base seca, obtenidas fueron 1,68 y 0,887 g/L para los biorreactores
tanque agitado y Erlenmeyer 5L respectivamente, luego de 24 dias de incubacion.

Para ambas microalgas, el sistema escalado en el biorreactor tanque agitado con burbujeo
permitio un mejor crecimiento que el sistema en el Erlenmeyer de 5 L con agitacion orbital.
Ambas microalgas requirieron de un tipo de agitacién axial mediante una hélice tipo
marina debido a su tendencia a sedimentar. Esta caracteristica resulta relevante para la
separacion de la biomasa posterior a la cosecha.

Respecto a la composicion bioquimica, C. vulgaris presentd 31-33% de proteinas, 27 — 37

% de lipidos y 7,8 — 14 % de carbohidratos (en régimen heterotréfico y batch); mientras
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que S. quadricauda desarrollo 32 — 34% de proteinas, 27 % de lipidos y 4,2 — 5,6 % de
carbohidratos (en réegimen mixotrofico y fed-batch por pulsos). La composicién quimica
es muy similar en cuanto a contenidos macromoléculas.

El contenido de pigmentos encontrado en C. vulgaris fue 0,23 —0,42% de clorofilaay 0,14
— 0,25 % de carotenoides; mientras que en S. quadricauda fue 0,06 — 0,19 % y 0,06 —
0,10%, respectivamente. Los porcentajes de pigmentos son mayores en Chlorella, a pesar
del modo de cultivo heterotrofico.

La biomasa de C. vulgaris se pudo aplicar como bioestimulante de crecimiento vegetal,
mostrando especial eficiencia en la promocion del desarrollo de raices de semillas y
cotiledones (efecto similar a auxinas), siendo la performance similar a un producto
comercial a base de microalgas.

Para la biomasa de S. quadricauda se pudo caracterizar el correspondiente perfil lipidico,
y se pudo concluir que el mismo tiene una composicién similar a aceites vegetales de
consumo humano y productos nutricionales de consumo animal, asi como relaciones acidos
grasos insaturados respecto a saturados beneficiosas para la salud.

Los nutrientes presentes en el efluente cervecero pudieron ser convertidos, al menos en

parte, en biomasa microalgal con potencial utilizacién como productos comerciales.

1VV.2. Recomendaciones

Del presente trabajo se identificaron las siguientes consideraciones para el futuro:

Evaluar el potencial cultivo en serie de C. vulgaris y S. quadricauda, de modo de
aprovechar el alto contenido de carbono para el crecimiento de Chlorella, la cual tolera
valores més altos de DQO. Una vez que la DQO ha disminuido, se cosecharia la biomasa
y el medio se utilizaria entonces para cultivar Scenedesmus. Se deberia estudiar el impacto
del consumo de nutrientes distintos del carbono por parte de C. vulgaris en la
disponibilidad a continuacion para S. quadricauda, asi como la necesidad de esterilizacion
intermedia.

Ensayar el efluente sin esterilizar, y sin congelado previo para almacenamiento; de modo
de reducir operaciones unitarias del proceso y, por ende, el costo. Luego, corroborar la
inocuidad del producto obtenido dependiendo del tipo de aplicacién a la que se destine la

biomasa.
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

« Para las aplicaciones propuestas en el presente trabajo no fue necesario la caracterizacion
microbiologica del consorcio acompariante de las cepas no-axénicas. Sin embargo, para
aplicaciones de la biomasa directa en nutricion humana o animal, seria necesario realizar

este estudio.
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ANEXO I: Difusion de los resultados de la tesis

Parte de los resultados de la presente tesis fueron publicados y difundidos en la revista
internacional, libros de trabajos completos y resimenes, y eventos cientificos enunciados a
continuacion. Otra parte de los resultados, se encuentra en proceso de redaccion para la produccion

de dos articulos cientificos.
Publicaciones en revistas internacionales:

® J. Lois-Milevicich, N. Cas4, P. Alvarez, R. Mateucci, V. Busto & M. de Escalada Pla.
“Chlorella vulgaris biomass production using brewery wastewater with high chemical
oxygen demand”, Journal of Applied Phycology (2020) 32:2773-2783, DOI:
10.1007/s10811-020-02163-8

Publicaciones en libros de trabajos completos:

® Lois Milevicich J., Alvarez P., Mateucci R., Casa N., de Escalada Pla M., Busto V.,
Gutiérrez M.C. "Produccién de Chlorella vulgaris utilizando un efluente cervecero como
sustrato”. Congreso latinoamericano de ingenieria y ciencias aplicadas. Argentina, abril de
2018. ISBN: 978-987-46333-1-6 (pags. 787-793).

Publicaciones en libros de resimenes:

® Lois Milevicich J., Casa N., Mateucci R., Alvarez P., Gutiérrez M.C., de Escalada Pla M.
“Utilizacion de un subproducto cervecero para el cultivo de S. quadricauda y obtencion de
acidos grasos de biomasa microalgal”. Segundo Taller de Biotecnologia Aplicada a la
Tecnologia de Alimentos. Argentina, octubre de 2022. ISBN 978-987-1978-59-5 (pag. 46).

® J. Lois-Milevicich, N. Casa, P. Alvarez, R. Mateucci, V. Busto, M. de Escalada Pla.
“Crecimiento de Scenedesmus quadricauda en medio de cultivo preparado a base de
efluente cervecero”. 5to. Congreso Argentino de Ingenieria y 3er. Congreso
Latinoamericano de Ingenieria. Argentina, octubre de 2021. ISBN 978-987-88-1872-6
(pag. 478).

® Lois Milevicich J., Alvarez P., Argumedo Moix M., Mateucci R., Casa N., Gutiérrez M.C.,
de Escalada Pla M. “Escalado de la produccién de Chlorella vulgaris utilizando un

subproducto de la industria cervecera artesanal como sustrato”. Primer Taller de
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Biotecnologia Aplicada a la Tecnologia de Alimentos. Argentina, julio de 2019. ISBN 978-
987-1978-50-2 (pag. 41).

® Lois Milevicich J., Alvarez P., Mateucci R., de Escalada Pla M., Busto V. "Influencia de
la concentracion de un efluente cervecero y del pH en la produccién de biomasa de
Chlorella sp”. IV Simposio argentino de procesos biotecnoldgicos. Argentina, diciembre
de 2016. ISBN: 978-987-558-428-0 (pags. 236-237).

Difusion en eventos cientifico-tecnolégicos:

® J. Lois-Milevicich, P. Alvarez, R. Mateucci, N. Casa, V. Busto, M. C. Gutierrez, A.
Giulietti, M. de Escalada Pla. "Evaluation of the growth kinetics of Scenedesmus
quadricauda cultivated in brewery wastewater”. AlgaEurope 2019 Conference. Francia,
diciembre de 20109.

® Lois Milevicich J., Alvarez P., Mateucci R., Casa N., de Escalada Pla M., Busto V.,
Gutiérrez M.C. "Influencia de la concentracion de un efluente cervecero y del pH inicial
en el crecimiento de Scenedesmus quadricauda”. 1° Congreso Latinoamericano de
Ingenieria de Procesos y Productos. Argentina, octubre de 2018.

® Lois Milevicich J., Alvarez P., Mateucci R., Casa N., de Escalada Pla M., Busto V.
"Estudio de la composicion bioquimica de Chlorella vulgaris cultivada en efluente

cervecero”. VI Congreso Latinoamericano de Biotecnologia Algal. Peru, octubre de 2017.
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