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1. SINOSPSIS

La crisis energética intensifica la busqueda derradtivas econdmicas para la generacion de
energia, que estén asociadas a la proteccion dkd mebiente. En este contexto se ha estudiado la
posibilidad de desarrollar un cultivo de un congode microalgas autéctonas obtenidas de aguas
residuales.

Las microalgas son conocidas por generar una gammaldtiples subproductos, como pigmentos,
alimentos, farmacos y aceites, a partir de lazatiiion del anhidrido carbonico (principal gas
responsable por el efecto invernadero) en su mietatm

En esta investigacion se estudio el cultivo de ammsorcio de microalgas autoctonas obtenidas de
aguas residuales, en fotobioreactores abiertoscapacidad de 3L de volumen, con control de
parametros y en laboratorio. Los cultivos hechosripiicado, consistieron de 2,5L de medio con
una profundidad de lamina de agua de 10cm. Talésagifueron sometidos a exposicién a la luz
de 12h, seguidos de 12h de oscuridad, durante 8 dies parametros evaluados fueron:
temperatura ambiental, pH, volumen de,(G@yectado, biomasa producida y contenido de aeite
extraidos (lipidos totales). Los resultados indinague la produccion de biomasa alcanza su valor
maximo entre en 2° y 4° dia después de iniciadoutlvo y los valores de lipidos extraidos
variaron entre 23% y 53% del peso en seco. El pth emtre 6,0 y 7,0 y las temperaturas oscilaron
entre 18° C (£ 2° C) y 34° C ( = 2° C). Los datdwemidos indicaron que es posible la obtencion de
aceites a partir de microalgas cultivadas en agesiduales urbanas, con rendimientos de interés
econdmico, utilizando consorcios de algas autéstona

A partir de estos experimentos se realizaran esuthmplementarios tendientes al aislamiento de
las cepas autdctonas del consorcio que sean lases@roductoras de aceites, asi como estudios de
sensibilidad a la exposicion a luz natural y ani@l, a diversos medios de cultivo y al uso de
fuentes de C®no comerciales (gas de chimenea).

2.INTRODUCCION

Desde 1978, Estados Unidos esta desarrollando agrgmna conocido como “Aquatic Species
Program” que tiene como principal objetivo la procidn de biodiesel a partir de microalgas
creciendo en cultivo abierto, utilizando el antddrcarbonico de plantas de usinas termoeléctricas.
El programa obtuvo avances en la ciencia de lapo&gion del metabolismo y de los sistemas de
produccion de microalgas. Los investigadores emamm microalgas que producen una gran
cantidad de aceites y que también son habilesquacar en condiciones extremas de temperatura,
pH y salinidad [1].



Las aplicaciones productivas y comerciales de lasoagas son diversas como numerosas son las
especies que integran este grupo de organismosusdgsvan desde la produccion de alimentos
para consumo humano hasta las aplicaciones ersag€8on la principal fuente natural de ciertos
pigmentos altamente demandados en el mercadoasteral, como eB- caroteno o la astaxantina
[2]. Ademas tienen aplicacidn en la depuraciénakeg de combustion y en la depuracion de aguas
residuales. Comparadas con otras opciones biokgiaea la captura y utilizacion del anhidrido
carbonico emitido por usinas termoeléctricas usdinantes, los cultivos de microalgas tienen como
ventajas el potencial para obtencion de alta prtoddad de biomasa, la habilidad de capturar
nutrientes de aguas residuales y el uso de aglaamsa no apropiadas para otros fines [3].

Una de las primeras aplicaciones en desarrollaeselfempleo de las microalgas en el tratamiento
terciario de las aguas residuales urbanas. P@nto,tson organismos que actualmente son objeto
de intensas investigaciones para la busqueda deasuseistancias bioactivas susceptibles de ser
utilizadas en medicina o de nuevos usos productoaso la biorremediacibn ambiental o la
elaboracion de biocombustibles [4].

Las microalgas son una alternativa a otras fuatgasbtencion de aceites como soja y maiz, porque
al presentar un elevado porcentaje de lipidospadauna elevada produccion por hectarea lo que
reduce los costos de obtencion del biocombustiBle Algunas especies de microalgas, como
Chlorella sp. yNannochloropsis sp. son conocidas por presentar una buena preiactide aceites
(33% y 29%respectivamente) y resistencia a contaminacion@sojras variables ambientales
normalmente perjudiciales a otras microalgas [1].

Con relacion al cultivo de las microalgas, es nagedener en cuenta la interrelacion de varios
factores, con control de parametros basicos comaudrientes presentes en el medio de cultivo a
ser empleado. En cada caso habra que estudiardosrimientos particulares de la especie y de la
variedad que se vaya a cultivar en las condicialgesultivo que se van a utilizar en escala de
laboratorio. Otro factor importante es la penéfracle la luz en el cultivo; en los cultivos masivo

la profundidad es tan grande que la intensidad adéuz incidente no es suficiente para la
fotosintesis, hasta el fondo del tanque. En losvasl masivos a la intemperie la penetracion de la
luz es mas efectiva, pero se debe reducir la itadsle la luz, cubriendo estos estanques con una
malla [5].

El fotoperiodo es un factor que regula la divisaatular, en diatomeas la reproduccién asexual
(division) ocurre durante el periodo de luz y ésseacelerado bajo iluminacién continua. En
contraste las especies formadoras de auxospogawdessexuales), dan lugar a células del mismo
tamafio y esto ocurre en el periodo de oscuridadldPtanto, el periodo de iluminacion puede
ajustarse de acuerdo a los objetivos del cultivdo®periodo continuo (horas de iluminacion
prolongada) produce crecimientos rapidos, un fatode con horas de luz y oscuridad semejante al
fotoperiodo solar mantiene un crecimiento normasajudable. En cultivos a gran escala es
recomendable la inyeccion de £€(@,5%) para contribuir al proceso fotosintétich [6

Para muchas especies de Diatomeas la temperattinaadpscila entre los 15 y 20°C y pocas
especies de esta familia crecen a mas de 28° @amio las cloroficeas comoChlorella
saccharophila cultivadas de manera masiva a la intemperie, guatportar temperaturas entre
12,5-30°C[7, 8].

Los cultivos de microalgas en laboratorio son ganente desarrollados en fotobiorreactores
disefiado para cultivos semicontinuos y empleadasiéinos experimentales [9]. La productividad
volumétrica de la biomasa en fotobiorreactores pwsen hasta 13 veces superior a aquella obtenida
en sistemas de tipo “raceway ponds”, debido a megwibilidad de control de los parametros
involucrados en el proceso productivo [1, 2].

Ademas del control de los parametros mencionadosneeesario considerar que para el
establecimiento de un sistema de produccion deoalgas es importante el dominio de las técnicas
de aislamiento, purificacion y mantenimiento deasgmsi como el conocimiento de la fisiologia,
ciclo de vida, bioquimica, etc. de las especies paterminar su factibilidad de cultivo y sobre
todo su contenido de aceites, para poder llevansestes masivos de produccion [10].



3. DESARROLLO

Las caracteristicas climaticas de la provincia Atipga de Mendoza, como la alta heliofania y el
clima seco con bajo indice de precipitaciones @&sidh hace muy propicia para el cultivo abierto
de organismos fotosintéticos como microalgas aecalbhtenido lipidico.

Tomando en consideracion el posible uso de agwduedes y las condiciones climaticas de la
region se planed hacer el cultivo de microalgaa gltencion de biocombustible, sin procesos de
esterilizacion y con empleo de cantidades reduadasutrientes adicionados a estos medios.

El presente trabajo tuvo como objetivo investigacapacidad de crecimiento y produccién de
aceites por parte de un consorcio de microalgdSciamnas obtenidas de aguas residuales,
cultivadas en condiciones similares a las encoasrah el medio ambiente (cultivo abierto). Para
tal fin fueron empleados fotobiorreactores abiectws capacidad de 3L de volumen, a los cuales les
fueron adicionados 2,5L de aguas residuales, etukss se observo por microscopio la existencia
de distintas especies de microalgas.

Los cultivos fueron hechos por triplicado, consistn de 2,5L de medio con una profundidad de
lamina de agua de 10cm. Tales cultivos fueron sdost exposicion a la luz de 12h, seguidos de
12h de oscuridad, durante 8 dias. Los parametraliaos fueron: temperatura ambiental, pH,
volumen de C@inyectado, biomasa producida y contenido de aceit&aidos (lipidos totales).
Todos los datos obtenidos fueron sometidos a @ @&stadistico con el uso del programa Prism
GraphPad 3.0.

Los microorganismos empleados fueron un consaeimicroalgas obtenido de aguas residuales.
Para las microalgas aisladas de aguas residuatesdéd de cultivo seleccionado fue el Medio Chu
10, modificado [11, 12], recomendado para micraalga habitat oligotréficos y eutroficos. La
Tabla 1 presenta los nutrientes y sus concentrasiosadas en tal medio

Tabla 1. MEDIO CHU 10 (Modificado por Gerloff y Umebayaghi

(Recomendado para aislamiento de microalgas déat&bligotroficos y
eutroficos)

Ca(NQ), |0.04%
K,HPO, 0.01%
Na,COs 0.02%
MgSO,.7H,0[0.025%
NaSiOs 0.025%

Citrato de
Hierro 0.005%
Amoniacal

El cultivo fue semicontinuo y desarrollado en fdptlo, con fotoperiodos de 12h vy con la
inyeccion de anhidrido carbdnico en concentracélnO¢h % y con salinidad inicial del medio del
3%. La salinidad elegida del 3% es comUnmenterdrama en el agua del mar y por lo tanto, los
ensayos fueron hechos teniendo en cuenta la pdaibitlel uso de grandes piscinas con agua del
mar para cultivo abierto de las microalgas. Adentaisndo, a mediano plazo, se usen aguas
residuales provenientes de industrias de consgreg,ejemplo, que generalmente tienen un
contenido salino, las microalgas ya estarian pneside adaptadas a este tipo de medio, lo que
requeriria solamente ajustes de otras variablesnéraclas en tales medios [13, 14].

La profundidad del agua utilizada en las peceragi®ul0 cm y la fuente de luz se ubic6 a 30 cm de
los fotobiorreactores.



Se analiz6 el desarrollo de las microalgas englapératuras ambientales que variaron entre 18° C
(£2° C)y34° C (+2°C) durante el periodo esadid (cultivo de verano). El anhidrido carbénico
fue inoculado a partir de un tubo de 10L conecfaalocanulas hasta las peceras y con vélvula de
control del flujo del gas. La tasa de gas inyectagnde 0,32rfih/L de medio de cultivo, pero
considerandose la poca solubilidad del gas, esaptelfjue un alto porcentaje (mas de 50%) no
haya quedado en el medio, siendo el,@ayormente obtenido de procesos fotosintéticomsle
microalgas en su interrelacion con las bacteriasgntes en las aguas residuales.

La Figura 1 representa los fotobiorreactores, quelas peceras en las cuales se ha inyectado el
anhidrido carbénico.

Figura Fotobiorreactores con inyeccion de anhidrido cadmon

La tasa de evaporacién observada, representadel potumen diario de evaporacién del medio,
fue de 4,8%. La variacion del pH fue medida a 104,25 y 8 dias de cultivo y los cambios en los
valores obtenidos fueron influenciados por la terajpea ambiental y por la cantidad de anhidrido
carbodnico disuelto en el medio. Asimismo, no seeplaon variaciones bruscas, manteniéndose el
pH en rangos entre 6,00 y 7,00 como se represeréaFegura 2.
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Figura 2. Variacion del pH en el fotobiorreactor a los 2,64y 8 dias de desarrollo de las
microalgas.



Para la determinacién de la biomasa de microalgadupida al largo de los 8 dias de cultivo, se
sacaron muestras a cada 48h, tomando el tiempocoeno punto de partida de los analisis. El
control (o tiempo cero) representd la biomasa ahide microalgas presente en las aguas residuales
y corresponde al “inoculo” de microalgas. La toneanguestras se hizo a partir de la retirada de 3
alicuotas de 10mL de cada fotobiorreactor en logs dindicados. Las muestras fueron
acondicionadas en frascos de vidrio de 12cm y dlasaa centrifuga por 30min., 3000rpm. El
exceso de agua fue retirado por pipeta y posteeotenestas fueron llevadas a estufa de secado por
72h, a temperatura de 60°C, para evaporacion del egstante y obtencion de la masa seca de
microalgas.

Todos los tubos de vidrio que contenian la bionesanicroalgas fueron pesados; la diferencia
entre el peso del vidrio obtenido antes de losisinal el peso del vidrio después del secado gle la
microalgas, determiné los valores de biomasa otwsniTales valores fueron convertidos a *4.L
como se representa en la Figura 3, donde se ifalieaolucion de la biomasa de microalgas a lo
largo de los 8 dias de cultivo.
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Figura 3. Producciéon de biomasa de microalgas en fotobicioeaa los 2, 4, 6 y 8 dias de
desarrollo del cultivo.

El tiempo representado como control indica las tmodes iniciales del cultivo antes del agregado
de nutrientes y del anhidrido carbonico, indicatel@antidad de biomasa preexistente que fue
denominada “inoculo” y que se mantuvo en condigoneiciales similares en los tres
fotobiorreactores estudiados.

Los resultados observados indicaron que a los 2 d& cultivo se alcanz6 una elevada
productividad de biomasa de microalgas en las cantbs de cultivos estudiadas, correspondiente
a valores superiores a 0,8 §.LEste valor creci6 levemente a los 4 dias, pacaet a valores de
biomasa levemente superiores a 0,5'gdn los demas dias de cultivo; verificandose qies ta
valores son semejantes a los encontrados enrktlita para en estudios en los cuales se emplearon
cultivos de la microalg€hlorella sp. y donde se ha obtenido 0,48 Tallos 2 dias de cultivo [15,
16].

Posteriormente a la determinacion de la biomasHewa&ron las muestras previamente secadas en
estufa, a un tratamiento quimico para la obtend&éfos datos relativos a la produccion de aceites
en cada etapa de desarrollo del cultivo. Para tenclbn de los datos del contenido graso de la
biomasa de algas, se aplico el prensado de la bemyda extraccion por solvente, sendo el n-
hexano el solvente utilizado para tal fin. Otramigas de extraccion con el empleo de enzimas,
liquefaccion termoquimica y pirolisis estan en stigacion [13].



Para la realizacion del procedimiento de extrac@onn-hexano, se aplicaron 2mL del solvente
sobre el contenido de microalgas obtenido en cexfxd, previamente centrifugado y secado en
estufa. Se hizo una mezcla de la biomasa con etrs®l, con auxilio de un bastén de vidrio, para
homogenizar la muestra y permitir la extraccionateite con el solvente.

Luego se separ6 el solvente con el aceite de tadsia residual, llevando tales muestras a la estufa
de secado por 24h. Los tubos de vidrio, pesadesiamhente, fueron nuevamente pesados despues
de la evaporacion del solvente, conteniendo soltenehaceite en cada tubo. Los resultados
obtenidos por diferencia de peso, indicaron etg@uiaje de aceites producidos en cada caso. En la
Figura 4 se representan los datos de lipidos wltely su correlacién con la cantidad de biomasa
(9.L'Y) producida a lo largo de los 8 dias de cultivo la& microalgas en los 3 diferentes
fotobiorreactores.
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Figura 4. Correlacién entre biomasa y lipidos obtenidos tyal largo de los 8 dias de cultivo.

Los datos obtenidos indicaron que los valores mésirde biomasa fueron alcanzados en el
segundo y en el cuarto dia de desarrollo. Sin egobauando se comparan los datos estadisticos de
la biomasa y la produccion de lipidos, se obsen& lgs cantidades de lipidos obtenidas en el
segundo dia (superiores a 0,25%,Llson superiores a las obtenidas en los demasialigse indica
gue en dos dias ya se alcanza un rendimiento gtiica que tales cultivos no sean llevados a
plazos mas largos de desarrollo. Todavia, hay gasigderar que dado que todos los cultivos fueron
abiertos y sometidos a las condiciones ambientglegden a lo largo de los dias haber
experimentado contaminaciones bacterianas y/o das amicroalgas lo que podria haber
ocasionado resultados menos significativos en ties. Proporcionalmente, en el sexto y octavo
dia de cultivo, hay menor produccion de biomasa [gecantidad de lipidos obtenidos es semejante
a los valores obtenidos en los dias anteriores.

4. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos indican que el consorcio deaaigas puede presentar una buena alternativa
para el desarrollo de cultivos de microalgas, enddida que asocia diferentes especies autéctonas,
lo que genera un “stress” fisiol6gico, que puedeofecer la produccion de aceites por las
microalgas.

Los resultados logrados para biomasa (media deg@;9, asi como la produccién de lipidos
lograda, superiores a 0,25 g.k los dos dias de cultivo, indicaron que es pediblobtencién de



lipidos a partir de consorcio de microalgas auttasocultivadas en aguas residuales urbanas, con
rendimientos de interés econOmico. Tales tipos dléive presentan también otras ventajas
asociadas, como mejor resistencia a contaminacioaeterianas y a contaminaciones originadas
por la presencia de otras microalgas no desedhbdesientes en las condiciones de cultivo abierto
(piscinas al aire libre).

Otras fuentes de anhidrido carbdnico (calderaskerdeder estudiados para que se tenga un
conocimiento mas detallado del proceso en cadalgpmultivo.

Por ende, en lo que concierne al cultivo de migaml éstas pueden ser producidas en aguas
salinas, residuales, en tierras infértiles y tamlpérmiten la fijacion del anhidrido carbdnico,
contribuyendo a la reduccion del efecto invernadetornandolaspor lo tanto en candidatas
promisorias como fuentes futuras de combustiblesuables. Al conjunto de ventajas que presenta
el cultivo de microalgas, como productoras de asgfara la obtencion de una fuente renovable de
biocombustible, se suma su versatilidad y adajdaloil a diferentes situaciones econémicas y
ambientales. Ahora bien, para que los resultadmsseguidos puedan originar datos que
contribuyan para la efectividad del proceso, seedwdcer en etapas futuras de investigacion, el
control de otros parametros como luminosidad (lyxel estudio y desarrollo de técnicas de
aislamiento y purificacién de las microalgas auinas mejor productores de biomasa y lipidos.
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