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RESUMEN

En este trabajo se presentan los resultados del aislamiento de once especies de microalgas clorofitas y una
cianobacteria aisladas de efluentes residuales industriales. Se trabajé con la especie Lagerheimia sp. y se realizd
un analisis de la biomasa algal cosechada, para identificar triacilglicéridos por espectroscopia infrarroja y por
cromatografia de gases. Se determind que la especie tiene una capacidad de remocion de la DQO de hasta
43.17 % con valores iniciales de DQO en el orden de 1 199 mg/L y se reporta 26.4% de acido palmitico,
16.07% de acido elaidico, 18.80% de acido linoleico y 20.4% de acido gama linoleico. Los cultivos de microalgas
obtenidos de la zona industrial de Altamira representan una alternativa para la biorremediacion de estas aguas
residuales industriales a la par de la obtencion de metabolitos de interés como los lipidos para la sintesis de
biodiesel.

ABSTRACT

In this work the results of the isolation of eleven species of chlorophyll microalgae and one cyanobacterium
isolated from industrial residual effluents is presented. It was worked with the species Lagerheimia sp. and an
analysis of the harvested algal biomass was performed to identify triacylglycerides by infrared spectroscopy and
gas chromatography. It was determined that this organism shows a great capacity for diminishing the COD
(oxygen chemical demand) until 43.17 % in wastewater samples with an initial 1 199 mg/L COD values. 20.4%
of palmitic acid, 16.07% of elaidic acid, 18.8% of linoleic acid and 20.04% of gamma-linoleic acid are reported.
Microalgae cultures isolated from Altamira industrial zone represent an alternative treatment for wastewaters as
well as a potentially biodiesel source.

Palabras clave: aguas residuales industriales, Lagerheimia sp., cultivo de microalgas, acidos grasos
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INTRODUCCION

Las microalgas son organismos muy diversos en forma, tamano y capacidad de adaptacién a distintos ambientes.
Dependiendo de las condiciones ambientales y nutricionales algunas pueden acumular altas concentraciones de
metabolitos de interés biotecnoldgico como lipidos, vitaminas, antibidticos, antioxidantes, pigmentos, proteinas;
con usos subsecuentes en la industria cosmetoldgica, farmacéutica, alimentaria, sin dejar de mencionar la
produccién de combustibles ecoldgicos (Abalde et al/, 1995; Chisti, 2007; Vanthoor-Koopmans et a/, 2014;
Arenas et al.,, 2016).

Los lipidos, materia prima para la produccidn de biocombustibles, son uno de los principales componentes de las
microalgas. En diversas cepas su concentracion fluctta alrededor del 20 % a 50 % del peso seco (Chisty, 2007;
Arenas et al., 2016) y estos valores pueden aumentar mediante la manipulacion de variables como la intensidad
de luz, temperatura, concentracion de diéxido de carbono y concentracién de nitrégeno (Chisty, 2007; Garibay-
Hernandez et al.,, 2009; Loera-Quezada & Olguin, 2010). Sin embargo, un factor importante para el éxito global
de la produccién de biocombustibles, es la seleccion de la cepa de microalga quien debe tener optimo
rendimiento en produccion de biomasa algal, acumulacion de lipidos del tipo triacilglicéridos y capacidad de
adaptarse a ambientes extremos entre otros (Garibay-Hernandez et al., 2009; Brennan & Owende, 2010; Loera-
Quezada y Olguin, 2010; Sepulveda-Gonzalez, 2012; Sacristan de Alva et al., 2013; Toledo-Cervantes et al.,
2013; Arenas et al., 2016).

El trabajar con aguas residuales como medios de cultivo para las microalgas, tiene el proposito de redituar en
costo-efectividad, debido a la tecnologia simple que envuelve. Los nutrientes son reciclados, es decir que son
conservados en biomasa algal rica en nutrientes y/o metabolitos de interés y se logra tener un efluente libre de
la carga organica (Hernandez-Reyes et al., 2012).

Para el tratamiento de aguas residuales de la industria pesquera se ha probado la eficiencia de la microalga
Scenedesmus sp. reportandose remocion de nitrdgeno amoniacal (NAT) hasta de 99.44 %, 77.54 % para
fosfatos y de 35.59 % para materia organica (Andrade et a/., 2009). Chacon et al. (2004), utilizaron cultivos de
las microalgas Chlorella sp. y Scenedesmus sp. en la remocion de nitrdgeno, amonio y DQO en aguas residuales
municipales con resultados exitosos. Hernandez-Reyes et al. (2012), reportan el uso de cultivos clonales de
Chlorella vulgaris, la cianobacteria Spirulina subsalsa y cultivos mixtos provenientes del agua residual municipal
para el mismo fin.

El presente trabajo tuvo como objetivo el aislamiento de microalgas que crecen de manera natural en las aguas
residuales de la zona industrial de Altamira (Tamaulipas, México) y posteriormente evaluar la eficiencia de una
de ellas en la disminucion de la demanda quimica de oxigeno en aguas residuales industriales y caracterizar por
espectrofotometria infrarroja y cromatografia de gases los lipidos que acumula.

MATERIALES Y METODOS

Se realizaron muestreos en los meses de mayo-junio de 2013 en la zona industrial de Altamira (Tamaulipas), dos
en la industria petroquimica y uno en la industria refresquera siguiendo el protocolo de la norma NMX-AA-003-
1980. Se determinaron los siguientes parametros de calidad del agua: conductividad, usando conductimetro
(Marca Orién modelo Sens-ion 5 Ames, Towa. EE.UU.); cloruros por la técnica argentométrica (norma NMX-AA-
073-SCFI-2001; dureza de calcio (Standart Methods-3500Ca-D; APHA, 1995); dureza de magnesio (Standart
Methods-3500Mg-E; APHA, 1995); solidos disueltos totales y solidos suspendidos totales por gravimetria (norma
NMX-AA-034-SCFI-2001); sulfatos por la técnica de turbidimetria (norma NMX-AA-074-1981); demanda quimica de
oxigeno (norma NMX-AA-030/1-SCFI-2012); nitrégeno total mediante la técnica de digestién Kjendhal (norma
NMX-AA-026-SCFI-2010); suma de nitrdgeno de nitratos y nitrogeno de nitritos (basados en normas NMX-AA-079-
SCFI-2001 y NMX-AA-099-SCFI-2006), fosforo total por colorimetria (norma NMX-AA-029-SCFI-2001).
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Establecimiento de cultivos de microalgas

Debido a la naturaleza de las muestras (Tabla 1), se procedié a modificar el método habitual para aislar células
y/o cenobios microalgales (Arredondo-Vega & Voltolina, 2007) y se establecié un procedimiento alterno de la
siguiente manera: se filtraron 100 mL de cada muestra de agua residual, con membrana de celulosa de 0.45 pm
y se colocd el material filtrado en 100 mL de medio de cultivo AAP (Blaise et a/,, 2000) en un matraz Erlenmeyer
de 250 mL, posteriormente se colocaron en una camara de incubacién a temperatura de 21 + 3 °C con ciclo de
luz:oscuridad de 12:12 por un periodo de 7 dias. Una vez que se verificd el crecimiento de las microalgas, se
centrifugaron las muestras para concentrar la biomasa algal y disminuir la cantidad de protozoarios observados.
La biomasa centrifugada fué sembrada nuevamente en medio de cultivo estéril.

Posteriormente al término de un mes, con la muestra libre de protozoarios, se procedié a aislar los organismos
presentes por la técnica de aislamiento con micropipeta de punta adelgazada (Arredondo-Vega & Votolina,
2007) y se establecieron los cultivos clonales.

Bioensayos

De las 11 cepas establecidas en este trabajo (Tabla 1) se selecciond para los bioensayos a la especie
Lagerheimia sp. aislada del agua residual de la industria petroquimica, ya que se tienen registros de que algunas
especies de este género pueden crecer en medios alternativos y producir ésteres metilicos de acidos grasos
(Calixto et al., 2016; Sassi et al., 2017).

La especie se escald de un tubo falcon con 10 mL a un matraz Erlenmeyer que contenia 100 mL de medio de
cultivo estéril. Una vez que este cultivo alcanzd la fase de crecimiento exponencial, se sembré en matraces que
contenian 100 mL de agua residual industrial cruda, en una proporcion del 10 % de indculo; esto se hizo por
triplicado.

Se monitored el experimento por un periodo de 30 dias y se determind la capacidad de remocion de DQO
midiendo las concentraciones iniciales y finales (norma NMX-AA-030/1-SCFI-2012) y el crecimiento celular por
conteo en camara de Neubauer (Arredondo-Vega & Votolina, 2007).

Analisis de biomasa

Se cosecharon 50 mL de los cultivos en fase de crecimiento estacionaria, se centrifugaron a 2500 RPM por 15
min, la biomasa centrifugada se secd en un vidrio de reloj a 40 °C por 12 h. Una vez seca la biomasa, se coloco
en un dedal de celulosa con un arreglo manual para evitar la salida de la muestra y se montd en el equipo
Soxhlet usando n-Hexano grado A.C.S a reflujo de 20 ciclos por hora, por un periodo de 4 h. Al término de los
ciclos, se retiraron los matraces con las respectivas muestras extraidas y se evapord el resto del hexano en
horno de conveccidn por un periodo de aprox 3 h, a una temperatura constante de 70 °C. Las condiciones para
extraccién de lipidos se realizd conforme a la norma NMX-AA-005-2005. Se agregd 10 mL de éter etilico A.C.S
para disolver toda la grasa extraida y poder realizar el andlisis por espectroscopia infrarroja IR
(Espectrofotometro de Infrarrojo FT-IR Perkin EImer modelo Espectrum One. Whaltam, Massachusetts. EE.UU.)
También se determinaron los ésteres metilicos de acidos grasos (FAME 's) a través de transesterificacion, en un
cromatografo de gases con ionizacion de llama detector (FID, modelo HP6890) (Toledo-Cervantes et al., 2013).

RESULTADOS Y DISCUSION
Se lograron establecer un total de 11 cultivos clonales de las especies de clorofitas: Chlorella sp., Desmodesmus

quadricauda, Lagerheimia sp., Scenedesmus dimorphusy la cianobacteria Oscillatoria sp. (Tabla 1).
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Debido a la metodologia que se utilizd en este trabajo, para la limpieza de la muestra y posterior aislamiento de
los microorganismos fotosintéticos, se considera posible que ademas de los protozoarios, se pudieron haber
eliminado otras especies microalgales presentes, lo cual se refleja en una baja diversidad encontrada y por tanto
se lograron establecer un bajo nimero de cultivos clonales. Esta diversidad baja también se puede explicar por
las condiciones del agua residual que se observan en la Tabla 1, debido a que los sdlidos disueltos disminuyeron
drasticamente la transparencia del agua, impidiendo o disminuyendo la penetracién de la luz para que se
realizara la fotosintesis; la dureza del agua tiende a precipita algunas sales minerales; las altas concentraciones
de Nitrdgeno que se presentaron (M3,Tabla 1) pudieron tener efecto toxico para algunas especies de microalgas
impidiendo su crecimiento y aunado a esto la presencia de cloruros pudo favorecer el crecimiento sélo de
especies tolerantes a estos (Romero-Rojas, 1999; IMTA, 2005; Arredondo-Vega & Votolina, 2007; Camargo &
Alonso, 2007; Conzonno, 2009).

Tabla 1: Descripcion y caracteristicas de las muestras

: CARACTERISTICAS DE LA NUMERO DE ESPECIES
MUESTRA DESCRIPCION MUESTRA CEPAS
Conductividad: 13 000uS/cm
Proveniente de Cloruros: 3 252.65 mg/L 2 Chlorella sp.
. . Dureza de Ca :1 851.30 mg/L 2 Lagerheimia sp.
Industria Petroquimica. ;
M1 - Dureza de mg: 762.3 mg/L
Fecha de Muestreo: 2lid isuel les:
21/mayo/13 Sélidos Disueltos Totales: 9
765 mg/L
Sulfatos: 2 531.35 mg/L
Conductividad: 5 420uS/cm 1 Chlorella sp.
Proveniente de Cloruros: 1 220.48 mg/L 1 Desmodesmus
. . Dureza de Ca: 686.0 mg/L 1 quadricauda
Industria Petroquimica. . .
M2 ; Dureza de mg: 388.08 mg/L 2 Scenedesmus dimorphus
Fecha de Muestreo: 2lid isuel les: latori
04/junio/13 Solidos Disueltos Totales:3 Oscillatoria sp.
310mg/L
Sulfatos: 1012.30 mg/L
Agua residual de DQO: 5 259.60 mg/L
proceso de elaboraciéon | Nitrégeno Total: 31.27 mg/L 2 Chlorella sp.
M3 de refrescos. Sélidos Suspendidos Totales:
Fecha de Muestreo: 400 mg/L
05/julio/13 Fosforo: 1.75 mg/L

De las especies que se establecieron en cultivo, algunas han sido reportadas en trabajos de biorremediacion
para tratamiento de aguas residuales (Chacon et al., 2004; Hernandez-Reyes et al,, 2012; Calixto et al., 2016),
por lo que podran ser utilizadas en estudios posteriores y estas se sumaron a la coleccion de cultivos de
microalgas del laboratorio de Ficologia Aplicada, UAMI.

Tabla 2: Resultados de remocién de DQO en agua residual industrial.

Concentracion cel/ml | DQO inicial DQO final | % REMOCION
1 426700 1199.5mg/L | 565.04 mg/L 47.10
2 740 000 1199.5mg/L | 494.41 mg/L 41.21
3 390 000 1199.5mg/L | 494.41 mg/L 41.21
Media 518 900 1199.5 mg/L | 517.95 mg/L 43.17

En cuanto a la remocion de DQO Sacristan-de-Alva et a/. (2013), reportan niveles de remocion cercanos del
77% utilizando aguas residuales municipales y en este mismo tipo de efluente Chacon et al. (2004), reportan
remocion de DQO del 55,8% y de 54,8%. Vacca-Jimeno et a/. (2017), trabajaron con cultivos en agua residual
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de la industria textil con niveles de remocion de la DQO de un 94,6%, en una dilucion del 30 %; en nuestro
trabajo se utilizd el agua residual cruda, sin diluir, logrando un porcentaje de 43.17% (Tabla 2), siendo un
resultado aceptable, ya que pudo mejorar la calidad del efluente.
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Fig. 1: Espectrofotometria de infra-rojo de biomasa algal de Lagerheimia sp.

Tabla 3: Perfil de FAME “s de la biomasa microalgal

Acido graso Porcentaje
Acido palmitico 26.42
Acido palmitoleico 0.07
Acido heptadecanoico 0.23
Acido heptadecenoico 3.10
Acido estearico 2.60
Acido elaidico 16.07
Acido oleico 2.70
Acido linoelaidico 0.20
Acido linoléico 18.80
Acido araquidico 1.60
Acido y- linoléico 20.40
Acido gadolinico 0.39
Otros 7.20

El uso de la espectroscopia infrarroja IR para caracterizar la biomasa microalgal, no ha sido muy explotado;
Laurens y Wolfrum (2011), publicaron un trabajo al respecto con el fin de evaluar la calidad lipidica, especialmente
en la identificacion de las bandas de absorbancia caracteristicas de los fosfolipidos presentes en microalgas; en ese
trabajo, los autores hacen énfasis a las principales bandas en la region de los 3000 a 2800 nm caracteristicas
correspondientes a los enlaces CHzy CH,, asi como las bandas de absorcion en la region de los 1760 a1730 nm
correspondiente a los enlaces carbonilo, mencionan que los picos en la regidn de los 1000 a 1100 nm
correspondientes a los enlaces C-O. Por otro lado, Mayers et a/. (2013), también utilizan los resultados de la
espectroscopia infrarroja como herramienta de caracterizacion de la calidad lipidica de la biomasa algal
identificando las bandas de interés para triglicéridos. Por tanto, se pueden comparar los resultados del espectro IR
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con estudios de referencia, para poder identificar la presencia de triglicéridos en estas bandas (Figura 1). Una vez
que se detecta esta presencia en la muestra, se decidid realizar un analisis cuantitativo de estos acidos grasos.

En el anadlisis cuantitativo realizado del perfil lipidico de la especie (Tabla 3), el acido palmitico resulté ser el de
mayor concentracion porcentual en la biomasa algal 26.42 %, y de importancia también resultaron los acidos,
elaidico, linoleico y y-linoléico con un rango porcentual del 16.07-20.40%. La presencia del acido linoleico y el
acido elaidico, en esta especie, son importantes si la biomasa algal se desea utilizar para la sintesis de biodiesel,
ya que los ésteres metilicos de acidos grasos poliinsaturados de cadena larga mejoran propiedades como el
numero de cetano, estabilidad a la oxidacion y propiedades de flujo en frio (Dai et al., 2014). Calixto et al.
(2016), evaluaron biomasa algal de Lagerheimia y también lograron obtener altos contenidos de ésteres
metilicos de acidos grasos cultivandola en medio de lombricomposta y en agua residual municipal. Comparando
los resultados obtenidos, en este trabajo, con los de Calixto et a/. (2016), se puede proponer que la especie
tiene potencial para la generacion de biocombustibles y biorremediacion de efluentes contaminados, sin
necesidad de someter las células a estrés metabdlico.

La espectrofotometria FT-IR como método cualitativo, se puede usar como herramienta de rutina para deteccion
primaria de triacilglicéridos y si lo amerita entonces se recomienda realizar trabajos cuantitativos para el analisis
de la biomasa algal, como en el presente trabajo. Logrando que un método se complemente y corrobore al otro.
CONCLUSIONES

Se lograron establecer 11 cepas de microalgas y cianobacterias con una modificacion al método para aislamiento.

Los resultados de la remocion de DQO fue favorable, 43.17 % por trabajarse la muestra de agua residual
industrial cruda sin diluir.

La espectrofotometria FT-IR se sugiere como técnica primaria antes de pasar a los métodos cuantitativos de
rendimiento lipidico.

La especie Lagerheimia tiene potencial para produccion de biodiesel y disminucién de la DQO.
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