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RESUMEN

Los residuos agroalimentarios son una fuente de nutrientes para la produccion de lipidos
de microalgas. este estudio tuvo como objetivo evaluar la produccion de lipidos a partir
de microalgas en un fotobiorreactor, a través de la reutilizacién de componentes organicos
provenientes de residuos de frutas. Los resultados demuestran que, la composicion del
residuo de fruta procesado tiene alta carga organica. Las mejores condiciones del cultivo
para la microalga Chlorella sp. fueron al 10 por ciento del subproducto liquido de fruta
en combinaciones con agua (H20), suplemento de nitrogeno y fosforo (MN) y medio de
cultivo (MBM), alcanzado méximas tasas de crecimientos de 1.15 + 0.006, 1.47 + 0.002
y 1.35 + 0.008 dia™, respectivamente. En estas condiciones, el alga logré la produccion
de lipidos de 15.60 £ 3.17 mg L' en MN, 12.77 + 3.61 mg L' en H20,y 9.2 + 1.3 mg
L' en MBM, mostrando simultaneamente altos indices de remocién para DQO, NOs",
POs* y SO+* en todas las formulaciones del subproducto liquido de fruta. La
composicion final al 10 por ciento del subproducto liquido de fruta y H.O mostro un
efluente con caracteristicas por debajo de los limites de regulacion medioambiental. En
general, estos resultados sugieren que es posible integrar el cultivo de Chlorella sp. como
estrategia ambiental para disponer y valorizar adecuadamente los residuos de frutas en la
ciudad de Arequipa; asi se pueden utilizar tecnologias modernas con el fin producir

bioproductos de alto valor agregado.

Palabras claves: Residuos de frutas, microalga, produccion de lipidos, Remocion de

nutrientes



ABSTRACT

Agri-food waste is a source of nutrients for the production of microalgae lipids. This study
aimed to evaluate the production of lipids from microalgae in a photobioreactor, through
the reuse of organic components from fruit waste. The results show that the composition
of the processed fruit residue has a high organic load. The best culture conditions for the
microalga Chlorella sp. were at 10 percent of the liquid fruit by-product in combinations
with water (H20), nitrogen and phosphorous supplement (MN) and culture medium
(MBM), reaching maximum growth rates of 1.15 + 0.006, 1.47 + 0.002, and 1.35 + 0.008
day?, respectively. Under these conditions, the alga achieved lipid production of 15.60 +
3.17 mg L' in MN, 12.77 + 3.61 mg L ! in H20, and 9.2 + 1.3 mg L! in MBM,
simultaneously showing high removal rates for COD, NOs~, PO4%", and SO in all
formulations of the liquid fruit by-product. The final composition at 10 percent of the
liquid by-product of fruit and H>O showed an effluent with characteristics below the
limits of environmental regulation. In general, these results suggest that it is possible to
integrate the culture of Chlorella sp. as an environmental strategy to adequately dispose
and value fruit waste in the city of Arequipa; thus, modern technologies can be used in

order to produce bioproducts with high added value.

Keywords: Fruit residues, microalga, lipid production, nutrient removal



. INTRODUCCION

Arequipa se encuentra entre las regiones con mayor tasa de crecimiento poblacional, de
acuerdo con datos censales del Instituto Nacional de Estadistica e Informatica se tuvo un
incremento de 1 316 000 a 1 554 251 habitantes entre el 2017 y 2022, respectivamente
(INEI 2017; UCSP 2022). En esta region se generaron 355 000 Tn de residuos solidos en
el 2022, con el 15.3 por ciento correspondiente a desechos alimentarios (SINIA 2022).

En el 2022, Arequipa tuvo un ingreso anual de frutas de 153 490 Tn (MIDAGRI 2022).
Segun Dreyer et al. (2019), la generacion del residuo alimentario tiene una relacién
directa con la cantidad de habitantes de una sociedad; la Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) estima que un tercio de los alimentos
para el consumo cotidiano terminan en desperdicios (Coman et al. 2020); por lo tanto, la
produccion de residuos de frutas fue de ~51 163 Tn al 2022. Estos desperdicios son
dispuestos en botaderos improvisados y clandestino generando un impacto negativo en el
ambiente (Alcantara et al. 2019).

Los residuos agroalimentarios se caracterizan por tener un alto contenido de material
organico, con una demanda quimica de oxigeno (DQO) que varia entre 30,000-40,000
mg L-! (Chuka-ogwude et al. 2020; 2022). Estos desechos se eliminan en vertederos y se
dejan pudrir sin un adecuado manejo y control (Barzee et al. 2022), ocasionando un
impacto negativo al medio ambiente debido a su alta fermentabilidad y biodegradabilidad.
La descomposicion aerdbica o anaerdbica de la materia organica en residuos de frutas
pueden contribuir significativamente a las emisiones de gases de efecto invernadero (Lin
et al. 2021); su disposicion continua en botaderos genera gases y olores nauseabundos
(Liakou et al. 2018).

La legislacion ambiental de Per( mediante la Nueva Ley de Residuos Solidos (Ley N°
27314, Decreto Legislativo N° 1278), se sostiene en tres pilares principales que se
fundamentan en la reduccion, reutilizacion y recuperaciéon de los residuos (MINAM
2021). A través de la valorizacion de los residuos de frutas es posible conducir a
beneficios sustanciales para el ambiente; los desechos se pueden reutilizar como materia
prima potencial en procesos bioldgicos para produccion de microalgas (Lu et al. 2016;
Dahiya et al. 2018), con perspectivas de generar diferentes bioproductos de alto valor

agregado.



La produccion de algas y los sistemas de cultivo han llamado Gltimamente la atencion por
su gran relevancia comercial y econdmica (Barone et al. 2019). Las microalgas se
desarrollan sobre medios sintéticos, siendo el principal obstaculo para su crecimiento el
costo de la fuente de carbono, nitrégeno y fosforo, que representa en promedio el 50 por
ciento del costo total del medio de cultivo (Chandra et al. 2014). Por esta razon, la
estrategia ambiental mas viable para aumentar la rentabilidad del cultivo de microalgas
es reutilizar recursos alternativos, sostenibles y de bajo costo (de Medeiros et al. 2020).
Los métodos de suplementacion con componentes exdgenos son ventajosos para mejorar
y acelerar la productividad algal (Pang et al. 2019). El cultivo de microalgas ofrece la
posibilidad de reciclar el residuo de fruta de manera eficaz, haciendo énfasis en el
tratamiento de coproductos alimentarios donde, el principal mecanismo de reutilizacién

de los nutrientes es por la absorcion de biomasa de microalgas (Mujtaba et al. 2015).

Diversos estudios han demostrado que, el reuso de los desechos agroalimentarios con
altos contenidos de C, N y P representan una forma alternativa de mejorar la acumulacién
de lipidos en microalgas (Calixto et al. 2016; Pleissner et al. 2017; Chew et al. 2018; de
Medeiros et al. 2020). Se ha descubierto que los cultivos mixotréficos de microalgas
utilizan el carbono organico como fuente principal de nutricion, con el fin de optimizar
la productividad de biomasa y lipidos, reduciendo de esta manera, la carga contaminante

de residuos orgéanicos (Alvarez-Diaz et al. 2017; Araujo et al. 2021; Zheng et al. 2021).

Esta investigacion tuvo como objetivo, evaluar la produccion de lipidos a partir de
microalgas en un fotobiorreactor, a través de la reutilizacion de componentes organicos
provenientes de residuos de frutas del Centro Comercial Mercado Pesquero. Este trabajo
determind la composicion fisicoquimica de residuos de frutas procesados; evaluo el
crecimiento de microalgas en un fotobiorreactor alimentado con subproducto liquido de
fruta (SLF); evalu6 la produccion de lipidos de microalgas en las mejores condiciones de
crecimiento y determind la caracterizacion del SLF y la eficiencia de remocion de la carga

contaminante.

El impacto del estudio radica en que la reutilizacion de los residuos agroalimentarios va
a generar un bioproducto de alto valor agregado a partir de microalgas, permitiendo
reducir el impacto contaminante de los desechos sobre el medio ambiente.



Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 MARCO NORMATIVO DE LA GESTION DE RESIDUOS SOLIDOS
2.1.1 Ley de Gestion Integral de Residuos Sélidos, Decreto Legislativo N° 1278

2.1.1.1 Articulo 5 — Principios

Para efectos de este Decreto Legislativo son de aplicacion los siguientes principios
(SINIA 2017):

1. Economia circular; la creacion de valor no se limita al consumo de recursos, considera
el ciclo de vida de bienes y debe procurarse eficientemente la regeneracién y recuperacién

de los recursos dentro del ciclo biol6gico o técnico, segun sea el caso (SINIA 2017).

2. Valorizacion del residuo; los residuos sélidos generados en actividades productivas y
de consumo constituyen un recurso econémico, y se priorizara una valorizacion objetiva,
considerando su utilidad en actividades de fertilizantes, transformaciones biolégicas o

recuperacion de componentes en desechos organicos (SINIA 2017).

3. Principio de proteccion del ambiente y salud publica; la gestion integral de residuos
comprende las medidas necesarias para la proteccion de la salud individual y colectiva de
las personas, en conformidad con el ejercicio pleno del derecho fundamental “a vivir en

un ambiente equilibrado y adecuado para el desarrollo de la vida” (SINIA 2017).

2.1.1.2 Articulo 37 — Valorizacion

La valorizacién constituye la alternativa de gestion y manejo que debe priorizarse frente
a la disposicion final de residuos organicos; incluye las actividades de reutilizacion,

reciclaje, compostaje, valorizacion energética entre otras alternativas (SINIA 2017).

2.1.1.3 Articulo 51 — Valorizacion de residuos organicos municipales

La entidad publica tiene como eje principal valorizar prioritariamente los residuos
organicos provenientes de mercados municipales, asi como, de ser factible, los desechos

organicos de origen doméstico (SINIA 2017).

2.1.2 Nueva Ley de Gestidn Integral de Residuos Solidos, Ley N° 27314, D.L.. N° 1278

Actualmente, tres son los ejes que proyecta esta nueva legislacion sobre la Gestion
Integral de Residuos Soélidos en el pais (MINAM 2021):



I. ¢Qué son los residuos solidos?, basura como materia prima, el primer gran cambio de
paradigma esta relacionado a considerar a los residuos sélidos como una materia prima o

insumo para otras industrias;

I1. Industrializacion de reciclaje, el segundo gran aporte de la nueva ley es que pone las

bases para el desarrollo de una gran industria del reciclaje a nivel internacional;

I11. Involucramiento de actores, un tercer aporte es la vinculacion de actores claves en este

proceso con el tratamiento de los residuos solidos.

2.2 RESIDUOS AGROALIMENTARIOS

Los residuos de frutas establecen los desperdicios y pérdidas a lo largo de la cadena
alimentaria, que incluye la: produccién, transformacion, manipulacion, almacenamiento,
comercializacion y consumo. Segun la FAO en su proyecto medioambiental “Huella de
desperdicio de alimentos”, se estimd que, por cada afio se pierde o desperdicia un tercio

de los agroalimentos producidos para el consumo humano en el mundo (FAO 2013).

2.2.1 Generacion de residuos agroalimentarios

El estudio del Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA)
estimé que, en las ultimas décadas se generaron 931 millones de toneladas de desperdicios
agroalimentarios a nivel internacional (UNEP 2021), definiendo la cantidad del residuo

por cada sector significativo (Figura 1).

M
(13%)

mm H: Hogares

SA H mm  SA: Servicios de alimentacion
(26%) (61%)

B CM: Comercio minorista

Figura 1: Principales sectores de generacion de residuos agroalimentarios

Fuente: UNEP (2021)



Segun la Figura 1, el sector comercio minorista es el tercer sector mas importante en la
generacion de desperdicios de frutas y verduras, considerando a este sector un foco de
contaminacion ambiental producto de la mala gestion de los residuos organicos con

relacién a las 3R de la ecologia (reduccion, reutilizacion y reciclaje).

2.2.2 Residuos de frutas

Son residuos agroalimentarios que ocasionan un gran impacto negativo a la sociedad,
estos desechos deben ser tratados o reutilizados lo antes posible con la finalidad de reducir
el impacto ambiental y mejorar la eficiencia, capacidad y rentabilidad de las cadenas de
suministro de alimentos en los mercados (Balaji y Arshinder 2016); es evidente encontrar
alternativas de tratamiento de los residuos de frutas con la vision de hacer sostenible tanto

econdémica como ambientalmente a la agroindustria.

De acuerdo con la Gerencia Regional de Agricultura Arequipa (GRAG) del Gobierno
Regional de Arequipa, la produccion de frutas (chirimoya, ciruela, fresa, manzana, melén,
naranja, mandarina, mango, melocotén, membrillo, pera, papaya, platano, tomate y uva)
fue de 80 418.06 Tn en el 2021 generando en promedio 26 806.02 Tn de residuos de frutas

(Figura 2), lo que indica un gran impacto no solo en la sociedad sino en el ambiente.
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Figura 2: Produccion de frutas y generacion de residuos fruticolas en la region de

Arequipa (los residuos de frutas son estimados segun el item 2.2)

Fuente: GRAG (2021)



2.2.3 Caracterizacion de residuos agroalimentarios

Los residuos alimentarios son restos no inertes (no peligrosos) pero son clasificados como
materia activa, debido a propiedades intrinsecas de biodegradabilidad y solubilidad. Son
basicamente desechos con caracteristicas de los residuos domésticos (Feitosa et al. 2017).
Asimismo, segun la composicion y naturaleza, su caracterizacion fisicoquimica es

variable, siendo el material organico el componente mas representativo.

De acuerdo con diversas investigaciones, la caracterizacion de los residuos de frutas o
verduras se presenta en la Tabla 1. Los residuos de frutas/verduras independientemente
del tipo de producto (P.ej. naranja, fresa, meldn, etc.) se caracterizan por tener una fuente
elevada de carbono organico, ademas de, contener otros macronutrientes (N, P y K), con
caracteristicas acidas (bajo pH) (Calixto et al. 2016).

Tabla 1: Composicion de diferentes residuos de frutas y hortalizas

Residuos agroalimentarios

Unidad HB Unidad HBM
pH Nd Nitrégeno gkg! 168
DBOs mg L Nd Potasio gkg! 152
DQO mg Lt 208 Fosforo gkg! 125
NO3" mg L™ 63.7 Carbono organico gkg! 094
NO2~ mg L 0.475
NH4* mg L 1.3
PO4~ mg L 31.6
Ccl- mgLt 62
CE mScm* 0374
STD mg L1 243
Turbidez NTU 4.4

HB: Biocompost de frutas/hortalizas (Calixto et al. 2016)
HBM: Biocompost horticola (de Medeiros et al. 2020)
CE: Conductividad eléctrica

Nd: No determinado



2.2.4 Impacto ambiental de la disposicion de residuos agroalimentarios

Los residuos agroalimentarios de frutas son un problema medioambiental, debido a su
eleva fermentabilidad y biodegradabilidad; ademas, pueden contribuir negativamente a
las emisiones de gases de efecto invernadero (CH4 y CO>), donde los flujos de gases
serian producto de la descomposicion aerébica o anaerdbica de la materia organica (Lin
et al. 2021). Los residuos de frutas son una fuente potencial de contaminacién debido a
su vertimiento en vertederos (de Medeiros et al. 2020). En este contexto, la FAO (2013)
estima una generacion de 3.3 GTn de CO2 por la descomposicion quimica de los residuos

alimentarios.

Los problemas ambientales mas significativos estan asociados a la mala gestion de los
residuos agroalimentarios, siendo principalmente la contaminacion de suelos y aguas
superficiales, producto de su inadecuado control y disposicion en la ciudad de Arequipa
(Alcéantara et al. 2019).

2.2.5 Gestion de los residuos agroalimentarios

La Cumbre sobre el Desarrollo Sostenible de la Organizacion de la Naciones Unidas,
define el indicador 12 (consumo y produccion responsable) de los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS), donde indica que los residuos organicos deben de tener una gestion
adecuada, mediante métodos de reduccion, reutilizacion o reciclaje; asimismo uno de los
compromisos ambientales esta la reduccion del 50 por ciento para el 2030 (ONU 2021).
Por tanto, siguiendo con la meta de los ODS, los desperdicios de frutas producidas en las
diversas etapas de la cadena de suministro alimentaria deben de ser reutilizadas

sustancialmente de modo que, se genere un escenario de bioeconomia circular.

2.2.6 Reutilizacion de los residuos agroalimentarios

La reutilizacion de los residuos de frutas es una opcion de tratamiento segura, ésta
presenta una jerarquia de redso en los agroalimentos, conteniendo diferentes opciones de
utilizacién considerando el nivel de impacto ambiental, empezando por el méas bajo en la

parte superior de la piramide de jerarquia de aprovechamiento (Bagherzadeh et al. 2014).

La jerarquia de residuos tiene el fin de hacer mas eficiente los sistemas agroalimentarios,
con acciones practicas como: reducir la concentracion de desechos de frutas por medio

de su reutilizacion (generacion de bioproductos de alto valor agregado) (Figura 3).
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Figura 3: Jerarquia de reutilizacion de los residuos de agroalimentos

Fuente: Bagherzadeh et al. (2014)

2.3 MICROALGAS
2.3.1 Microalgas fotosintéticas

El cultivo de microalgas es rentable y se considera una alternativa a la independencia
energética que se tiene hoy con las energias tradicionales; y esto se debe a varias razones,
entre ellas; el bajo consumo de agua para su sistema, el elevado rendimiento por areay la
posibilidad de usar tierras no agricolas para su proceso biotecnolégico (Yen et al. 2013).
Las microalgas comprenden diferentes grupos de seres vivos acuaticos y autétrofos, que
generan la energia necesaria para su metabolismo mediante la fotosintesis. Las microalgas
son los microorganismos mas importantes para el desarrollo de procesos biotecnologicos,
ya que constituyen un grupo diverso de especies con aplicaciones en las areas de la

ficorremediacion (Hossain et al. 2019).



2.3.2 Produccion de biomasa de microalgas

El crecimiento de microalgas depende en gran medida de la accesibilidad e intensidad de
la luz, la disponibilidad de macronutrientes (C, N y P), las concentraciones de dioxido de
carbono/oxigeno, la temperatura y el tipo de sistema de cultivo utilizado (Moncada et al.
2014). Por lo tanto, el optimizar y controlar las variables del cultivo de algas resultaria
una alta produccién en su biomasa, con el objetivo de generar bioproductos de alto valor

en el mercado internacional.
Choong et al. (2020) definen tres mecanismos de produccion de biomasa de microalgas:

2.3.2.1 Produccion autotrofica

La produccion autotrofica es un método que, es técnica y econdmicamente viable en la
generacion de biomasa de microalgas a gran escala; en el proceso, las microalgas se
cultivan en biorreactores o estanques abiertos con una fuente de energia luminica, carbono

inorgénico y sales minerales.

2.3.2.2 Produccion heterotrofica

La produccion heterotrofica se utiliza con éxito para generar biomasa de algas; en el
proceso, las microalgas se cultivan en biorreactores o fermentadores con una fuente de
carbono organico, el crecimiento de la microalga es independiente a la luz, lo que permite

la posibilidad de su extension a nivel industrial.

2.3.2.3 Produccién mixotréfica

La produccion mixotrofica se caracteriza porque las algas son capaces de utilizar uno de
los dos procesos de metabolismo (autotrofo o heterétrofo) para su crecimiento, lo que

significa que es capaz de realizar la fotosintesis y asimilar los materiales organicos.

2.3.3 Variacion en la composicion de nutrientes

Las microalgas verdes sufren variaciones en su crecimiento segun el medio sintético de
cultivo utilizado y las condiciones del ambiente externo (temperatura, iluminacion, pH 'y
aireacion). Cuando existe un sistema estandar de cultivo homogéneo, en el que, el aporte
de nutrientes es limitado y no se afiade ni se quita nada en el proceso (sistema batch); el
crecimiento de microalgas fotosintéticas pasa por varias fases distintas, definiéndose estas

fases (He et al. 2018), tales como:



— Fase 1: adaptacion (retraso);

— Fase 2: aceleracion del crecimiento;

— Fase 3: crecimiento exponencial (logaritmica);

— Fase 4: disminucion del crecimiento (crecimiento lineal);

— Fase 5: fase estacionaria;

— Fase 6: etapa de muerte de algas; y Fase 7: fase de registro de muertes.

2.4 MICROALGAS Y RESIDUOS AGROALIMENTARIOS
2.4.1 Microalgas en aguas residuales

El cultivo de microalgas promete un proceso interesante en la remediacion de las aguas
residuales agroalimentarias, debido a que proporcionan un tratamiento bioldgico terciario
junto con la produccion de biomasa potencialmente valiosa, que se puede utilizar para

diferentes propdsitos biotecnoldgicos (Mujtaba et al. 2015).

El crecimiento de microalgas basadas con desechos solidos de frutas, hortalizas y/o
biocompost (Figura 4), es un escenario ideal para lograr simultdneamente la reduccion de
los desechos liquidos y la produccion de energia renovable, cuando su biomasa generada

se convierte en biocombustibles o bioproductos de valor agregado (Barone et al. 2019).

2.4.1.1 Residuo de fruta como medio de cultivo

La utilizacién de residuos de frutas para el cultivo de algas es una tendencia en el
desarrollo de procesos sostenibles, con el fin de ser ambientalmente deseable, econdmica-
mente viable y legalmente requerido; asimismo, en su proceso se aprovecha el agua que
es elevada en nutrientes organicos de costo econdmico bajo o cero, disponible en grandes
cantidades y que debe tener una carga de nutrientes reducida, antes de ser eliminada a un
medio natural (de Medeiros et al. 2020). Estos desechos derivados de centros comerciales

podrian convertirse en un medio de cultivo ideal para el crecimiento de microalgas.

2.4.2 Microalgas en residuos organicos

El cultivo de las microalgas promete un proceso interesante en la remediacion de los
residuos organicos, debido que proporcionan un tratamiento bioldgico terciario junto con
la produccion de biomasa potencialmente valiosa para la obtencion de lipidos (Figura 4),

los cuales se pueden usar en varios propdsitos biotecnolégicos (Abdel-Raouf et al. 2012).
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Figura 4: Relacion entre el tratamiento de desechos alimentarios a base de microalgas

Fuente: Cheah et al. (2016); Vaz et al. (2016)
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2.4.3 Cultivo de microalgas en fotobiorreactores
2.4.3.1 Fotobiorreactor cerrado

Un fotobiorreactor cerrado es un reactor para el crecimiento de microalgas, donde se
simula un sistema aislado del ambiente externo; y se caracteriza por ser un recipiente
transparente. Se encuentran varios tipos de fotobiorreactores, pero los mas eficientes son
los disefios de placas rectangulares. Este reactor puede estar construido de vidrio, lo que
permite la transferencia de la luz y su orientacion para aprovechar al maximo la intensidad

luminosa (Rinanti 2016).

Kunjapur y Eldridge (2010), detallan las ventajas de uso del fotobiorreactor cerrado para

la produccién masiva de las concentraciones (mg L) de la biomasa de microalgas:

(1) Baja contaminacion; (evita la contaminacién de cualquier microorganismo externo);
(2) Alta productividad por unidad de area (g/L/d); (mejora la generacion de microalgas);
(3) Facil control de varios parametros (pH, inyeccion de aire, temperatura e iluminacion).

2.4.3.2 Condiciones del cultivo

Segun Ma et al. (2020), es preciso que exista un equilibrio dinamico entre factores
ambientales (temperatura, iluminacién y nutrientes) debido a que estas variables influyen
directamente en la produccion de biomasa y lipidos de las microalgas. A continuacion, se

describen los 3 factores que afectan significativamente en el proceso del cultivo algal:

a. Temperatura: Es uno de los parametros criticos a controlar porque influye en el proceso
celular que afecta la capacidad fotosintética, el desarrollo y la respiracion de microalgas.
El impacto de la temperatura sobre la productividad de biomasa celular se justifica por el
principal aspecto de, estar asociado a la interdependencia entre la temperatura (°C) y los

metabolitos primario y secundario que componen la estructura celular (Ras et al. 2013).

b. lluminacién: Es esencial para el crecimiento de algas actuando como la principal fuente
de energia para inducir la actividad enzimatica e influir en la sintesis de biomasa; el alga
exhibe una actividad fotosintética, donde la tasa de luminosidad tiene un papel importante

en el crecimiento algal, ademas de traer cambios en su produccion (Khoeyi et al. 2012).

c. Nutrientes: ElI medio artificial proporciona los nutrientes para la propagacion de las

céelulas algales. El impacto del manejo de nutrientes en la productividad de las microalgas
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ocurre previamente durante el cultivo, donde las algas se colocan en un medio nutritivo y

después, se mejora su sistema de nutricion para mejorar la biomasa (Herrera et al. 2021).

Hay varios factores que influyen en el crecimiento de microalgas: factores abi6ticos como
la luz, temperatura, fuente de carbono, pH y la concentracion de nutrientes que incluyen
nitratos, fosfatos, carbohidratos, elementos traza; ademas, encontramos factores
dinamicos, como la agitacion. Los parametros operativos deben mantenerse y controlarse

para que sean efectivos en las tasas de produccion de microalgas (Avinash et al. 2020).

2.4.4 Estudios de microalgas en residuos agroalimentarios

Calixto et al. (2016), evaluaron el desarrollo y crecimiento de cuatro especies de
microalgas verdes en diferentes sustratos alternativos de residuos agroindustriales, para
determinar su produccion de biomasa. Finalmente, este estudio demostro el alto potencial
de aprovechamiento de residuos de frutas y hortalizas, permitiendo un enfoque de cultivo
a escala industrial debido a la rapida generacion de biomasa de microalgas enriquecida

de carbohidratos, proteinas, lipidos.

La Tabla 2, muestra los resultados de diferentes investigaciones sobre la cinética de

crecimiento de microalgas cultivadas en residuos alimentarios:

Tabla 2: Parametros de crecimiento y productividad de biomasa de microalgas,

cultivo algal en biocompost hortofruticolas (HB) y biocompost horticola (HBM)

Biomasa Productividad

Cepa Medio k(d?) ,
(célulasmL?) (gL (gLtd?

a 0.88+0.32 3.50 x10° 0.183 0.161
b 0.79+0.17 4.84 x10° 0.483 0.382
c He 0.69+0.25 1.07 x108 0.38 0.262
d 0.46+0.14 1.40 x10° 0.142 0.065

1.27+058 2.17 x10° 0.506 0.034
f HBM 1.03+0.41 8.52 x10° 0.38 0.022
g 1.22+0.42 8.32x10° 0.248 0.017

3Chlorella sp.; ®Chlamydomonas sp.; ‘Lagerheimia longiseta; “Pediastrum tetras. ®Scenedesmus

g.; L. longiseta; M. contortum. K: Tasa de crecimiento; R: Crecimiento maximo de microalgas

Fuente: Calixto et al. (2016); de Medeiros et al. (2020)
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Araujo et al. (2021), estudiaron la eficiencia de respuesta de la microalga Arthrospira
platensis para el tratamiento de desechos agrarios de yuca, investigando la capacidad del
alga para reutilizar el contenido del carbono organico total (COT). Finalmente, en este
estudio demostraron que, la microalga puede estabilizar los desechos agricolas de la yuca,
reduciendo significativamente los valores de COT, ademas, esta técnica se utilizaria para
mitigar el problema de los desperdicios actuales de la agricultura.

de Medeiros et al. (2020), evaluaron el sistema de microalgas en un medio alternativo de
bajo costo (biocompost de frutas), con la finalidad de generar diversos bioproductos y asi
establecer futuras aplicaciones biotecnoldgicas en la industria agroalimentaria. En este
estudio demostraron que, el novedoso medio alternativo de residuos organicos fruticolas
es un sustrato eficaz en el desarrollo de microalgas proporcionando un crecimiento celular

dptimo y satisfactorio, con un elevado porcentaje de bioaceites.
La Tabla 3, muestra la tasa de crecimiento algal cultivada en residuos alimentarios.

Tabla 3: Parametros de crecimiento de los cultivos de Arthrospira platensis, adicion

con dosis diarias (mL dia) de aguas residuales del procesamiento de yuca (CPW)

Periodo de cultivo CPW (mL dia?) k(dia?)
0 0.8
0.5 1.15
Fase de retraso
) 1 1.15
(dias 0 a 2)
15 1.18
2 1.16
0 0.14
o _ 0.5 1.16
Fase de crecimiento exponencial 116
(dias 3 a5) '
15 1.11
2 1.02
0 0.2
o 0.5 1.16
Fase estacionaria
ias 6y 7) 1 1.16
ias
Y 15 111
2 1.02

Fuente: Araujo et al. (2021)
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2.4.5 Tratamiento de residuos agroalimentarios con microalgas

Durante el cultivo heterotrofo y/o mixotréfico, las microalgas consumen el carbono
organico de diferentes fuentes, reduciendo la carga contaminante de las aguas residuales
y desechos organicos (Jiang et al. 2019). Las microalgas pueden ser utilizadas para el
tratamiento de residuos de frutas, reduciendo los altos niveles de contaminantes (C, N, P
y C), logrando resolver la problemética actual de los desechos agroalimentarios.

2.4.5.1 Microalgas en el tratamiento de residuos de frutas

Los residuos de frutas se pueden utilizar como sustrato natural para la floracion y
evolucion de microalgas a traves de tratamientos preliminares (filtracion o centrifugacion,
digestion aerobica/anaerdbica). De esta manera, los nutrientes organicos / inorganicos (C,
Ny P) presentes en el residuo de frutas pueden transformase en biomasa de microalgas,
mediante asimilacion o eliminacion de la composicion quimica del desecho, permitiendo

el escenario ideal para el aprovechamiento de residuos organicos (Mousavi et al. 2018).

2.4.5.2 Reutilizacion de residuos de frutas

Es un proceso innovador de reciclaje, de forma que los residuos sélidos o liquidos ofrecen
el potencial de producir biomasa de microalgas de forma econdmicamente viable a traves
de la utilizacién de nutrientes (C, N y P), con el fin de estandarizar sistemas de cultivo

eficientes que disminuyen los costos de produccion de microalgas (Kamyab et al. 2016).

2.4.5.3 Cooperacion entre microalgas y bacterias

La remediacion de desechos agroalimentos o agroindustriales en los sistemas de cultivo
batch no es totalmente dependiente de las microalgas; puede ser mas efectiva por
consorcios naturales de microorganismos. Las interacciones complejas entre microalgas
y bacterias durante el tratamiento de las aguas residuales pueden ayudar a una eliminacién
eficiente de carbono, nutrientes, metales pesados, compuestos recalcitrantes y patégenos;
ademas, la proporcion de microalgas y bacterias son una funcién de la composicion del
desecho y de las condiciones operativas de cultivo (Posadas et al. 2017). Entonces, en los
bioensayos de crecimiento de microalgas en medios de residuos de frutas es dificil realizar

cultivos axénicos, debido a que no es factible con el escalamiento a nivel industrial.

La Tabla 4 y 5, muestra la eficiencia remocién de contaminantes de diferentes tipos de

aguas residuales e industriales por varias especies de microalgas.
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Tabla 4: Eliminacién de nitrégeno (N) y fésforo (P). Diversas especies de microalgas cultivadas en procesos discontinuos con diferentes

tipos de aguas residuales

Nitrégeno total (NT)

Fasforo total (Pr)

Categoria Especie Flujo de residuos ER (por ER (por
Cl(mgL™) | Cl(mgL™) |
ciento) ciento)

Chlorella sp. Estiércol digerido 100-240 76-83 15-30 63-75
C. kessleri Medio artificial 168 8-19° 10-12 8-20°
C. pyrenoidosa  Aguas residuales industriales 267 87-89 56 70
C.sorokiniana  Aguas residuales municipales  — — 22 45-72
C. vulgaris Medio artificial 13-410 23-1002 5-8 46-94°¢

Chlorophyte  C. vulgaris Aguas residuales industriales 3-36 30-952 112 20-55
C. vulgaris Aguas residuales municipales 48-1550 55-88 4-42 12-100
C. reinhardtii Medio artificial 129 42-83%2 120 13-14°¢
Scenedesmus sp. Medio artificial 1444 30-1002b 1.4-6.0 30-100°¢
S. dimorphus Aguas residuales industriales — — 112 20-55
S. obliquus Aguas residuales municipales 27 79-1002 12 47-98

2 Nitrdgeno amoniacal (N-NHs); ? Nitrato (NO3z—N); Nitrito (NO2—N); ¢ Ortofosfatos totales (PO4*—P). Cl: Concentracion inicial (mg L1). ER:

Eficiencia de remocion (por ciento)

Fuente: Cai et al. (2013)
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Tabla 5: Tasas de remocion porcentual. Eliminacién de contaminantes en diferentes

origenes de aguas residuales y productividad de biomasa de microalgas

Microalga

i Tipo de residuos
Especie

ER

Productividad

(por ciento)

(mg Ld™)

Simbiosis algas—bacterias AR domeésticas
(Chlorella + Bacteria) sedimentadas

N =92
P=74
DQO = 87

N/A

Chlorella sorokiniana y ] ]
] . AR industriales
bacterias aerdbicas

N => 095
P=807
DQO = 84.8

N/A

AR municipales

Nt =6.3
Pr=5.7

0.07

Chlorella sp.
AR (estiercol)

N-NH4" = 100
Nt = 75.7-82.5
Pr=62.5-74.7

N/A

AR textiles

Nt =44.4-451
Pr=233.1-33.3
DQO = 38.3-62.3

0.73gL*!

AR de cerveceria

Nt = 87.27
Pr=79.75

2.28g L1

Chlorella vulgaris Efluente de &cido

citrico

Nt =94.4
Pr=90.6

DBO =95.7
DQO = 94.9

0.765¢g L™

AR municipales

NOs;—N =1.52
NO,—N =3.26
N-NH4*=2.17
POs#—P=26

N/A

AR: Aguas residuales. N/A: No aplica

Fuente: Chai et al. (2021)
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2.5 BIOPRODUCTOS
2.5.1 Bioproductos de microalgas

Las microalgas pertenecen a un grupo de materias primas de tercera generacion; estas se
presentan como alternativa prometedora, ya que son capaces de acumular altos niveles de
lipidos combinados con altas tasas de crecimiento y productividad de biomasa en
comparacion con especies oleaginosas convencionales, ademéas de no competir con la
cadena alimentaria (Chen et al. 2018). Los aceites de las microalgas son un gran sustituto

natural y renovable en comparacion de otras fuentes de aceites convencionales.

2.5.1.1 Produccion de lipidos de microalgas

La produccion de diferentes microalgas con referencia a los tipos de sustratos con

suplementacion de residuos agroalimentarios se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6: Productividades de cepas de microalgas en residuos agroalimentarios.

Desechos organicos como medios de cultivo de microalgas

Productividad

Lipidos Lipidos

Cultivo  Residuos Microalgas Biomasa

(por (por

(gL*d™h

ciento)! ciento)?
M2 Agricolas de arroz C. pyrenoidosa 1.1+0.02 ~51.35 ~56.36
M Frutas/hortalizas Chlorella sp. 0.161 10-15 10-15
M ® Frutas/hortalizas Chlamydomonas sp. 0.3816 ~20 20-25
M P Frutas/hortalizas Lagerheimia longiseta  0.2622 ~10 10-15
M® Frutas/hortalizas Pediastrum tetras 0.0653 15-20 15-20
H¢ Vegetales de paja Chlorella sp. ~1.28 ~40.33 66.4
M d Biocompost de frutas  Lagerheimia longiseta ~ 0.0224 ~8.17 ~15.37
M ¢ Biocompost de frutas M. contortum 0.0194 ~10.27 ~11.00
M 9 Biocompost de frutas  S. quadricauda 0.0337 ~1261 ~16.39

M: Mixotrofico; H: Heterotrofico.

Productividad de lipidos en medio sintético (control); ?Productividad de lipidos con adicion

de residuos agroalimentarios (tratamientos).

Fuente: 2Li et al. (2011); PCalixto et al. (2016); <Zhang et al. (2019); %de Medeiros et al. (2020)
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2.5.2 Bioproductos de valor agregado

La biomasa de microalgas se ha convertido en una fuente alternativa de energia renovable,
dentro de sus componentes quimicos, las microalgas pueden acumular un alto contenido
de lipidos (30-50 por ciento del peso total de biomasa); por consiguiente, en un enfoque
de industrializacion, las microalgas pueden alcanzar una mayor productividad de lipidos
en comparacion con cultivos energéticos convencionales, lo cual, le convierte en atractivo
como materia prima en la produccion de biodiesel y suplementos alimenticios saludables
(Chen et al. 2018).

2.5.2.1 Lipidos de microalgas

Las microalgas producen lipidos, como el triacilglicérido (TAG) que se puede convertir
en biodiesel, pero también en numerosos lipidos no combustibles (Figura 5). Las
microalgas se pueden utilizar como fuente de suplementos alimenticios, como el omega—
3, extraido tradicionalmente de aceite de pescado y también pueden ser fuente de
materiales como el &cido eicosapentaenoico (EPA) y acido docosahexaenoico (DHA)

para las industrias farmacéuticas (Roux et al. 2017).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

Esta investigacion se desarrollo en el Laboratorio de Bioquimica y Biologia Molecular
(L-BBM), Escuela de Biologia, Facultad de Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional
de San Agustin de Arequipa (UNSA). Los experimentos realizados en este estudio fueron

de escala laboratorio y se ejecutaron en 4 etapas principales:
a. Caracterizacion fisicoquimica del residuo de fruta procesado (RFP);

b. Generacion del subproducto liquido de fruta (SLF) a partir del RFP y evaluacion del

crecimiento de microalgas en este medio.
c. Produccion de lipidos de microalgas en las mejores condiciones de crecimiento.

d. Caracterizaciéon del SLF y determinacion de su eficiencia de remocion de la carga

contaminante.

3.1 ZONA DE ESTUDIO

En este estudio, el muestreo de los residuos agroalimentarios se realiz6 siguiendo la
metodologia de Edjabou et al. (2015), situado en la zona urbana del sector de distribucion
central, Plataforma Comercial Mercado Pesquero Arequipa (PC-MPA) ubicado en Yura-
Uchumayo, distrito de Cerro Colorado, provincia de Arequipa. EI muestreo de microalgas
se realizo siguiendo el protocolo de coleccion de algas planctonicas de Bellinger y Sigee
(2015), donde se ubico un vertimiento de aguas residuales agroindustriales, localizado en

el distrito de Cocachacra, provincia de Islay, Arequipa (Tabla 7).

Tabla 7: Ubicacién geogréafica de la zona de estudio

Localizacién geografica

Descripcion
1Este INorte 2Altura
PC-MPA 224484 8191098 2513
Microalgas 210311 8110279 101.5

'Este y Norte (UTM WGS 84) — HUSO 19; 2Altitud (m s. n. m.).

3.2 VARIABLES E INDICADORES

La Tabla 8 muestra las variables independientes y dependientes con sus respectivos

indicadores.



Tabla 8: Operacionalizacion de variables independientes y dependientes

Variable independiente Indicador Unidad Operacionalizacién
o o Color; DBOs; DQO; SST; NO3z7; NO2; N—
o _ Caracterizacion quimica mg L _
Reutilizacion de residuos NHs; NT Kjeldahl; K*; PO4%; SO4%
de frutas Combinacion del SLF viv SLF + H,0, SLF + MBM, SLF + MN
Concentraciones del SLF por ciento 10, 20, 30, 40, 50
Variable dependiente Indicador Unidad Operacionalizacion

Curvas de crecimiento

Ln células mL1

0,1,2 3 45,6, 7 (dias)

Rendimiento de biomasa células mL 0-7 (dias)
Productividad de biomasa células mL 0-7 (dias)
) _ Tasa de crecimiento dia™ 04 (dias)
Produccion de lipidos a — _ _
) _ Concentracion de lipidos mg L 0-3-7 (dias)
partir de microalgas con o o ]
y ] Rendimiento lipidico mg L 0-7 (dias)
la reduccion de nutrientes
Productividad lipidica mgL1d? 07 (dias)
del SLF
Consumo de nutrientes mg L DQO, NOs, PO4*, SO4* | 0-2-4-7 dias
Eficiencia de remocion por ciento DQO, NOs~, POs*, SO42 | 0-7 dias
L ) Color; DBOs; DQO; SST; NOs; NO2; N—
Caracterizacion final del residuo  mg L™

NHs; NTK; K*; PO4%; SO4% | 0-7 (dias)
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3.3 PLANIFICACION EXPERIMENTAL

Se realizo la planificacion experimental en base a los criterios de Calixto et al. (2016),
Santana et al. (2017), Engin et al. (2018) y de Medeiros et al. (2020), donde se analizaron

los efectos de diferentes condiciones de cultivo frente al crecimiento de la microalga:

1. La concentracion inicial estandar del alga Chlorella sp. fue 1.0 x 108 células mL

(Condori et al. 2023) gue se inocularon a las diferentes formulaciones del SLF.
2. Combinacion del SLF con diferentes formulaciones de medios:

— X1 =medio | (SLF + H20, agua destilada)

— Xz = medio Il (SLF + MBM?Y)

— X3 = medio Il (SLF + MN?)

'EI MBM es un medio de cultivo sintético (Anexo 2) altamente nutritivo, que permite un

mejor crecimiento de microalgas.

2La concentracion de MN (suplemento) fue una soluciéon de NaNOs (0.274 g L) y

K2HPO4 (0.036 g L) con la finalidad de mejorar el medio de cultivo para las microalgas.

3. Las microalgas se cultivaron en diferentes combinaciones y formulaciones del SLF,

que variaron de 10 a 50 porciento, de acuerdo a los tratamientos descritos a continuacion:
a. Tratamiento 1: 10 por ciento (10 mL SLF + 90 mL H»0), 20, 30, 40 y 50 por ciento;
b. Tratamiento 2: 10 por ciento (10 mL SLF + 90 mL MBM), 20, 30, 40 y 50 por ciento;
c. Tratamiento 3: 10 por ciento (10 mL SLF + 90 mL MN), 20, 30, 40 y 50 por ciento;

d. Controles: BG11, MBM y MN. Se incluyeron controles inorganicos, donde las
microalgas se cultivaron en medio BG11 (anexo 1), MBM (anexo 2) y MN enriquecido

de macro y/o micronutrientes, cominmente utilizado en cultivos a gran escala.

Cada unidad experimental se desarroll6 con 3 repeticiones (n = 3), para demostrar la

representatividad de los datos.

3.4 INSTRUMENTACION DE LA INVESTIGACION

Se utilizaron diversos equipos, materiales, insumos e informatica para este estudio, que

se describen en la Tabla 9.
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Tabla 9: Marca, modelo y procedencia de los equipos, materiales, insumos e

informatica utilizados en este estudio

Clasificacion Marca / Modelo Procedencia
Autoclave Jpinglobal Model 2020, Autoclave Colombia
Campana de flujo Laminar flow chamber, Safzone Estados Unidos
Microscopio Carl Zeiss, Primo Star Alemania
Conductimetro HI 98130, Hanna Instruments Italia
Turbidimetro HACH 2100Q, Turbidimeter Espafia
Centrifugadora Hettich Zentrifugen Universal 320R Alemania

Espectrofotémetro HITACHI, UH5300 Spectrophotometer Japén

Cromatdgrafo ionico  Sykam, S—150 IC Chromatography Systems Alemania

Luxdémetro LX1010B Light Meter Estados Unidos
Balanza analitica A&D GH-200 Japon
Hemocitometro Neubauer Improved, Marienfeld Alemania
Mini-compresor S6BO, Aquarium Air Pump Per(
Fluorescentes Brook-Lighting, 18W Perl
Recipiente Borosilicato Pyrex Alemania
Erlenmeyer Boeco Pyrex Alemania
Reactivos quimicos |  Medio BG11 Perl
Reactivos quimicos Il Medio MBM Perl
Software graficador GraphPad Prism 8.0.1. Per(
Software estadistico ~ IBM SPSS Statistics V25.0 Peru

*medio BG11 (anexo 1); medio MBM (anexo 2)

Para cumplir con los objetivos del estudio se transfirieron muestras al Laboratorio de
Certificaciones del Pert S.A. donde se analizaron los parametros de color, DBOs, DQO,
SST, NOs-, NO2~, N-NHs, NTK, PO4* y K*, de acuerdo con los métodos descritos en la
Tabla 10.
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Tabla 10: Instrumentacion del Laboratorio de Certificaciones del Peri (CERPER S.A.)

Pardmetro Unidad Metodologia

Método Laboratorio

Color uc

Parte 2120 C, Spectrophotometric Single Wavelength Method

DBOs mg L

Parte 5210 B, 5-Day BOD Test

DQO mg L g Parte 5220 D, Closed Reflux, Colorimetric Method

SST mg L™ <§f Parte 2540 D, Total Suspended Solids Dried at 103-105 °C

NO3z~ mg L ?,: Parte 4500-NOs~ E, Cadmium Reduction Method CERPER
NO2~ mg L % Parte 4500-NO;™ E, Colorimetric Method (INigAL)
N-NH; mgL? g Parte 4500-NHs; D, Ammonia-Selective Electrode Method

NTK mg L? g Parte 4500-NORG B, Nitrogen Organic Macro-Kjeldahl Method

PO43 mg L @ Parte 4500-PO42 E, Ascorbic Acid Method

K* mg L1 Parte 3111 B, Direct Air-Acetylene Flame Method

SMEWW-APHA-AWWA-WEF (Edicion 23" - 2017)

INACAL (Instituto Nacional de Calidad).
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3.5 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

3.5.1 Determinacion de la composicion fisicoquimica del residuo de fruta procesado
(RFP)

3.5.1.1 Muestreo de los residuos agroalimentarios

Se realiz6 siguiendo la metodologia de Edjabou et al. (2015):

El lugar de muestreo se localiz6 en los containers de residuos de frutas de la PC-MPA.
Se recolectaron muestras de residuos de frutas (mango, platano, manzana, tomate, ciruela,
meldn, naranja, mandarina, uva, fresa, chirimoya, pera, pifia, durazno y pepino) utilizando
bolsas de polipropileno Ziploc (30 x 40) de capacidad de 10 kg. Se segregaron y rotularon
los residuos de frutas, respectivamente. Las muestras se preservaron a ~4 °C en un cooler

térmico, donde se transportaron al L-BBM de la UNSA para su procesamiento.

3.5.1.2 Preparacion y caracterizacion del residuo de fruta procesado (RFP)
Se realiz6 siguiendo la metodologia descrita por Choudhary et al. (2019):

Los residuos de frutas se procesaron en combinacion de 1 L de agua destilada por 1 kg
de residuo de fruta; se homogenizaron con centrifugacion y trituracion a razén de 10000
RPM (J. Oster BLST-4655, México). Después del licuado se cold y reservé la fraccion
liquiday se preservd a—15 °C. Se registraron el pH, conductividad eléctrica y temperatura
(HI 98130, Hanna Instruments) y absorbancia a 570 nm (HITACHI, UH5300
Spectrophotometer). Se determinaron los parametros DBOs y DQO, SST, NOs-, NO2-,
N-NHs, NTK, POs* y K* en el laboratorio de CERPER S.A., y SO4% en la UNSA.

3.5.2 Selecciéon de microalgas adaptadas en RFP
3.5.2.1 Muestreo del material bioldgico

El muestreo bioldgico se realizo segun el protocolo de coleccion de algas (Bellinger y
Sigee 2015). Se recolectaron muestras de microalgas en una corriente de agua conexa al
sistema de alcantarillado de una agroindustria (Tabla 7), posible lugar donde descargan
aguas residuales (OEFA 2019). Se recolectaron 40 mL (Falcon™ estéril 50 mL) de algas
en 3 puntos ubicados en una seccion transversal del riachuelo, y fueron trasladadas al L—

BBM de la UNSA en un recipiente oscuro para luego ser procesadas y aisladas.
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3.5.2.2 Seleccién de microalgas con potencial de adaptacion en RFP

Este procedimiento se realizo siguiendo la metodologia de Santana (2016). Se inocularon
10 por ciento de muestras de microalgas en RFP en proporciones de 5 por ciento (5 mL
RFP + 95 mL agua destilada), 7.5 y 10 por ciento, respectivamente. Se ajusté el valor de
pH a ~7 con adicion de NaOH 2M. Se cultivaron las microalgas durante siete dias a 24 +
2 °C, bajo régimen de 12 horas de luz con intensidad de iluminacion de 3000 Lx
(LX1010B Light Meter) y 12 horas de oscuridad, y 2 x 4 L min-* de flujo de aire.

3.5.2.3 Screening de microalgas

Se aislaron las cepas de microalgas resistentes a residuos de frutas, utilizando un medio
BG11 segun el protocolo de aislamiento, purificacién y mantenimiento de cepas de
microalgas (Vega et al. 2017). De cada muestra bioldgica analizada en microscopio
dptico (Carl Zeiss, Primo Star), se realiz6 la inoculacién del 10 por ciento en medio BG11.
Luego, se llevo a cabo el aislamiento de microalgas utilizando la técnica de diluciones en
serie y agotamiento de placas en BG11 solidificado con 1.5 por ciento agar bacterioldgico
(Piligaev et al. 2015). Después del procedimiento, se incubaron las algas aisladas segln

las mismas condiciones del item 3.5.2.2.

3.5.3 Generacion del subproducto liquido de fruta (SLF) y evaluacion del
crecimiento de microalgas en SLF

3.5.3.1 Generacion del SLF a partir del RFP

Debido a que, las microalgas no pueden vivir en residuos de frutas procesados por la
elevada turbidez se realizé la produccion del SLF siguiendo los principios de Pleissner y

Rumpold (2018), con los siguientes procedimientos:

Se clarifico el RFP con una centrifuga (H. Zentrifugen Universal — 320 R) a razén de
4500 RPM por 10 minutos a 4 °C. Se recogi6 el sobrenadante y se preservo a—15 °C, este
producto se denomind subproducto liquido de fruta (SLF) y se utiliz6 para el cultivo de
la microalga aislada. El SLF se mezcl6 con H.0, MN, MBM (ver acapite planificacion
experimental) en las concentraciones de 10, 20, 30, 40 y 50 por ciento, respectivamente.
Se determin0 el pH, conductividad eléctrica, absorbancia a 570 nmy la turbidez (HACH
2100Q, Turbidimeter) de los medios generados a partir de las diluciones y formulaciones
del SLF.

27



3.5.3.2 Evaluacion del cultivo de microalgas en formulaciones de SLF

Este procedimiento se realizo siguiendo las metodologias de Santana et al. (2017) y Engin
et al. (2018). Se inocularon 1.0 x 10° células mL* del alga Chlorella sp. en 250 mL de
medios del SLF con H,O, MBM y MN, respectivamente (item 3.3) con el ajuste inicial
de pH ~7, y en medios de BG11, MBM y MN (controles). Se cultivaron las microalgas
durante 7 dias en condiciones ambientales controladas (25 + 2 °C), fotoperiodo (12h/12h),
iluminacién (4.0 £ 0.5 klux) y aireacién continua (2x4 L min-1). Se determind la densidad
celular de Chlorella sp. en cada tratamiento, y se monitorearon los cultivos mediante la

determinacion del pH.

3.5.3.3 Cinetica de crecimiento de Chlorella sp.

El rendimiento y productividad de biomasa, y la tasa de crecimiento especifica de
Chlorella sp. en los cultivos (Gao et al. 2018) se calcularon de acuerdo con las ecuaciones

(1), (2) y (3), respectivamente:

Rendimiento de biomasa (células mL™) = Xmax — X1 1)
X -X
Productividad de biomasa (células mL™ d2) = % @)
Ln(X - Ln(X
Tasa de crecimiento especifica (d?) = (Xmax) = Ln(X1) 3)

At

Donde Xmax ¥ X1 €s la concentracion maxima e inicial de la biomasa de microalgas,
durante el periodo de cultivo, respectivamente. La At es el intervalo del tiempo (dia) entre

Xmax Y X1.

De acuerdo con los mejores resultados de la evaluacion de crecimiento de Chlorella sp.
en formulaciones del SLF mediante pruebas estadisticas de significancia de ANOVA 'y
HSD Tukey; se determinaron las condiciones optimas para la produccion de lipidos del

alga Chlorella sp. y la reduccion de nutrientes del SLF.

3.5.4. Produccién de lipidos de microalgas en las mejores condiciones de crecimiento
3.5.4.1 Diseio del fotobiorreactor

Se disefié un fotobiorreactor de vidrio en base al criterio de Condori et al. (2023), con

dimensiones de 0.10 m (alto), 0.35 m (largo) y 0.17 m (ancho) (Figura 6) con volumen
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de trabajo de ~4.0 L, con un ambiente de iluminacion, aireacion y temperatura, mediante
focos fluorescentes LED, bombas de aire y agua, y ventiladores mecanicos con el fin de

realizar el crecimiento de la microalga (anexo 5y 11).
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Figura 6: Diagrama esquematico del fotobiorreactor

[a] compresor de aire; [b] filtro de membrana hidrofébico; [c] reguladores de presion; [d] bomba
hidréaulica. [1] entrada de muestra; [2] salida de muestra; [3] entrada y difusién de gas; [4] mezcla

de liquido; [5] ascenso de liquido; [6] descenso de liquido; [7] salida de gas; [8] estructura vertical

3.5.4.2 Produccion de lipidos en microalgas

Se realiz6 siguiendo la metodologia de Cheng et al. (2017):

Se cultivaron 1.0 x 10° células mL de Chlorella sp. en las mejores formulaciones al 10
por ciento del SLF (H.0, MN, MBM) y control BG11 (0 por ciento) en el fotobiorreactor
(Figura 6), durante 7 dias en condiciones 25 + 2 °C, 10 klux con 12/12 horas luz/oscuridad
y 2 x 4 L min-! de flujo de aire. Se recolectaron las muestras de microalgas en recipientes
de vidrio &mbar (1 L) al inicio (dia 0), intermedio (dia 3) y final (dia 7). Se acidificaron

las muestras con H2SO4 6M hasta pH < 2.
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3.5.4.3 Cuantificacion de la concentracion de lipidos

Se determino la concentracion de lipidos de Chlorella sp. con el método 1664 EPA —
revision B en el Laboratorio CERPER S.A. Los datos de rendimiento y productividad de

lipidos de microalgas en el proceso de cultivo se calcularon con las ecuaciones (4) y (5):

Rendimiento de lipidos (mg L) = Lmax — L1 4)
- ;. 1 41 _Lmax‘Ll
Productividad de lipidos (mg Lt d™?) = — a 5)

Donde Lmax Y L1 es la concentracion maxima e inicial de lipidos en los medios de cultivo

algal, respectivamente. La At es el intervalo del tiempo (dia) entre Lmax y Li.

3.5.4.4 Estimacion de aceites a gran escala

Se realizo siguiendo las recomendaciones de Santana et al. (2017). La estimacion de

aceites para un cultivo de microalgas a mayor escala se calculé con la ecuacién (6):

. : FD x FP x 103 x 365
Estimacion de aceites (kg Tn%) = Lmax * ( 106 ) (6)

Donde Lmax €s la concentracion maxima de lipidos. FD es el factor de dilucién del residuo,
y FP es el factor de proporcion para la obtencion del SLF. Los datos nimeros de 103, 365,
y 108 corresponden a la conversion de kg a tn, estimacion por afio, y conversion de mg a

kg, respectivamente.

3.5.5 Caracterizacion del SLF y determinacién de eficiencia de remocion de la carga

de nutrientes

Se realizo siguiendo las metodologias de Candido y Lombardi (2017) y Mousavi et al.

(2018), con los siguientes procedimiento:

3.5.5.1 Determinacion del consumo de DQO, nitrato, fosfato y sulfato

Las muestras recolectadas en dias alternos (29°; 4; 7™ dia) del periodo de cultivo con
Chlorella sp. en medios al 10 por ciento del SLF con H.O, MBM y MN se utilizaron para
la determinacion de DQO, NOs-, PO43~ y SO4?, respectivamente. Para el parametro de
DQO se centrifugd a 3920 xg, 10 min a 4 °C y el sobrenadante se analiz6 en CERPER

SA. Para el NOs~, POy SO42 después de la centrifugacion paso un filtrado mediante
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un filtro de jeringa de 0.450 um y el sobrenadante se cuantificd con cromatografia ionica
(Sykam, S-150 IC Systems, Alemania).

3.5.5.2 Caracterizacion fisicoquimica del SLF al 100 por ciento y 10 por ciento

Se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica del SLF al 100 por ciento, se registraron in situ
el pH, temperatura, conductividad, absorbancia a 570 nm y turbidez. Se determinaron el
color, DBOs, DQO, SST, N-NHs, NTK y K* en CERPER S.A. Se cultivaron 10° células
mL-* de alga Chlorella sp. en el 10 por ciento del SLF con H,O durante 7 dias. Se
analizaron las muestras al inicio (dia 0) y final (dia 7) del tratamiento biol6gico mediante
su recoleccion y centrifugacion a 3920 xg por 10 minutos a 4 °C, donde se utilizo el

sobrenadante para su caracterizacion fisicoquimica en la UNSA y CERPER S.A.

3.5.5.3 Remocioén del contenido de nutrientes del SLF al 10 porciento

La eficiencia porcentual de remocion de la carga de nutrientes en los cultivos con
Chlorella sp. en formulaciones al 10 por ciento del SLF (H.0, MBM y MN) (de Melo et

al. 2018) se calcul6 con la ecuacion (7):

Ci-C
Eficiencia de remocion (ER) (por ciento) = lc  x 100 7)

l
Donde Ciy Cy es la concentracion inicial y final del contaminante, respectivamente.

3.5.6 Analisis estadistico

Los resultados se expresaron en media = desviacion estandar (n = 3); los datos se
graficaron utilizando el software GraphPad Prism 9.5.1. El anélisis estadistico se realizd
con el software IBM SPSS Statistics 25; la comparacion de resultados se realizé mediante
pruebas de ANOVA y HSD Tukey, con un nivel de confianza de 95 por ciento. Los

valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1 Determinacion de la caracterizacion fisicoquimica de RFP

La Tabla 11 muestra la caracterizacion fisicoquimica del residuo de fruta procesado
(RFP), proveniente de los residuos de frutas de la PC-MPA.

Tabla 11: Caracterizacion fisicoquimica del residuo de fruta procesado (RFP)

Regulaciones ambientales

Parametros Unidad RFP para agua residual tratada
VMA EEPA* WHO?

pH —log [H*] 3.50 6-9 6-9 6.5-8.5

Temperatura °C 18.3 <35 5-30 NA

Conductividad eléctrica uS cm 3193.33 1000 1400

Color verdadero ucC 1119

Absorbancia a 570 nm UA 14.02

Turbidez NTU 4913.30 25

Sélidos suspendidos totales mg L? 18,730 500

DBOs mg L 40,041 500 <5 <5

DQO mg L™ 76,914 1000 5 <5

Nitrato mg L 4.35 50 30

Nitrito mg L? 0.008

Nitrégeno amoniacal mg L 14.94

Nitrégeno Organico Kjeldahl mg L™ 286

Fosfato mg L 22.4
Sulfato mg L? 593.15 200 200
Potasio mg L 1217 12

Anadlisis quimico en CERPER S.A., con excepcién del pH, temperatura, absorbancia, turbidez,
conductividad y sulfato. VMA: valores maximos admisibles; EEPA: Autoridad de Proteccion
Ambiental de Etiopia; WHO: Organizacién Mundial de la Salud. UA: Unidad Arbitraria; NTU:
Unidad Nefelométrica de Turbidez; UC: Unidad de Color. Nitrégeno Orgénico Kjeldahl (NTK).
Fuente: @ Mekonnen et al. (2020).

Conforme a los resultados mostrados, el RFP presenta contaminantes y nutrientes, se

caracteriza principalmente por tener un pH &cido (3.50 £ 0.02), la cantidad de la materia



organica es elevada con valores de DBOs y DQO de 40,041 mg Ly 76,914 mg L7,
respectivamente. La concentracion de SST es de 18,730 mg L, ademas, tiene un alto
contenido de material particulado, con absorbancia a 570 nm de 14.02 + 0.4 y turbidez de
4913.30 + 94.52 NTU; el contenido de sulfato (593.15 mg L 1) y potasio (1217 mg L 1)

también fueron moderadamente altos.

La conductividad eléctrica fue alta con valor de 3193.33 + 15.28 uS cm™ comparando
con las regulaciones ambientales de la EEPA y WHO, asi mismo, los valores de nitrégeno
y fésforo fueron altos, siendo los parametros mas representativos el NTK con 286 mg L~

Ly fosfato con 22.4 mg L.

En Per(, todavia no existe una normativa nacional especifica que regule o parametrice los
residuos agroalimentarios. Por el momento, la legislacion aplicable es la Ley de Gestion
Integral de Residuos Sdlidos (D.L. 1278), en la cual se definen los pilares de reduccion,
reutilizacion y valorizacion de desechos organicos. de Medeiros et al. (2020), definen que
los desechos agroalimentarios de frutas y hortalizas pertenecen a la categoria de residuos
agroindustriales; asi mismo, Araujo et al. (2021), determinan que el procesamiento de los

residuos agricolas corresponde al tipo de efluentes agroindustriales.

Por este motivo, este estudio realiza la comparacién del RFP con los VMA del D.S. 001
2015-VIVIENDA (MVCS 2015), segun el estandar de Clasificacion Industrial
Internacional Uniforme (CI1IU 1030, elaboracién y conservacion de frutas, legumbre y
hortalizas) (MVCS 2016). A nivel internacional, Mekonnen et al. (2020), comparan las
propiedades fisicoquimicas de lixiviados de un vertedero de desechos alimentarios, con
los limites permisibles de los estandares de la Autoridad de Proteccion Ambiental de
Etiopia (EEPA) y la Organizacién Mundial de la Salud (WHO).

Segun la informacion de la composicion quimica del RFP, éstos no cumplen con la
normativa ambiental de los VMA aplicada para el sector agroalimentario; a excepcion de
la temperatura (<35 °C), debido a que el residuo de fruta fue procesado a una temperatura
ambiente. Ademas, el RFP no cumple con los limites de descarga de residuos alimentarios
estandarizados por la EEPA y WHO. Segun el analisis del RFP, los pardmetros
fisicoquimicos no cumplen con las regulaciones medioambientales; por lo tanto, es
evidente que exista la necesidad de buscar soluciones para la valorizacion y disposicién

de los residuos de frutas en el PerQ. En este sentido, el RFP se caracteriza principalmente
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por tener una alta concentracion de materia organica, siendo este residuo un medio de

cultivo ideal para su reutilizacion en la produccion de bioproductos con microalgas.

4.2 Evaluacion de la adaptacion de microalgas en RFP

Las microalgas encontradas en el alcantarillado de una agroindustria en Arequipa fueron
del género Chlorella y Scenedesmus (Anexo 3); estas algas se utilizaron como indculos
para el cultivo en el RFP con el fin de seleccionar la mejor alga que se adapte a estos
residuos. En la Figura 7 se muestra la microalga del género Chlorella sp., la cual se adaptd
y crecio en los residuos de frutas procesados al 5, 7.5 y 10 por ciento, mostrando una
tolerancia hasta la concentracion de 10 por ciento del RFP.

Figura 7: Aislamiento e identificacion de Chlorella sp. adaptada en RFP. Definicion

visual de microscopia Optica en el objetivo 40*

Calixto et al. (2016) y de Medeiros et al. (2020), demostraron que, las microalgas del
género Chlorella spp. tienen las mejores respuestas de desarrollo en presencia de residuos

agroindustriales y agroalimentarios de hortofruticolas.
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Santana (2016), informd que la adaptacion y seleccion microbiana en residuos agro-
industriales es una importante técnica en el screening de cepas de microalgas verdes con
potencial tolerante a las aguas residuales con elevada carga organica. Este mismo criterio
fue utilizado en la investigacion, y se encontré que el alga Chlorella sp. tiene las mejores
tendencias de desarrollo en residuos de frutas, posiblemente porque son mas tolerantes y

resistentes en efluentes industriales.

4.3 Generacién de SLF y evaluacién del crecimiento de microalgas

La Figura 8 muestran los resultados del pretratamiento del RFP mediante centrifugacion,
con el cual se obtiene un nuevo subproducto liquido de fruta (SLF), en el que se elimino
gran cantidad del material particulado presente en el RFP. Seguln los resultados, el RFP
tiene una absorbanciaa 570 nm de 14.02 £+ 0.40, después del pretratamiento el SLF obtuvo
un valor 0.372 + 0.002, demostrando una reduccion de ~97.34 por ciento del material
suspendido; esto también se vio reflejado en la medicién de la turbidez, que redujo su
valor de 4913.33 £ 94.52 NTU a 45.36 £ 0.70 NTU con una eficiencia de eliminacion de
99.1 por ciento. El fin de un pretratamiento es la clarificacion del residuo, reduciendo al

maximo la turbiedad en el RFP, mejorando asi, la transmitancia del paso de luz.
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Figura 8: Resultados del pretratamiento del RFP y SLF. Reduccion del material
particulado. Turbidez (NTU) y Absorbancia a 570 nm (UA). Barras de error

representan la desviacion estandar de n = 3. RFP (residuo de fruta procesado); SLF

(subproducto liquido de fruta)
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Diferentes investigaciones (Rathika et al. 2019; Amor et al. 2019) informaron que el
pretratamiento de clarificacion en residuos agroindustriales se realiza mediante
centrifugacion a velocidad de 4000 RPM por 10 minutos similar a las condiciones de este
estudio. Posadas et al. (2014), definieron el proceso de centrifugacién y filtracion como
métodos iddneos para obtener un sobrenadante clarificado y garantizar posteriormente el

cultivo con microalgas en residuos agroindustriales tratados.

En las plantas de la industria aztcar-alcoholera, uno de los métodos utilizadas para
separar las levaduras de las aguas residuales de destileria, con el fin de obtener la biomasa
seca y su destino a la produccidn de raciones, es la centrifugacion a gran escala (Candido
y Lombardi 2017). De esta manera, se opta por utilizar la fuerza centrifuga como técnica
de tratamiento previa en RFP, debido a que, la aplicacion de otros procedimientos fisicos
0 quimicos implicarian un aumento de costos en la preparacién del medio de cultivo,

siendo un escenario no rentable a una escala industrial.

La Figura 9 (a—b) muestra los valores promedios de conductividad y absorbancia para
diferentes concentraciones del SLF y diferentes formulaciones (+H20, +tMBM y +MN) y
controles respectivos (BG11, MBM y MN) en condiciones de pH neutro (~7.1). EI SLF
con H20, es clasificado como un sustrato relativamente bajo en nutrientes debido a la
combinacion con agua; el SLF con MN es un sustrato regular en nutrientes debido a su
combinacion con MN (N 'y P) y finalmente, el SLF con MBM es el mejor medio de cultivo

debido a la mezcla con MBM (3N-Bristol Modificado, rico en macro y micronutrientes).

Los resultados de conductividad variaron de acuerdo con las concentraciones del SLF
incrementandose conforme el mayor porcentaje de SLF. EI SLF en combinacion con H;O,
MBM y MN tienen los maximos valores de 2866.7 £ 5.7 uS cm™, 3426.7 £ 5.7 uS cm™

y 3056.7 £ 5.7 uS cm?, respectivamente, a la concentracion de 50 por ciento.

Con relacion a la absorbancia a 570 nm del SLF en combinacion con H.O, MBM y MN,
su densidad dptica indicd una relacién directa en la concentracion del SLF sobre el
aumento de material particulado, con valores de 0.037 + 0.002, 0.031 + 0.002, 0.039 +
0.002 al 10 por ciento (v/v), respectivamente; siendo estas caracteristicas los indicadores

de un medio de cultivo ideal para el posterior crecimiento de microalgas.
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Figura 9: Conductividad y absorbancia. Valores promedios de conductividad (pS
cm?) (a) y absorbancia a 570 nm (UA) (b) de la concentracion del SLF a diferentes
combinaciones (H20, MBM y MN) y controles (BG11, MBM y MN). Barras de error

representan la desviacién estandar de n = 3. SLF (subproducto liquido de fruta)

Calixto et al. (2016) y de Medeiros et al. (2020), estandarizaron un medio de cultivo HB
(biocompost de residuos de frutas y hortalizas), con valores de 374 puS cm™ de electro-
conductividad, siendo un sustrato de cultivo de bajo contenido de minerales (electrolitos)
a comparacion con los medios estandares del SLF de este estudio. Segin Condori et al.
(2023), la conductividad eléctrica y absorbancia se consideran los indicadores fisicos que
permiten definir el mejor sustrato para el crecimiento del alga Chlorella sp., debido a que
las microalgas necesitan suficientes nutrientes para su crecimiento, y la exposicion a luz

para su actividad fotosintética.

La Figura 10 muestra el ciclo de vida de Chlorella sp., con el objetivo de estandarizar su
fase exponencial en el medio BG11; siendo estas células los agentes inoculantes para el
tratamiento del SLF en sus formulaciones con H,O, MBM y MN. Segun los resultados,
en la curva de crecimiento de Chlorella sp. se presenta una fase exponencial (dia 0° — 8°)
y una fase estacionaria (dia 8" — 10°); sin embargo, no se muestra una fase de adaptacion
debido a que, la microalga fue adaptada al BG11 mediante 4 trasplantes o repiques.
Marchello et al. (2018), informaron que los indculos de microalgas en su fase exponencial
media tienen un rendimiento fotosintético maximo, que esta relacionada con la condicion
fotosintética mas saludable (Candido y Lombardi 2020). Candido y Lombardi (2018),

indicaron que la microalga debe activarse fisiol6gicamente para optimizar su crecimiento.
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Por lo tanto, segun el analisis de la curva de continuidad de vida de Chlorella sp. (Figura
10), se observa que el 5% y 6% dia corresponden a los mejores periodos para la

transferencia de indculos en las diferentes formulaciones del SLF.
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Figura 10: Curva de crecimiento de Chlorella sp. en BG11. Logaritmo natural de los
valores promedio de la densidad celular (Ln células mL-1) para el medio sintético

BGL11. Barras de error representan la desviacion estandar de n = 3

4.4 Cultivo de Chlorella sp. en las formulaciones del SLF

La Figura 11 muestran las curvas de crecimiento del alga Chlorella sp. analizada en
diferentes concentraciones y formulaciones del SLF durante los siete dias de cultivo. La
densidad final de biomasa de Chlorella sp. fue significativamente superior en 10 por
ciento del SLF en todas las formulaciones, mostrando su potencial de crecimiento en este

tipo de residuo agroalimentario.

Segun los resultados, los cultivos con el SLF (+H20, +MBM, +MN) (Figura 11 a, b, c)
mostraron tendencias similares para el crecimiento algal, indicando significativamente
una similar densidad celular de Chlorella sp. al 10 por ciento de SLF en H.O y MN;
seguido del MBM. La Figura 11 (a, b, ¢) presentan las mejores densidades de biomasa de
Chlorella sp. con valores de 305 + 6.06, 159 + 4.21 y 306 + 6 (x10° células mL) en 10
por ciento de SLF con H.O, MBM y MN, respectivamente, superando a los controles
(149 + 6.59 en BG11; 147 + 4.75 en MBM; 61.9 + 1.88 en MN, x10° células mL™). El
SLF con H20 siendo un sustrato relativamente bajo en nutrientes demostré un alto

crecimiento del alga. EI SLF con MN siendo un sustrato moderado en macronutrientes
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con nitrégeno (N) y fésforo (P) limitado, también fue posible el cultivo para Chlorella
sp. Por ultimo, el SLF con MBM fue el tercer sustrato ideal para el cultivo del alga.
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Figura 11: Curvas de crecimiento de Chlorella sp. en diferentes formulaciones del
SLF. Logaritmo natural de valores promedio de densidad celular (Ln células mL™) en
10, 20, 30, 40 y 50 por ciento del SLF a diferentes formulaciones (H.O, MBM y MN),
respectivamente, y controles (BG11, MBM y MN). Barras de error representan la
desviacion estandar de n = 3. Letras diferentes indican que los valores difieren
significativamente (ANOVA, p < 0.05)

Wang et al. (2020), aplicaron hidrolizados de residuos de alimentos diluidos a varias dosis
de glucosa (10 a 30 g L) en el cultivo de microalgas con la finalidad de mejorar la
produccion de Chlorella sp., demostrando resultados prometedores en 20 g glucosa L.
Chew et al. (2018), utilizaron compost de residuos de alimentos como fuente de nutrientes
para el crecimiento de C. vulgaris; sus resultados indicaron que, el cultivo de la microalga
con soluciones de compost (65-85 por ciento) mostré alta produccion de biomasa en

comparacion con el BG11. Lo anterior confirma que, la estrategia de reutilizar desechos
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orgénicos en forma de SLF a diferentes proporciones permitié mejorar el crecimiento
logaritmico de Chlorella sp. a la mejor concentracion del residuo. Segun los analisis
estadisticos (Figura 11 a, b, c), el cultivo de Chlorella sp. al 10 por ciento de todas las
formulaciones del SLF son significativamente mayores en comparacion con los demas
tratamientos (20, 30, 40 y 50 por ciento); asi mismo, entre las combinaciones del SLF, la
mejor fue el H>O, despues el MN, finalmente el MBM, posiblemente este efecto se
produce porque las microalgas necesitan de un medio con el balance de nutrientes
adecuados. Chang et al. (2016) y Fu et al. (2016), informaron que, el exceso de macro y
micronutrientes o suplementos (N y P), contenidos en medios de aguas residuales, pueden
causar efectos negativos durante el crecimiento de las microalgas, lo que conllevan a un
desarrollo deficiente o incluso a una muerte celular. Esto ultimo explicaria, que las
concentraciones superiores del SLF al 10 por ciento (20 al 50 por ciento) ocasionaron la
disminucion de crecimiento de Chlorella sp., debido que, el alto contenido de materia

organica y sales minerales se relaciona con una mayor concentracion de SLF.

La Figura 12 (a, b) muestra que, el mejor rendimiento y productividad de biomasa se
obtiene significativamente en la concentracion de 10 por ciento del SLF en la condicion
con H20, seguido con MN y MBM al 4% dia de cultivo, con rendimientos de 262 + 5.39,
186 +2.08 y 185 + 1.44 (x10° células mL1), respectivamente, indicando datos superiores
a los controles inorganicos (78.8 + 1.38, BG11; 81.5 + 8.87, MBM; 4.8 + 1.0, MN, x10°
células mL™t). Esta tendencia ocurre de igual forma para la productividad celular de la
microalga. Ademas, existe un firme crecimiento celular de Chlorella sp. en 20 por ciento
del SLF en todas sus formulaciones, superando al control MN. Se observé un ligero
incremento de la microalga en el méximo porcentaje (50 por ciento) del SLF en H-O,
MBM, MN. Conforme aumenta el contenido del SLF se redujo el crecimiento del alga

Chlorella sp. producto del excesivo contenido de materia organica (> 8250 mg DQO L1).

Araujo et al. (2021) estudiaron el efecto de las aguas residuales del procesamiento de
yuca (CPW) sobre el desarrollo de Arthrospira platensis, observaron que la dosis minima
de CPW (0.5 mL dia™t) mejor6 el cultivo del alga; ademas, la produccion de A. platensis
sometido a dosis diarias de 2 mL dia* altera el habitat del alga e induce un cambio en su
ruta metabdlica. Lo anterior coindice con nuestro estudio, donde el minimo contenido del
SLF mejoré la cinética de crecimiento del alga sin alterar la fisiologia microbiana. Lau et
al. (2014), evaluaron el crecimiento de C. vulgaris en hidrolizados de residuos de

alimentos en concentraciones que oscilaron entre el 2.5y 50 por ciento (v/v); de acuerdo
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con los experimentos, del 2.5 al 20 por ciento, la tasa de crecimiento del alga aumento
directamente, sin embargo, a mayores porcentajes (30, 40 y 50 por ciento) el crecimiento
disminuyd, mostrando que, los contenidos superiores de carbono organico inhiben el
desarrollo de C. vulgaris. Kamyab et al. (2016), realizaron un estudio sobre C. vulgaris,
la cual se cultivé en efluentes de molinos de aceite de palma (POME), en concentraciones
de 0, 250, 500 y 1000 mg DQO L. Se encontr6 que, el potencial para producir alto
contenido de biomasa algal utilizando POME diluido fue a 250 mg L. En este estudio,

a partir del 30 por ciento SLF causaron la muerte en las células de Chlorella sp.
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Figura 12: Rendimiento celular (células mL™) (a) y productividad celular (células
mL~! d™1) (b) de Chlorella sp. en 10, 20, 30, 40 y 50 por ciento de las formulaciones
de SLF (H20, MBMy MN) y controles (BG11, MBMy MN) al 4% dia de tratamiento.
Barras de error representan la desviacion estandar de n = 3. Letras diferentes

indican que los valores difieren significativamente (ANOVA, p < 0.05)
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La Figura 13 muestra la interaccion de la tasa de crecimiento de Chlorella sp. en las
diferentes concentraciones y formulaciones del SLF al 2% dia de cultivo. El crecimiento
méaximo de Chlorella sp. se obtiene significativamente en 10 por ciento del SLF y MBM
(analisis en minusculas), seguido con MN vy finalmente con H20, con valores de 1.47 +
0.002, 1.35 £ 0.008 y 1.15 + 0.006 d1, respectivamente, indicando respuestas superiores
en comparacion a los controles de BG11 (0.96 + 0.010 d'), MBM (0.84 + 0.002 d') y
MN (0.74 + 0.007 d!). Ademas, existe un crecimiento de la microalga en 20 por ciento
del SLF en todas sus formulaciones, estadisticamente similares (analisis en minudsculas)
al mejor control sintético inorganico (BG11). Condori et al. (2023), informaron que, el
elevado contenido de materia organica y minerales en aguas residuales agroindustriales,

conducen al efecto osmético en células de Chlorella sp. causando su degradacion celular.
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Figura 13: Tasa de crecimiento (i) (d™!) de Chlorella sp. en 10, 20, 30, 40 y 50 por
ciento de las formulaciones del SLF (H.O, MBM y MN) y controles al 2% dia de
tratamiento. Barras de error representan la desviacion estandar de n = 3. Letras diferentes

indican que los valores difieren significativamente (ANOVA, p < 0.05)

La Tabla 12 muestra la comparacion de los valores maximos de tasas de crecimiento de
especies de microalgas en respuesta a diferentes condiciones de residuos alimentarios. En
este estudio, la concentracion del SLF (10 por ciento) en combinaciones con MBM, MN
y H>O proporcionaron los mejores crecimientos para Chlorella sp., superiores con los
valores informados en la literatura. En los antecedentes, optimizaron el tratamiento previo
de los residuos alimentarios o realizaron diluciones significativas, ocasionando un
aumento de los costos econdmicos para la produccion de microalgas. En este trabajo, el
unico proceso de clarificacion fue la centrifugacion, seguido de diluciones desde 10 hasta

50 por ciento del SLF demostrando la viabilidad del método de cultivo para Chlorella sp.
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Tabla 12: Comparacion de tasa de crecimiento. Valores maximos de crecimiento (d) de Chlorella sp. obtenidos en este estudio y resultados
reportados en la literatura

Concentracion U (dia™) Referencia

Pleissner et al. (2013)

Cepa Condiciones de cultivo

Chlorella pyrenoidosa Hidrolizados de residuos alimentarios purificado — 1.1+04

Chlorella vulgaris Hidrolizados de residuos alimentarios 20 viv 0.8 Lau et al. (2014)
Chlorella sp. Biocompost de frutas/vegetales 10mL L™ 0.88 £ 0.32 Calixto et al. (2016)
Chlorella sorokiniana POME 250 mg DQO L! 0.099 Kamyab et al. (2016)
Galdieria sulfuraria Hidrolizados de residuos alimentarios 500 mg L' NH,4* 1.22 +0.01 Sloth et al. (2017)
Chlorella vulgaris Compost de residuos de alimentos 25C¢ 0.357 £0.035 Chew et al. (2018)

1500 mg L' N-NH;  0.38 +0.01 Chuka-ogwude et al. (2020)
1500 mg L' N-NH;  0.36 +0.02 Chuka-ogwude et al. (2020)
Scenedesmus quadricauda Biocompost horticola 10mLL™! 1.27 £0.58 de Medeiros et al. (2020)

Chlorella sp. Digestato anaerobio de residuos alimentarios

Scenedesmus quadricauda Digestato anaerobio de residuos alimentarios

Chlorella sp. Hidrolizados de residuos alimentarios diluidos 20 g L ™! glucosa 0.24 Wang et al. (2020)
Arthrospira platensis Agua residual procesamiento yuca 1 mL dia™! 1.16 Araujo et al. (2021)
Chlorella sp. Digestato anaerobio de residuos alimentarios 950 mg DQO L 0.093+£0.02 Chuka-ogwude et al. (2022)
Chlorella sp. Digestato anaerobio de residuos alimentarios 110 mg DQO L™! 0.073+0.02 Chuka-ogwude et al. (2022)
Chlorella sp. SLF + H,0 10 por ciento (v/v) 1.15+0.006 Este estudio

Chlorella sp. SLF + MBM 10 por ciento (v/v) 1.47 £0.002 Este estudio

Chlorella sp. SLF + MN 10 por ciento (v/v) 1.35+0.008 Este estudio

a25C (25:75, BG11/residuo organico; 0.1 kg compost de residuos de alimentos por 1 L H,0). POME (efluentes de molinos de aceite de palma). SLF (subproducto
liquido de fruta). p (tasa de crecimiento). *10 por ciento (v/v) equivale a ~8250 mg DQO L.
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La Figura 14 (a, b, ¢) muestra la variacion diaria del pH en los cultivos de Chlorella sp.
con los distintos porcentajes y formulaciones del SLF durante 7 dias de cultivo. Segun
los resultados es notable la disminucion de pH (levemente &cido) en 30, 40 y 50 por ciento
del SLF en todas sus combinaciones. En 20 por ciento (v/v), el pH se mantuvo casi neutro
(pH ~6.89) con insignificantes cambios (+ 0.02). Asi mismo, en 10 por ciento del SLF
con H,O, MBM y MN, las microalgas tuvieron la tendencia a incrementar el pH
(levemente alcalino) con valores relevantes de 8.79 + 0.05, 8.18 + 0.04 y 9.17 £ 0.05,
respectivamente, al 7™ dia de cultivo. ElI pH del control BG11 y MBM aument6
notoriamente a lo largo del crecimiento del alga Chlorella sp., con valores finales de 11.29
+0.01 y 10.20 + 0.01, respectivamente; en el caso del control MN, el pH promedio fue
7.86 = 0.58 (levemente neutro) durante los siete dias de cultivo de la microalga.

El comportamiento dindmico observado en el pH puede explicarse por el crecimiento y
contaminacion de microorganismos heterétrofos, porque los bioensayos del crecimiento
de Chlorella sp. en medios del SLF se realizaron en condiciones no axénicas. De La Cruz—
Noriega et al. (2022), informaron que, las variaciones de pH son debidas a la hidrolisis y
acidificacion de los residuos de frutas. Condori et al. (2023) demostraron que la reduccién
de pH en cultivos de algas con aguas residuales de alta carga organica pueda deberse a la

proliferacion en la fase logaritmica de los heterotrofos.

En este estudio, las mejores condiciones para Chlorella sp. se obtuvieron al 10 por ciento
en H,O, MBM y MN mostrando tendencias de pH levemente alcalino, los resultados
actuales coinciden con Deng et al. (2021), quienes encontraron que, el desarrollo éptimo
de microalgas fotosintéticas podria promover la alcalinizacién del agua y aumentar
significativamente el valor de pH (P. ej. en el tratamiento con microalgas, el pH de las
aguas residuales alcanzé un promedio de 9.0). Finalmente, Sutherland et al. (2020)
produjeron incrementos significativos en las concentraciones de biomasa de microalgas
con el aumento de la carga de nutrientes en un concentrado de digeridos anaerobicos de

residuos alimentarios, que indujeron simultaneamente un elevado pH (alcalino).
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Figura 14: Evolucion del pH. Promedio diario de valores de pH en funcion del
tiempo (dias) de Chlorella sp. del 10 al 50 por ciento de las formulaciones del SLF

(H.0, MBM y MN) y controles (BG11, MBM y MN). Barras de error representan la
desviacion estdndar de n =3

Segun los analisis estadisticos de la Figura 12 (a, b) y la Figura 13, la concentracion de
10 por ciento del SLF en H.O, MBM y MN, respectivamente, presentan los mejores
parametros de cinética de crecimiento en Chlorella sp. Con base a los resultados
obtenidos en el 2% objetivo, seleccionamos el porcentaje de 10 por ciento (v/v) con las
formulaciones de H.O, MBM y MN, como los sustratos mas favorables para la
produccién de lipidos, y las condiciones del alga para su evaluacion en la eficiencia de

eliminacién de contaminantes organicos e inorganicos.
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4.5 Produccion de lipidos de microalgas en las mejores condiciones de crecimiento

La Figura 15 presenta las curvas de los contenidos de aceites por Chlorella sp. en el
porcentaje de 10 por ciento del SLF en H.O, MBM y MN, respectivamente. Segun los
resultados, el contenido inicial de lipidos en el in6culo de Chlorella sp. fue 0.53 + 0.06
mg L' en los tratamientos del SLF y control BG11. En el tercer dia, no existieron
diferencias significativas entre los medios de BG11 (control), H.O, MBM y MN
(tratamientos) para la concentracion de aceites en Chlorella sp. Al séptimo dia, la mejor
produccidn de lipidos (analisis en minusculas) fue al 10 por ciento del SLF en MN (15.60
+3.17 mg L), seguida de un cultivo con H,0 (12.77 £3.61mg L") y MBM (9.2 + 1.3
mg L"), superando al control BG11 (2.67 + 0.68 mg L™'). Conforme la adicién de una
fuente de carbono organico en forma de SLF al 10 por ciento (v/v) indujeron la mayor
produccidn de aceites por parte de esta microalga en las formulaciones con H,O, MBM y
MN, lo que sugiere que la concentracion de 10 por ciento de SLF es adecuada para la

produccién de lipidos por Chlorella sp.

Chew et al. (2018), lograron un contenido de lipidos a partir del cultivo de Chlorella
vulgaris utilizando compost de residuos de alimentos al 25 por ciento suplementada en
BG11. Se informo que, el contenido de lipidos con mezcla de compost fue alto en
comparacion con el control, probablemente se deba al carbono organico presente en la
mezcla de compost, que podria promover la asimilacion de carbono acelerando la
acumulacion de lipidos. En este estudio, el SLF contienen sustancias organicas, que al
combinarse con H.O, MBM y MN, la microalga asimilo la DQO y aumento
significativamente la produccion de su biomasa, esto explicaria la alta tasa de crecimiento
y el contenido de lipidos por parte de Chlorella sp. cuando se cultivaron en 10 por ciento
del SLF. Es bien sabido, que el contenido de lipidos de microalgas varia segin la
composicién mineral del medio de cultivo (Zheng et al. 2021). Calixto et al. (2016),
indicaron que, la sintesis de lipidos en microalgas podria modificarse por variaciones

nutricionales en los medios.
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Figura 15: Produccién de lipidos. Curvas de concentracion de lipidos (mg L) por
Chlorella sp. en funcion del tiempo (dias) a partir de 10 por ciento del SLF en H.0,
MBM y MN y control BG11. Barras de error representan la desviacion estandar de n =

3. Letras diferentes indican que los valores difieren significativamente (ANOVA, p < 0.05)

La Figura 16 (a, b) muestra el mejor rendimiento y productividad de lipidos por parte de
la microalga Chlorella sp. en cultivos con carga al 10 por ciento del SLF en H,O, MBM
y MN, respectivamente. En el séptimo dia de cultivo de la microalga, la combinacion del
SLF y MN obtiene significativamente (anélisis en minusculas) el méximo rendimiento
lipidico (15.07 £ 3.14 mg L"), sequida del cultivo con H20 (12.23 £+ 357 mg L) y
MBM (8.67 + 1.36 mg L"), superando al control inorganico BG11 (2.13 + 0.67 mg L™!)
al tercer dia de analisis. Esta tendencia ocurre de igual manera para la productividad de
lipidos por parte del alga Chlorella sp. Segun los resultados, existe el mayor rendimiento
y productividad de aceites en la microalga, indicando su potencial de generar un
bioproducto de alto valor agregado a partir del subproducto liquido de fruta a una carga

de 10 por ciento (v/v) en combinacion de MN y H20.

Las formulaciones del SLF en 10 por ciento evaluadas en este estudio, modificaron la
proporcién de nutrientes, induciendo a diferentes patrones de crecimiento y contenidos
de lipidos en Chlorella sp. La reutilizacion eficiente de desechos agroalimentarios forma
una estrategia ambiental y econdmica para utilizar el carbono orgénico residual con el fin
de contribuir la formacidn de biomasa y lipidos en microalgas fotosintéticas (Pleissner et

al. 2017). En un estudio anterior (Condori et al. 2023), las microalgas pueden crecer en
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un cultivo mixotréfico con aguas residuales de destileria como fuente de carbono orgénico

para mejorar la produccién de biomoléculas o biomasa de interés comercial.
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Figura 16: Rendimiento (mg L™) (a) y productividad (mg L™ d1) (b) de lipidos por
Chlorella sp. en 10 por ciento del SLF en H,O, MBM y MN al 7™ diay en BG11 al
3% dia. Barras de error representan la desviacion estandar de n = 3. Letras diferentes

indican que los valores difieren significativamente (ANOVA, p < 0.05)

La Figura 17 presenta la estimacion de aceites en Chlorella sp. a gran escala a partir de
los resultados de la curva de concentracion de lipidos (Figura 15). Segun la evaluacion,
las mejores producciones de bioaceites seran 113.9 kg y 93.2 kg por tonelada de residuos
de frutas en combinacion con MN y H»O, respectivamente, durante todo el afio de trabajo
(365 dias).

Cabe sefialar que Chlorella sp. mostro la capacidad de producir bioaceites como un
bioproducto de alto valor agregado para la industria debido al contenido de nutrientes del
SLF. Lau et al. (2014), definieron que, el cultivo de la microalga de género Chlorella abre
una oportunidad innovadora para reciclar los nutrientes de desechos de alimentos para la
produccién sostenible de bioaceites, que no solo son una fuente de acidos grasos
nutricionales, sino también una fuente de &cidos grasos convertibles en biodiesel. La
economia circular (EC) es un enfoque que define a los residuos organicos como insumos
para la produccion de biocomponentes activos de valor agregado (Cooper et al. 2017).
Por tanto, este estudio establece un método para reaprovechar los residuos de frutas, con

el objetivo de producir biomasa y lipidos a través del cultivo de la microalga Chlorella

sp.
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Figura 17: Estimacion de aceites (kg) por tonelada de residuos de frutas, durante el
cultivo de Chlorella sp. en 10 por ciento del SLF (H20, MBM y MN). Estimaciones
al afio (365 dias). Barras de error representan la desviacion estandar de n = 3. *Estimacién

en base a la tasa de conversion de 1 kg de aceites de acidos grasos a 1 kg de biodiesel
Fuente: Cabanelas et al. (2013)

4.6 Caracterizacion del SLF y determinacion de su eficiencia de remocion

La Figura 18 muestran las curvas de consumo de DQO, NOs~, PO43", SO4>" obtenidos
para la condicion de 10 por ciento del SLF con H,O, MBM y MN durante el cultivo batch
del alga Chlorella sp. Segun los resultados de DQO (Figura 18 a), el contenido inicial fue
8249 + 229 mg L ! para las formulaciones del SLF; durante los siete dias de tratamiento,
la DQO disminuy6 gradualmente hasta llegar a una concentracion final de 1816 mg L™,
3184 mg Lty 901 mg L en los medios del SLF con H,O, MBM y MN, respectivamente,
donde, la mejor reduccién de DQO se obtuvo en MN. Para el nitrato (Figura 18 b), los
contenidos iniciales variaron en cada formulacion del SLF por la mezcla de diferentes
soluciones; el mejor consumo de NOs~ se obtuvo en MBM, seguido de MN en el 2% dia
de tratamiento; para las tres condiciones del SLF se observo un consumo progresivo
durante el cultivo de Chlorella sp. Para el caso del fosfato y sulfato (Figura 18 c, d) en
todos medios de SLF (H20, MBM y MN) se registr6 una tendencia de consumo continuo

de estos nutrientes por parte de la microalga Chlorella sp durante los siete dias de cultivo.

Chew et al. (2018), definieron que las microalgas cultivadas en residuos alimentarios
consumen nutrientes y simultdneamente eliminan la materia orgéanica en el medio durante
el periodo de cultivo. Es bien sabido que, la fuente de materia organica puede mejorar la

produccidn de microalgas. Estos resultados demuestran que, el consumo gradual de DQO
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indujo a la obtencidn de biomasa y lipidos en Chlorella sp. cultivadas en medios del SLF.
El nitrgeno, fosforo y azufre son los nutrientes mas esenciales para el crecimiento de las
microalgas (Mohammadi et al. 2019). Se han confirmado que, la comunidad microbiana
entre microalgas—bacterias mejoran el consumo de nutrientes y promueven el crecimiento

de las algas (Yao et al. 2019).

Como se describid en el capitulo de métodos, se trabajo con residuos no estériles, por lo
tanto, la microbiota formada en los cultivos podria haber contribuido al consumo de DQO,
NOs;~, POs* y SO+ y al desarrollo de Chlorella sp. En procesos industriales, las
microalgas de interés conviven con heterétrofos y comunidades bacterianas y pueden
mantener relaciones simbidticas (Condori et al. 2023). Alvarez-Diaz et al. (2017),
concluyeron que especies de microalgas cumplen con el doble objetivo de produccion de

lipidos y eliminacidon de nutrientes cuando se cultivan en aguas residuales.
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Figura 18: Tasa de consumo de nutrientes por Chlorella sp. Concentraciones de
DQO, NOs™, PO+ y SO+* en mg L™* durante el cultivo de Chlorella sp. en funcién
del tiempo (dias), en el tratamiento de 10 por ciento del SLF en H20, MBM y MN,

respectivamente. Barras de error representan la desviacion estandar de n = 3
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La Figura 19 presenta la eficiencia porcentual de remocién de DQO, NOs™, PO4*" y SO4%~
en 10 por ciento de SLF con H2O0, MBM y MN, respectivamente, al 7™ dia de tratamiento
con Chlorella sp. Segun los resultados, la remocion de DQO fue significativamente mejor
(analisis en minusculas) en 10 por ciento del SLF con MN (89.1 + 0.3 por ciento), seguido
con H20 (78.0 = 0.6 por ciento) y MBM (61.4 £ 1.1 por ciento). Para el nitrato, la mejor
eficiencia de remocion se obtuvo en 10 por ciento del SLF con MBM (98.0 £ 0.1 por
ciento). Para el caso del fosfato, las mejores tasas de remocion se obtuvieron en 10 por
ciento del SLF con MN (93.8 £ 0.6 por ciento) y H.O (91.9 £ 1.4 por ciento). Finalmente,
la mayor remocién de sulfato fue en el 10 por ciento del SLF con MN (76.0 £ 2.9 por
ciento), seguido con H2O (62.6 = 1.9 por ciento). Los resultados obtenidos para las
eficiencias de remocién de DQO, NOs~, PO4%"y SO4%~ cumplieron con los resultados del
crecimiento de Chlorella sp.; esto muestra que el alga podria utilizar eficazmente los

nutrientes del SLF para mejorar significativamente su produccion.

Araujo et al. (2021), demostraron que la microalga Arthrospira platensis es capaz de
remover el contenido de N y P en CPW, con la finalidad de mitigar la contaminacion
causada por aguas residuales de la agroindustria. Ademas, la acumulacién de lipidos en
las microalgas se desencadena cuando las células estan limitadas en N, P o S y cuando el
carbono esta presente en exceso (Pleissner et al. 2017; Yaakob et al. 2021). La microalga
Chlorella sp. fue capaz de remover la DQO, PO4*"y SO+~ con mayores indices al 10 por
ciento del SLF en MN y H>0, induciendo los mejores contenidos de lipidos.
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Figura 19. Tasa de reduccién de nutrientes. Eficiencia de remocién de DQO, NOs™,
PO4%"y SO4% por Chlorella sp. cultivada en 10 por ciento SLF en H.O, MBM y MN.

Barras de error son la desviacion estandar (n = 3). Letras diferentes sobre las barras indican

gue los valores difieren significativamente (ANOVA, p < 0.05)
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La Tabla 13 muestra las caracteristicas fisicoquimicas del RFP, SLF al 100 por ciento, y
SLF al 10 por ciento antes y después de soportar el crecimiento de Chlorella sp., asi como,
la eficiencia de remocion de otros componentes (turbidez, SST, DBOs, nitrégeno
amoniacal, nitrogeno organico Kjeldahl), y una comparacion con regulaciones
medioambientales nacionales e internacionales. Al final del tratamiento en el SLF al 10
por ciento con H20, el valor de pH (7.80), temperatura (26.2 °C), electro-conductividad
(743 uS cm™), turbidez (2.36 NTU), soélidos suspendidos totales (47.1 mg L1), nitrato
(0.34 mg L), y sulfato (18.87 mg L) cumplen con las regulaciones ambientales
nacionales (VMA) e internacionales (EEPA y WHO), respectivamente, con excepcion de
la materia organica (1816 mg DQO L™, 1329 mg DBOs L) y el potasio (119 mg K* L~
1); los hallazgos de este estudio, demuestran la viabilidad del proceso de cultivo con el
alga Chlorella sp., para obtener un efluente con caracteristicas por debajo de los limites
reglamentarios para la mayoria de parametros. Después del cultivo microbiano, los
valores de DQO, DBOs y K* permanecen levemente altos, lo que podrian permitir una
posterior reutilizacion de su sobrenadante para la fertirrigacion o cultivo de otras de
microalgas, haciendo hincapié en el concepto de biorrefineria. El principio de
bioeconomia circular se sustenta por Condori et al. (2023) quienes concluyeron que, el
cultivo de la microalga Chlorella sp. en desechos agroindustriales es una estrategia

apropiada para implementar en el sector agroindustrial en Peru.

La eficiencia de remocidn de otros nutrientes (Tabla 13) es significativamente alta para
la turbidez (70.2 por ciento), solidos suspendidos totales (64.9 por ciento), DBOs (70.8
por ciento), nitrbgeno amoniacal (> 98.5 por ciento) y nitrégeno organico Kjeldahl (96.8
por ciento). El proceso desarrollado con Chlorella sp. también reduciria el impacto de

contaminacion ambiental por desechos de frutas.

Sutherland et al. (2020), indican que, en un esfuerzo por abordar los Objetivos de
Desarrollo Sostenible de las Naciones Unidas, se ha pasado de desechar los desperdicios
de alimentos en vertederos a alternativas de menor impacto ambiental, como la técnica de
compostaje o la digestion anaerdbica para el cultivo de microalgas verdes. En este trabajo,
la produccion de lipidos a partir de Chlorella sp., en combinacion al tratamiento y
recuperacion de nutrientes en subproductos liquidos de frutas podrian respaldar la

bioeconomia circular.
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Tabla 13: Caracterizacion fisicoquimica y eficiencia de remocion de nutrientes por parte de Chlorella sp. al 10 por ciento del SLF en H,O

Regulaciones ambientales  SLF tratado ER
Parametros Unidad RFP SLF

VMA EEPA* WHO? SLF10 SLF10-P (por ciento)
pH —log [H] 3.50 3.50 6-9 6-9 6585 7.1 7.8 —
Temperatura °C 18.3 17.9 <35 5-30 NA 21.3 26.2 —
Conductividad eléctrica uS cm™ 3193.33 3160 1000 1400 723 743 —
Color verdadero ucC 1119 1504 54.7 88.3 —
Absorbancia a 570 nm UA 14.02 0.373 0.056 0.025 55.4
Turbidez NTU 4913.30 45.40 25 7.92 2.36 70.2
Sélidos suspendidos totales  mg L* 18,730 793 500 134 47.1 64.9
DBO:s mg L 40,041 35,344 500 <5 <5 4550 1329 70.8
DQO mg L? 76,914 80,482 1000 5 <5 8433 1816 78.5
Nitrato mg L? 4.35 9.37 50 30 3.82 0.34 91.1
Nitrito mg L*? 0.008 0.548 ND ND —
Nitrégeno amoniacal mg L* 14.94 19.8 13 <0.02 >08.5
Nitrégeno Organico Kjeldahl mg L™ 286 90.7 9.7 0.308 96.8
Fosfato mg L? 22.4 167 19.81 1.6 91.9
Sulfato mg L*? 593.15 485.03 200 200 50.5 18.87 62.6
Potasio mg L*? 1217 1241 12 119 119 —

Valores para el 10 por ciento de SLF en H,O antes del cultivo con Chlorella sp. (SLF10) y después del cultivo al 7™ dia (SLF10-P). Regulaciones ambientales
(VMA, EEPA y WHO: la descripcidn de estas siglas se especifica en la Tabla 11). ER (eficiencia de remocion)
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V. CONCLUSIONES

1. La composicion fisicoquimica del residuo de fruta procesado demostro ser un residuo
con alta carga organica, con valores de 40,041 mg L, 76,914 mg L, y 18,730 mg L
para DBOs, DQO, y SST, respectivamente.

2. La adaptacion de microalgas en el RFP confirmé que Chlorella sp. tiene la capacidad
de crecer en este residuo. El crecimiento del alga en formulaciones del SLF confirmaron
que, las mejores condiciones fueron al 10 por ciento del SLF con H,0, MN y MBM, con
tasas de crecimientos de 1.15 + 0.006, 1.47 +0.002 y 1.35 + 0.008 dia %, respectivamente,

ademas de altos rendimientos y productividades de biomasa.

3. La evaluacion de lipidos en Chlorella sp. mostré que, la mejor produccion de aceites
fue al 7M° dia de cultivo en el 10 por ciento del SLF con MN, H>0 y MBM, con 15.60 +
317 mg L}, 1277 £ 3.61 mg L'y 9.2 + 1.3 mg L, respectivamente, ademas

presentaron altos rendimientos y productividades de lipidos.

4. La evaluacion de los medios del SLF después del cultivo microbiano, demostré altos
indices de remocién para DQO, NOs~, POs*"y SO42~ en 10 por ciento del SLF con H20,
MBM y MN, respectivamente, al 7™° dia de tratamiento. Ademas, la composicion final al
10 por ciento del SLF y H,O mostr6é un efluente con caracteristicas por debajo de los
limites de regulacién ambiental para la mayoria de pardmetros con excepcion de la DQO,
DBOs y K*.

En conclusion, la reutilizacion del subproducto liquido de fruta derivado de residuos de
frutas procesados como medio de cultivo para la microalga Chlorella sp. demostré una
alta produccion de biomasa, junto con la reduccion simultanea de compuestos organicos
e inorganicos. Ademas, el crecimiento de Chlorella sp. permitié la produccion de lipidos
en el SLF. En ultima instancia, nuestros resultados muestran la factibilidad de integrar el

cultivo de Chlorella sp. con la finalidad de valorizar los residuos agroalimentarios.



VI. RECOMENDACIONES

- Realizar un estudio més detallado sobre los disefios, construcciones y eficiencias de foto-

biorreactores con el fin de tener un crecimiento continuo de microalgas a escala real.

- Determinar la caracterizacion o calidad de lipidos obtenidos en este estudio, para conocer

el impacto comercial del bioproducto de alto valor agregado.

- Incrementar la escalabilidad de este trabajo, dependiendo de la viabilidad operativa de la

Zona.

- Realizar el anélisis de viabilidad técnica—econdmica de nuestro cultivo con Chlorella sp.

para producir toneladas de aceites.
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VIIl. ANEXOS

Anexo 1: Medio sintético BG11. Composicion (g L™) del BG11

Solucion Reactivo

Concentracion (g L™)

1

0o N oo o B~ wDN

As+Co

Nitrato de sodio (NaNOs)

Sulfato de magnesio (MgSQOa-7H20)
Cloruro de calcio (CaClz-2H20)
EDTA (Na.EDTA)

Acido citrico (CsHsO7)

Carbonato de sodio (Na2COz3)

Citrato férrico de amonio

Fosfato de potasio dibasico (K2HPO4)
Acido boérico (H3BO3)

Cloruro de manganeso (MnCl2-4H20)
Sulfato de zinc (ZnSO4-4H20)
Molibdato de sodio (Na2MoO4-2H-0)
Sulfato de cobre (CuSO4-5H,0)
Cloruro de cobalto (CoCl»-6H20)

1.5
0.075
0.036
0.001
0.006
0.02
0.006
0.04
2.86
1.81
0.222
0.39
0.079
0.04

*1 mL de solucion de metales traza (As+Co) por litro de BG11.

Anexo 2. Medio sintético MBM. Composicion (g L™) del 3N-Bristol Modificado

Solucién  Foérmula Concentracion (g L)
1 Nitrato de sodio (NaNO:s) 0.75

2 Sulfato de magnesio (MgSQOs-7H20) 0.075

3 Cloruro de calcio (CaClz-2H,0) 0.025

4 EDTA (Na:EDTA) 0.02

5 Cloruro de sodio (NaCl) 0.02

6 Fosfato de potasio dibasico (KoHPO4) 0.075

7 Fosfato de potasio monobasico (KH2PO4)  0.175

8 Solucion de metales traza (As+Co) ImLL?

Fuente: La et al. (2019)



Anexo 3: Determinacion de la presencia de microalgas fotosintéticas

Anexo 4: Determinacion de la microalga no adaptada en el residuo agroalimentario.

Imagen de microscopia Gptica en el objetivo 40x
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Anexo 5: Ambiente del reactor. Lugar donde se prolifera las microalgas

Anexo 6: (a) llustraciones de los instrumentos utilizados en la investigacion

A B

A: HI 98130, Hanna Instruments (Italy)

B: HACH 2100Q, Turbidimeter (Spain)
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Anexo 7: (b) lustraciones del instrumento de medicion utilizado en la investigacion

A: A&D GH-200, Analytical balance (Japan)

Anexo 8: (c) llustraciones de los equipos utilizados en la investigacién

@

A: Carl Zeiss, Primo Star, (Germany)

B: Hettich Zentrifugen Universal 320R (Germany)
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Anexo 9: (d) lustraciones de los equipos utilizados en la investigacion

A: HITACHI, UH5300 Spectrophotometer (Japan)
B: Laminar flow chamber - Safzone (United States)

C: Jpinglobal Model 2020, Autoclave (Colombia)
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Anexo 10: (e) lHustraciones de los equipos utilizados en la investigacion

A: Sykam, S-150 IC Chromatography Systems (Germany)

Anexo 11: Microalgas del género Chlorella sp. cultivadas en fotobiorreactores de
vidrio bajo diferentes formulaciones del subproducto liquido de fruta
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Anexo 12: ANOVA. Analisis de varianza de la concentracion celular final (células
mL) de Chlorella sp. en 10, 20, 30, 40 y 50 por ciento del SLF con H.O (a), MBM
(b) y MN (c), respectivamente y controles (BG11, MBM y MN) al séptimo dia de

tratamiento

(a)
ANOVA
Medio | (SLF + H20): concentracién final (células mL™)
Suma de Media )
cuadrados ¢l cuadratica 510
Entre grupos 159 x 10 7 2.27 x 10 1362.558 0.000
Dentro de grupos ~ 2.67 x 10%? 16 1.67 x 10%
Total 1.59 x 10%° 23
(b)
ANOVA
Medio Il (SLF + MBM): concentracion final (células mL™1)
Suma de Media )
cuadrados ol cuadratica " 19
Entre grupos 6.89 x 10 7 9.84 x 10* 845.267  0.000
Dentro de grupos  1.86 x 10%? 16 1.16 x 10™
Total 6.91x 10 23
(©)
ANOVA
Medio Il (SLF + MN): concentracién final (células mL™)
Suma de Media )
cuadrados ¢l cuadratica 19
Entre grupos 1.87 x10*® 7 2.67 x 10**  1651.29  0.00
Dentro de grupos  2.59 x 10> 16 1.62 x 101!
Total 1.87 x 10 23

Los resultados del ANOVA presentan diferencias significativas en los cultivos a diferentes

concentraciones del subproducto liquido de fruta (p < 0.05).
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Anexo 13: ANOVA. Andlisis de varianza del rendimiento celular (células mL™) (a),
productividad celular (células mL™ d) (b) y tasa de crecimiento (d-!) (c) de
Chlorellasp. en 10, 20, 30, 40 y 50 por ciento del SLF en combinacion con H,O, MBM
y MN, respectivamente, y BG11, MBM y MN al 29 y 4% dja de tratamiento

(a)
ANOVA
Rendimiento de biomasa (células mL™) — 4% dia
Suma de Media _
cuadrados ¢l cuadrética ] >0
Entre grupos 2.90 x 10 17 1.71 x 10 2912.339 0.000
Dentro de grupos  2.11 x 10> 36 5.86 x 10%°
Total 2.90 x 10*° 53
(b)
ANOVA
Productividad de biomasa (células mL™ d!) — 4% dia
Suma de Media )
cuadrados ¢l cuadratica " o1
Entre grupos 1.81 x 10* 17 1.07 x 10**  2912.339 0.000
Dentro de grupos  1.32 x 10! 36 3.66 x 10°
Total 1.81 x 10 53
(©)
ANOVA
Tasas de crecimiento (dia ™) — 2% dia
Suma de Media )
cuadrados ¢l cuadrética i >0
Entre grupos 8.527 17 0.502 4765.279 0.000
Dentro de grupos  0.004 36 0.000
Total 8.531 53

Los resultados del ANOVA presentan diferencias significativas en los cultivos a diferentes

concentraciones y formulaciones del subproducto liquido de fruta (p < 0.05).
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Anexo 14: ANOVA del contenido de lipidos (mg L) de Chlorella sp. en 10 por ciento
del SLF en H20, MBM y MN, y BG11 al 3*" (a) y 7™° (b) dia de tratamiento

(a)
ANOVA
Contenidos de lipidos (dia 3)
Suma de Media )
cuadrados cuadrética >0
Entre grupos 6.123 3 2.041 2.755 0.112
Dentro de grupos  5.927 8 0.741
Total 12.050 11
(b)
ANOVA
Contenidos de lipidos (dia 7)
Suma de Media
gl Sig.
cuadrados cuadrética
Entre grupos 355.260 3 118.420 19.067  0.001
Dentro de grupos  49.687 8 6.211
Total 404.947 11

Los resultados del ANOVA presentan diferencias significativas en los cultivos a diferentes

formulaciones del subproducto liquido de fruta (p < 0.05).

Anexo 15: ANOVA: Andlisis de varianza del rendimiento lipidica (mg L) (a)

productividad de lipidos (mg L-* d-%) (b) de Chlorella sp. en 10 por ciento del SLF
en H.O, MBM y MN al 7™ dia, y BG11 al 3*" dia de tratamiento

(a)
ANOVA
Rendimiento de lipidos

Suma de Media ]

cuadrados gl cuadratica 510
Entre grupos 280.256 3 93.419 15.011 0.001
Dentro de grupos  49.787 8 6.223
Total 330.043 11
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(b)

ANOVA
Productividad de lipidos
Suma de Media )
g o Sig.

cuadrados cuadratica
Entre grupos 3.517 3 1.172 8.552 0.007
Dentro de grupos 1.096 8 0.137
Total 4.613 11

Los resultados del ANOVA presentan diferencias significativas en los cultivos a diferentes

formulaciones del subproducto liquido de fruta (p < 0.05).

Anexo 16: ANOVA. Analisis de varianza de la eficiencia de remocion porcentual de
DQO (a), NOs™ (b), PO+ (c) y SO4* (d) por Chlorella sp. cultivada en 10 por ciento
del SLF en H20, MBM y MN al séptimo dia de tratamiento

(a)
ANOVA
Remocion de DQO
Suma de Media )
cuadrados : cuadratica i >0
Entre grupos 1165.335 2 582.668 1054.045 0.000
Dentro de grupos  3.317 6 0.553
Total 1168.652 8
(b)
ANOVA
Remocion de NOs~
Suma de Media )
cuadrados cuadrética " °19
Entre grupos 88.476 2 44,238 134.683 0.000
Dentro de grupos  1.971 6 0.328
Total 90.447 8
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(©)

ANOVA

Remocion de PO43~

Suma de Media )
gl - F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 85.232 2 42.616 16.386  0.004
Dentro de grupos  15.605 6 2.601
Total 100.836 8
(d)
ANOVA
Remocion de SO4>
Suma de Media )
g o Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1445.328 2 722.664 174.429 0.000
Dentro de grupos  24.858 6 4.143
Total 1470.186 8

Los resultados del ANOVA presentan diferencias significativas en los cultivos a diferentes

formulaciones del subproducto liquido de fruta (p < 0.05).
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Anexo 17: HSD Tukey?. Andlisis de significancia de concentracion final (células mL-
1) de Chlorella sp. en 10, 20, 30, 40 y 50 por ciento del SLF con H20 (a), MBM (b) y
MN (c), respectivamente, y controles (BG11, MBM y MN) al séptimo dia de

tratamiento

(a)
Medio I (SLF + H20): concentracién (células mL™?)
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Cdédigo N
e d C b a
SLF-50 3 297 x10°
SLF-40 3 6.03 x 106
MN 3 6.19 x 106
SLF-30 3 7.54 x 108
SLF-20 3 1.35E x 107
MBM 3 1.47 x 10"  1.47 x 10’
BG11 3 1.49 x 107
SLF-10 3 3.05 x 107
Sig. 1.000 1.000 1.000 0.059 0.999 1.000
(b)
Medio Il (SLF + MBM): concentracion (células mL™)
HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Cadigo N
G f e d C b a

SLF-50 3 1.3x10°

SLF-40 3 3.4x10°

SLF-30 3 5.1x10°

MN 3 6.2x10°

SLF-20 3 7.2x10°

MBM 3 1.5%x10’

BG11 3 1.4x107

SLF-10 3 1.6x107

Sig. 1.000 1.000 1000 1.000 1.000 0.997 1.000
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(©)

Medio Il (SLF + MN): concentracion (células mL™?)

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05
Caodigo N
f e d c b a
SLF-50 3 228x10°
SLF-40 3 3.12x10°
SLF-30 3 4.38 x 10°
MN 3 6.19 x 10°
SLF-20 3 1.33 x 107
MBM 3 1.47 x 107
BG11 3 1.49 x 107
SLF-10 3 3.06 x 10’
Sig. 0.238 1.000 1.000 1.000 0.999 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3.000
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Anexo 18: HSD Tukey?. Andlisis de significancia del rendimiento (células mL™?) (a), productividad (células mL~* d?) (b) y tasa de
crecimiento (d) (c) de Chlorella sp. de 10 al 50 por ciento del SLF en H,O, MBM y MN, y controles al 29 y 4% dia de tratamiento

(2) HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05

pd

Codigo

j i h g f e d c b a
9.58 x 10*
2.46 x 10°
3.21 x 10°
3.29 x 10°
5.25 x 10° 5.25x 10°
7.38 x 10° 7.38 x 10°
1.21 x 108

50-MN
50-MBM
50-H,0
40-MN
40-MBM
30-MN
30-MBM
40-H,0
30-H,0
MN
20-MBM
20-H,0
20-MN
BG11
MBM
10-MBM
10-MN
10-H.0 2.62 x 107
Sig. 0.156 0.099 1.000 1.000 1.000 1.000 0.064 0.992 1.000 1.000

2.28 x 108
3.72x 106
4.80 x 108
6.96 x 10°
7.09 x 106
7.15x 10% 7.15x 10°
7.88 x 105 7.88 x 10°
8.15 x 106
1.85 x 107
1.86 x 107

W W W W W W W wWw W W w wwwwwwow
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(b) HSD Tukey?

Cddigo

2

Subconjunto para alfa = 0.05

J

h

50-MN
50-MBM
50-H.0
40-MN
40-MBM
30-MN
30-MBM
40-H,0
30-H.0
MN
20-MBM
20-H.0
20-MN
BG11
MBM
10-MBM
10-MN
50-MN
Sig.

W W W W W W W W W WwWw W W W W W W w

2.40 x 10*
6.15 x 10*
8.02 x 10
8.23 x 10*
1.31 x 10°
1.84 x 10°

0.156

1.31 % 10°
1.84 x 10°
3.02 x 10°

0.099

5.70 x 10°

1.000

9.29 x 10°

1.000

1.20 x 10°

1.000

1.74 x 108
1.77 x 108
1.79 x 108

1.000

1.79 x 108
1.97 x 108

0.064

1.97 x 10°
2.04 x 108

0.992

4.63 x 108
4.65 x 108

1.000

6.56 x 106
1.000
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(c) HSD Tukey?

Caodigo

P

Subconjunto para alfa = 0.05

m

| k j i h g f e d

50-MN
50-MBM
40-MBM
40-MN
50-H,0
30-MBM
30-MN
40-H,0
30-H20
MN
MBM
20-H,0
20-MBM
BG11
20-MN
10-H:0
10-MN
10-MBM
Sig.

W W W W W W W W W W W W W wWw w w w w

0.180
0.196

0.904

0.249
0.252
0.304
0.372
0.424
0.466
0.629
0.736
0.844

0.958
0.960
0.962
0.972

1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 0.951

1.152

1.000

1.350

1.000

1.467
1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3.000
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Anexo 19: HSD Tukey?. Anélisis de significancia de contenido de lipidos (mg L) de
Chlorella sp. en 10 por ciento del SLF en H20, MBM y MN, y BG11 al 3¢*" dia de

tratamiento

HSD Tukey?
) Subconjunto para alfa = 0.05
Caodigo N
a

BG11 3 2.6667
H.0-10 3 3.2667
MBM-10 3 3.6333
MN-10 3 4.6333
Sig. 0.088

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3.000

Anexo 20: HSD Tukey?. Analisis de significancia de contenido de lipidos (mg L),
rendimiento de lipidos (mg L), productividad de lipidos (mg L-* d-) de Chlorella
sp. en 10 por ciento del SLF en H.O, MBM y MN, y BG11 al 3 y 7™ dia de

tratamiento

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

Codigo N

c b a
1 3 BG11
3 3 H.0-10
2 3 MBM-10
4 3 MN-10
Sig. 1.000 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 3.000
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Anexo 21: HSD Tukey?. Anélisis de significancia de la eficiencia de remocion
porcentual de DQO (a), NOs™ (b), PO4* (c) y SO4* (d) por Chlorella sp. cultivada
en 10 por ciento del SLF en H,O, MBM y MN al séptimo dia de tratamiento

(@) HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05

Codigo N

c b a
MBM-10 3 61.38
H,O-10 3 77.97
MN-10 3 89.07
Sig. 1.000 1.000 1.000

(b) HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05

Codigo N > .
H.0-10 3 91.16

MN-10 3 91.55

MBM-10 3 98.00
Sig. 0.694 1.000

(c) HSD Tukey?

Subconjunto para alfa = 0.05

Cadigo N
b a
MBM-10 3 86.54
H.0-10 3 91.89
MN-10 3 93.82
Sig. 1.000 0.370
HSD Tukey?
o Subconjunto para alfa = 0.05
Codigo N
c b a
MBM-10 3 45.06
H,0-10 3 62.59
MN-10 3 76.01
Sig. 1.000 1.000 1.000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armoénica = 3.000
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Anexo 22: Informes de la caracterizacion quimica. Disponibilidad de informes de
CERPER S.A.

Los conjuntos de datos sobre la caracterizacion quimica analizados durante el presente
estudio fueron emitidos por Certificaciones del Perd S.A. (CERPER S.A.), pero se aplican
restricciones para la disponibilidad de los informes debido a la politica de CERPER S.A.
Sin embargo, estos informes estaran disponibles previa solicitud razonable y permiso del
autor de este estudio (Marco A. Mamani Condori).
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