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RESUMEN

Titulo: Transformacion de lixiviados del parque tecnoldgico ambiental guayabal (Veolia
Aseo Cucuta S.A. E.S.P) en productos de valor agregado mediante el uso de microalgas y
cianobacterias *

Autor: Maria Daniela Ortiz Alvarez**
Palabras Claves: Lixiviados de relleno sanitario, Microalgas, Cianobacterias,
Aprovechamiento, Sistemas de cultivo.

Descripcion: El presente proyecto evaluo el proceso de transformacion de lixiviados de
relleno sanitario provenientes del Parque Tecnologico Ambiental Guayabal en productos de
valor agregado (lipidos, carbohidratos, fitohormonas AIA y PHB), mediante el uso de microalgas
y cianobacterias pertenecientes al banco de cepas del laboratorio INNOValgae de la UFPS. Se
evalué el crecimiento y contenido de metabolitos en 16 cepas, identificando 4 con mayor
potencial de uso, de las cuales se analizé su crecimiento en lixiviado tratado y lixiviado crudo a
concentraciones del 5% y 10%, siendo el lixiviado al 5% el mejor medio de cultivo. Al realizar
un disefio de experimentos con el fin de evaluar el impacto de diferentes factores (Tipo de luz,
ciclo de luz y cepa), se determind un modelo significativo para las variables de respuesta de
lipidos, carbohidratos, AIA y PHB vy se identificaron condiciones mejoradas para cada cultivo.
Al evaluar las condiciones mejoradas en cultivos a escala piloto de 20L, se obtuvieron resultados
positivos, alcanzando valores de 14.2 + 0.2 % p/p de lipidos, 65 = 1.7 % p/p de carbohidratos,
3.5+0.0% p/pde AIA Yy 19.7 = 0.4 % p/p de PHB, siendo el primer sistema a escala piloto en
Colombia donde se identifico el contenido de AIA y PHB. Este estudio demostrd ser un proceso
innovador a nivel nacional y un referente importante a nivel global, siendo insumo para la
evaluacion de diversos sistemas acoplados de microalgas/cianobacterias y lixiviados de relleno
sanitario y promoviendo la transformacion sostenible de los lixiviados en productos Utiles en la
industria.

* * Proyecto de investigacion de Maestria.
** Facultad de Ingenierias Fisico Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Maestria en Ingenieria
Quimica. Director: Crisostomo Barajas Ferreira. Magister en ingenieria quimica. Codirector: Janet

Bibiana Garcia Martinez. Candidata a Dra. en ingenieria quimica
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ABSTRACT

Title: Transformation of landfill leachate from Parque Tecnoldgico Ambiental Guayabal
(Veolia Aseo Cucuta S.A. E.S.P) into value-added products using microalgae and cyanobacteria

*

Author: Maria Daniela Ortiz Alvarez**
Keys Words: Landfill leachates, Microalgae, Cyanobacteria, Exploitation, Culture
systems.

Description: This research project evaluated the transformation process of the landfill
leachate from Parque Tecnoldgico Ambiental Guayabal (Veolia Aseo Cucuta S.A. E.S.P) into
value-added products (lipids, carbohydrates, IAA’s and PHB), using microalgae and
cyanobacteria belonging to the strain bank of the UFPS’s INNOValgae laboratory. The growth
and metabolite content of sixteen strains were evaluated, identifying four with the greatest
production potential, of which their growth in treated leachate and crude leachate at
concentrations of 10% and 5% were analyzed, from which the last one was the best culture
medium. An experiment design was developed in order to evaluate the impact of different factors
(type of light, light cycle and strain), this allowed to determine a significant model for the
response variables of lipids, carbohydrates, AIA and PHB, identifying the best conditions for
each culture. When evaluating the improved conditions in cultures at a 20L pilot scale, positive
results were obtained, reaching values of 14.2 + 0.2% w/w of lipids, 65 = 1.7% w/w of
carbohydrates, 3.5 £ 0.0% w/w of 1AA’s. and 19.7 £ 0.4 % w/w of PHB, being the first pilot-
scale system in Colombia where the content of IAA’s and PHB was identified. This study proved
to be an innovative process at the national level and an important benchmark at the global level
since it evaluates various coupled systems of microalgae/cyanobacteria and leachates from the
landfill leachate, promoting the sustainable transformation of landfill leachates into useful
products in the industry.

** Master's research project
**Faculty of Physical Chemical Engineering. School of Chemical Engineering. Master’s in chemical
engineering. Director: Crisostomo Barajas Ferreira. Master in chemical engineering. Co-director: Janet

Bibiana Garcia Martinez. PhD candidate in chemical engineering.
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Introduccion

El lixiviado de relleno sanitario es un tipo de agua residual formada del proceso de
descomposicion de la materia presente en las masas de residuos junto con agua lluvia percolada,
que contiene altas concentraciones de compuestos organicos e inorganicos (Pinpatthanapong et
al., 2022), como metales pesados, amonio, nitratos y otros compuestos nocivos (Fan et al., 2018),
producto de procesos fisicos y reacciones quimicas y biologicas. Esos compuestos generan un
impacto ambiental negativo alto, pues la exposicion directa a ambientes acuaticos y terrestres
generan eutrofizacion y toxicidad en cuerpos de agua a causa de la presencia de altas
concentraciones de NOgz, Pb, Mn, Fe (Ledn-Gomez et al., 2015), la alta demanda quimica de
oxigeno (DQO) y la presencia de compuestos nitrogenados (Vinay Kumar et al., 2023); la
pérdida de flora y fauna; la contaminacion del suelo y la bioacumulacién de metales pesados
(Gongalves et al., 2017; Tighiri & Erkurt, 2019).

A causa de la complejidad de los lixiviados, actualmente se han evaluado diferentes
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos con el fin de reducir el impacto ambiental. Algunos de
los métodos méas explorados son los procesos avanzados de oxidacion, los biorreactores de
membrana, los humedales construidos, la coagulacion — floculacién y los tratamientos
electroquimicos (Vinay Kumar et al., 2023), sin embargo, no existe una eficiencia total y estos
métodos presentan altos costos de materiales, equipos, productos quimicos y eléctricos, sin
ningln tipo de recuperacion, haciéndolos insostenibles a largo plazo (Khanzada & Ovez, 2017).
Por tal motivo, se exploran diferentes métodos biolégicos que presentan favorabilidad por su
fiabilidad, sencillez y rentabilidad (Kumari et al., 2016). En la actualidad se ha desencadenado la
busqueda de alternativas sostenibles que permitan el manejo adecuado de este residuo, no solo

bajo el aspecto de tratamiento, sino también de procesos que permitan la recuperacion o la
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reutilizacion de nutrientes con el fin de contribuir a los procesos de economia circular
(Kurniawan et al., 2023) y valorizar los lixiviados para mitigar los costos de su manejo.

Las microalgas y cianobacterias son microorganismos fotosintéticos que viven en
ambientes acuaticos, transforman el carbono inorganico y utilizan nutrientes como nitrato y
fosfato para producir su propia energia (Jaiswal et al., 2021; Song et al., 2022). EIl cultivo de
estos microorganismos en aguas residuales ha ganado gran interés por su capacidad adaptativa
que les permite crecer en condiciones diversas, pero sobre todo, por su capacidad de reutilizar
nutrientes presentes en este tipo de aguas, permitiendo la reduccion de contaminantes y la
metabolizacién de diversos compuestos, mediante la produccién de biomasa rica en lipidos,
proteinas, carbohidratos y otros bioproductos (Haixing Chang et al., 2018; Franco-Morgado et
al., 2023), los cuales son insumos para la generacion de biocombustibles (Dogaris et al., 2019),
biofertilizantes (Cao et al., 2023), bioplasticos (Mehariya et al., 2023), entre otros. Este proceso
permite la transformacion de nutrientes presentes en las aguas residuales, méas especificamente
en los lixiviados, por compuestos de valor agregado, lo que permite la valorizacion de un residuo
no aprovechado en la actualidad (Franco-Morgado et al., 2023) y reduce los impactos
ambientales del cultivo de microalgas en medios de cultivo estandar (Arashiro et al., 2022),
reduciendo al mismo tiempo los costos a gran escala (Liao et al., 2018). Lo que se ha demostrado
en especies como Scenedesmus cf. Rubescent y Chlorella cf. Ellipsoidea (Edmundson & Wilkie,
2013)

Diversas investigaciones han demostrado que utilizar lixiviados de rellenos sanitarios
diluidos como medio de cultivo para el crecimiento de las cianobacterias y microalgas arroja
resultados positivos en la produccion de biomasa rica en metabolitos de interés (Haixing Chang

et al., 2018; A Hernandez-Garcia et al., 2019). La alteracién de nutrientes en el medio, como la
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presente en los lixiviados (Wicker et al., 2022), junto a factores como la especie del alga y las
condiciones de cultivo (Temperatura, pH, intensidad de luz, entre otros), promueven la
produccion de biomasa y el contenido de bioactivos utiles en sectores industriales (Chia et al.,
2018), tales como, pigmentos en el sector farmacéutico y textil (J. Hu et al., 2018; Rubio
Fernandez et al., 2017), lipidos en el area de los biocombustibles (Ray et al., 2022), biomasa
como biofertilizante agricola (Saadat et al.,, 2023); y los biomateriales como
polihidroxialcanoatos (PHA) y polihidroxibutirato (PHB), usados como biopolimeros (Garcia et
al., 2021; Rueda & Garcia, 2021). Basandose en lo anterior, la implementacion de un sistema
ajustado que permita la adecuacion de las condiciones de cultivo para mejorar la produccion de
bioproductos es muy importante al momento de emplear las microalgas y cianobacterias (Wan et
al., 2015).

No obstante, el principal inconveniente de utilizar lixiviados como medio de cultivo de
microalgas y cianobacterias es la complejidad en la composicion de estos, pues la presencia de
compuestos toxicos inhibe el crecimiento de las microalgas (H Chang et al., 2019). Por este
motivo se plantean alternativas como el uso de lixiviados diluidos o pretratados que disminuyan
la concentracion de compuestos especificos y estabilicen el pH (D. Hu et al., 2021), sin embargo,
la primera opcion aumenta los costos y la segunda agrava la tension del recurso hidrico, por lo
cual se plantea la mezcla con otro tipo de aguas residuales para reducir el efecto téxico (Nawaz
et al., 2020; Tang et al., 2023). Los estudios evaluados a la fecha demuestran que el principal
enfoque de las microalgas en cultivos de lixiviados se encamina al tratamiento de este residuo y
aun son limitados aquellos que se ocupan de la transformacién de este residuo en productos de

valor agregado, lo cual aumenta el interés en esta &rea de estudio.
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Con la presente investigacion, se evaludé un proceso de transformacion de lixiviados
provenientes del Parque Tecnoldgico Ambiental Guayabal (Veolia Aseo Cucuta S.A. E.S.P.)
mediante el cultivo de microalgas y cianobacterias, donde se identificaron condiciones de cultivo
que promovieron la obtencion de lipidos, carbohidratos, fitohormonas y PHB. Este proceso se
realiz6 con el fin de introducir los lixiviados en la cadena productiva como una fuente sostenible
y ser pioneros en alternativas para el uso de los lixiviados dentro de los procesos de economia

circular en Colombia.



TRANSFORMACION DE LIXIVIADOS MEDIANTE EL USO DE MICROALGAS 5

1 Estado Del Arte

Se realiz6 un analisis de avances del uso de microalgas en aguas residuales y un analisis
bibliométrico del uso de microalgas en rellenos sanitarios, el cual, fue publicado en la revista de
Ingenieria y Competitividad de la Universidad del Valle, Vol. 25, Nim. 2, el dia 5 de mayo de
2023 (Ortiz Alvarez et al., 2023) y se presenta a continuacion.

1.1 Uso de Microalgas en Aguas Residuales

Las microalgas y cianobacterias han ganado popularidad por su capacidad de crecer bajo
diferentes condiciones y entornos. Con el paso de los afios, esta habilidad ha sido reportada en
diversas investigaciones que han demostrado el uso de las microalgas como una herramienta para
contribuir con el mejoramiento de la calidad del medio ambiente, mediante su cultivo en aguas
residuales como proceso de fitorremediacion y a través de la valorizacion de residuos liquidos
como técnica sostenible (Anbalagan et al., 2015). En una busqueda realizada en SCOPUS para
los Gltimos 10 afios se reportaron 4,984 documentos que describen procesos de cultivos de
microalgas en aguas residuales, de los que 3,686 corresponden a articulos de investigacion.

Los principales estudios enfocan sus investigaciones en el tratamiento de aguas residuales
con microalgas, dando respuesta a la crisis de los recursos hidricos y la preocupacion por la
contaminacion que esté llevando a revaluar los procesos convencionales para tratamientos (K. Li
et al., 2019) y buscando alternativas para la obtencion de biocombustibles y bioproductos
(Christenson & Sims, 2011). Sin embargo, son limitados los resultados especificos para
cianobacterias que se relacionan al tratamiento o aprovechamiento pues este enfoque tiene el
auge en los ultimos 5 afios.

El principio del uso de microalgas en aguas residuales consta de diferentes etapas, la

primera relacionada con su cultivo, fase en la que requieren una fuente de carbono, una fuente de



TRANSFORMACION DE LIXIVIADOS MEDIANTE EL USO DE MICROALGAS 6

luz y una fuente de nutrientes, siendo esta Ultima aportada por las aguas residuales, y los
transforman en moléculas que promueven su crecimiento; la segunda etapa es la cosecha, en
donde se busca el mayor crecimiento y la purificacion del efluente; finalmente se extrae la
biomasa producida para ser procesada y obtener diferentes metabolitos (Figura 1) (Su, 2021).
Figura 1

Proceso de cultivo de microalgas

o
Efluente mejorado
Luz
/ Bioplasticos Bioestimulantes
CO2 ‘\ a Agricolas
: PHA/y PHB Ambiente
Microalga Ij Y itohormonas .
2 sostenible
. ) ~ %
° '.’_\ g~ .\ Antioxidantes Yy
o T S T\ desarrollo
ol Cultivo - Cosméticos i AMi
Cianobacterias Cosecha - Medicamentos socioeconomico
Proteinas
Hiientis 6,10 @ Biocombustibles
utrientes (C, N, P, etc i i Bioplasticos
8 0a recibal Alimento Animal p _/

Nota: (Ortiz Alvarez et al., 2023)

Con el fin de apreciar los avances del cultivo de microalgas en aguas residuales tanto
para biorremediacion como para aprovechamiento, en la tabla 1 se presenta un resumen de
algunos articulos, en los que se muestran condiciones de cultivos, remociones y obtencién de

productos de valor agregado.
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Tabla 1
Utilizacion de microalgas en el tratamiento de aguas residuales
Microorganismo Agua residual Condlcu_)nes de Remociones Producto de Referencia
cultivo valor agregado
o . (Fazal et al.,
0,
Chlorella vulgaris textil Agua residual al 50% 80% de, nitrogeno y L|p_|do_s para 2021)
fésforo. biodiesel
L 82.20 % de nitrogeno .
Scenedesmus obliquus doméstica Ad'C'OnS%%?SEtatO de total Lipidos . ;'Ouzit) al.,
76.35% fésforo total
Tetradesmus obliquus, 62-79% para DQO, 84-
C. protothecoides, orcina Agua residual diluida  92% para TKN, 79-92% Biomasa como (Ferreira et
C. vulgaris, P 1:20 para NH4* Bioestimulante al., 2021)
Synechocystis sp. mas del 96% para PO,*
Diferentes
Thermosynechococcus intensidades de luz, Ficobiliproteina (Narindri Rara
ys porcina tipo de tratamiento del N/A carotznoide y Winayu et al.,
P. agua residual. Agua 2021)
diluida
Condiciones
Chlorellaspy textil mixotroficas 80% NH4* Lipidos (Wuetal.,
ok 0,
C. vulgaris Agua residual al a 60% DQO 2020)
diferentes diluciones
., 0 (Gao et al.,
Chlorellavulgaris G-9  sintética ~ Re12cion TOC/TNe 9004 g nitrgeno. 353 y 36.5% 2019)
24y 30 lipidos
q - Mezcla de agua
omestica ; -
rimaria residual y medio
p . standard. 80% para nitrogeno (Znad et al.,
secundaria y - N/A
¢ vulaaris efluente de Concentraciones del 100 para Fosforo 2018)
-vulg str6leo 100%, 75%, 50% y
P ' 25%
- Enriquecido con 0 (Evans et al.,
domestica carbono organico 90% NHa-N'y PO-P N/A 2017)
Agua residual filtrada
y estéril. 98% para NH4*, 70.2% 0 .
Scenedesmus sp. doméstica Diferentes para NOgz", 78.9% para 33'3/;’0?;;'Sp'd05 (Na)z/glig)t al,
concentraciones de PO4y 95.9% para DQO
CO2
Agua residual filtrada -
. i . . 91% nitrégeno 58% de (Y. Wang et
C. vulgaris JSC-6 porcina a dlferen_tes 76% DQO carbohidratos al., 2015)
concentraciones
. 6% carbono organico
_Con_sorcm . . 90%, nitrégeno total
(bacillariophyceae, doméstica Agua re5|du,al_ filtrada 89% NHN 18% lipidos. (Mahapatra et
chlorophyceae, y esteéril 70% fosforo total al., 2014)
cyanophycea) 76% fosforo
. 65.81% - 79.84% para
Agua residual DQO, 68.96% - 82.70% .
N . pretratada a diferentes s 110.56 mg/L-d (zhu et al.,
C. zofingiensis Porcina . para nitrégeno total y .
concentraciones de entre el 85.00%y el de lipidos 2013)
DQO 100% para fésforo total
Consorcio de Spirulina . .
. i Curtiembre o (Shashirekha
sp., Oscillatoria sp., y sintética 100 mg/L Crs 100 % Cr3 N/A etal., 2011)

Synechocystis sp.

* inmovilizadas en capsulas inmovilizadas de alginato.
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Las aguas residuales domésticas y porcicolas han sido las de mayor uso en cultivos de
microalgas, pues su carga organica es fuente de nutrientes para su crecimiento (Mennaa et al.,
2015). La microalga mas ampliamente utilizada es Chlorella por su capacidad de adaptarse a
diferentes condiciones. Los resultados de las diferentes investigaciones demuestran la habilidad
de las microalgas para tratar aguas residuales, asi como también de producir metabolitos de valor
agregado, con el fin de crear técnicas sostenibles, lo que las hace una herramienta prometedora
para el uso con otros tipos de aguas residuales.

1.2 Metabolitos
1.2.1 Lipidos

Diversos estudios han demostrado la capacidad de las microalgas de alterar sus rutas
biosintéticas hacia la acumulacion de lipidos en contenidos desde el 20 al 50 % p/p en lo que se
refiere a la formacion de biomasa (Q. Hu et al., 2008; Mishra et al., 2014). La composicion de
lipidos varia dependiendo de la especie de microalgas o cianobacteria y se ve afectada por las
condiciones de cultivo, entre ellas la temperatura, la composicion del medio, el ciclo de luz y la
aireacion, aumentando su contenido de lipidos entre un 10 a 20%. (Leal Medina et al., 2017). Se
han reportado concentraciones de lipidos en porcentaje de peso seco entre 25% Yy 75% para cepas
de Dunaliella y Botryococcus y 14% a 56% para cepas de Chlorella (Morais Junior et al., 2020)
1.2.2 Carbohidratos

Los carbohidratos en las algas verdes provienes en gran medida de los almidones
presentes en los cloroplastos y la celulosa /polisacaridos provenientes de la pared celular (Ho et
al., 2013). La cantidad de carbohidratos que se almacenan en las microalgas varian segn su

género y especie, asi como la fase de crecimiento (Draaisma et al., 2013). Se han reportado
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concentraciones de carbohidratos en porcentaje de peso seco entre 50% y 80% para cepas de
Dunaliella'y 10% a 58% para cepas de Chlorella (Morais Junior et al., 2020)
1.2.3 Fitohormonas

Las fitohormonas son una clase de pequefias moléculas que tienen como funcion ser
mensajeros quimicos en las actividades celulares, juegan un papel regulador en el metabolismo
de las células, permitiendo un aumento en la tolerancia al estrés y mejorando la eficiencia
fotosintética, asi como la produccién de biomasa y proteinas (C. Wang et al., 2022). Las
microalgas pueden contener diferentes fitohormonas, dentro de las que se encuentran las
citoquinas, giberelinas y auxinas. Dentro de esta Ultima categoria se han registrado en las
microalgas auxinas como el acido indol-3- acético (AlA) (Braun & Colla, 2023).
1.2.4 PHB

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son una familia de poliésteres sintetizados de forma
natural por diversos tipos de macroorganismos, pues se acumula intracelularmente y actiia como
una fuente de carbono y energia que puede ser utilizada cuando crecen en condiciones
desfavorables (Ferre-Guell & Winterburn, 2017). Debido a la caracteristica de los PHA de ser
biopolimeros, se consideran una alternativa viable a los plasticos sintéticos derivados del
petréleo y tienen aplicaciones en campos como la agricultura, farmacéutica o industria
alimentaria (Costa et al., 2019), el mas comun de los PHA es el Polihidroxibutirato (PHB), un
tipo de polimero de cadena corta que a menudo se encuentra en bacterias (Lutzu et al., 2021)

Las cianobacterias producen en su mayoria PHB, los cuales bajo condiciones deficientes
de fosforo alcanzan valores significativos, como es el caso de Spirulina Platensis, Synechocystis
sp y Nostoc Muscorum. Por otra parte, cepas de Synechocystis sp, acumulan hasta un 14% en

condiciones limitantes de nitrdgeno, lo que demuestra que la acumulacion de PHB esta regulada



TRANSFORMACION DE LIXIVIADOS MEDIANTE EL USO DE MICROALGAS 10

por la concentracion de carbono, el pH, los ciclos de luz y las relaciones de fosforo y nitrégeno
(Kaparapu, 2018). Normalmente, el contenido de PHB en las cianobacterias es del 10% en
condiciones naturales, sin embargo, alterando las condiciones de cultivo se ha logrado obtener
hasta un 55% con la cianobacteria Synechococcus sp en medio con deficiencia de fosforo (Dang
etal., 2022)

1.3 Analisis Bibliométrico para Uso de Microalgas en Lixiviados de Rellenos Sanitarios

Los lixiviados son residuos liquidos con altas cargas de compuestos toxicos que
presentan gran impacto al medio ambiente (Ghosh et al., 2017), por lo que se resalta la necesidad
de buscar diferentes alternativas para su manejo. Las microalgas se presentan como una
alternativa para el tratamiento de los lixiviados, a pesar de los factores que demuestran la
toxicidad de los lixiviados a hacia ellas (Pereira et al., 2016). La implementacidn de este tipo de
tratamiento biolégico se puede desarrollar mediante estrategias que permitan una mejor
adaptabilidad, capacidad de tratamiento y su aprovechamiento (Khanzada & Ovez, 2017).

Con el fin de entender el proceso que se ha implementado en el uso de lixiviados con
cultivos de microalgas y de abarcar el panorama del estado del arte, se realizd una bdsqueda
sistematica en SCOPUS, incluyendo los articulos publicados en todo el mundo desde 1993 hasta
el 2023, con fecha de recoleccion de datos del 10/04/2023. La ecuacion de busqueda fue: TITLE-
ABS-KEY ("microalgae” AND "landfill leachate™). Con el fin de realizar el analisis de la
informacion, se evaluo la frecuencia de las palabras claves empleando el software VOSviewer
(version 1.6.19, Leiden University, Leiden, The Netherlands) (van Eck & Waltman, 2010). El
numero minimo de ocurrencias de palabras claves que se manej6 fue de 5, con el fin de que los
resultados fueran significativos debido a la limitada informacion al respecto. En este analisis

cada esfera simboliza una palabra clave, su tamafio representa el nimero de apariciones, el color
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indica la relacién y categorizacion de las palabras y los enlaces sefialan la relacion de co-
ocurrencia entre las palabras. Posteriormente se realiz6 un andlisis de los resultados encontrados
teniendo en cuenta: 1) documentos por afio; 2) relevancia de los autores; 3) instituciones
vinculadas; 4) areas de estudio y 5) documentos por paises.

En el analisis de correlacion de palabras claves realizado en VOSviewer utilizando todos
los articulos publicados, se encontraron 4 grandes grupos (figura 2), en donde los ejes centrales
son los lixiviados de relleno y las microalgas. EI primer grupo se enfoca en el uso de microalgas
para el tratamiento de lixiviados mediante la remocion de compuestos y la produccién de
biomasa (Verde), el segundo grupo relaciona la produccién de biomasa y la obtencion
biocombustibles (Rojo), el tercer grupo demuestra el uso de microalgas como indicador de
respuestas toxicas, debido a los compuestos quimicos presentes en los lixiviados y su uso para
biorremediacion (Azul), finalmente se presenta un grupo mas pequefio relacionado con la
obtencién de bioproductos (amarillo), lo que demuestra que la valorizacion de la biomasa aun se

encuentra en desarrollo.
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Figura 2
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municipal selid waste

biodiesel proteins

landfill leachgte treatment

biofuel micro@nisms
efflgents
microalgaibiomass heavymnetals
wastéwater
bivss
- wastewat@reatmenF "y
bioremediation
nutrients mic@gae
lipids “
biomass preductivity
bioesiergy
: landfi ichate
biomass pFoduction biodegradationgenvironmental
water pollutant metapolism
phosphorus phycoremediation
chemical oxygen demand
phosphate
nitgggen nitrogefiifemoval greelalga toxsity
algal growth amgionia

denitrification
waste wa!amﬂanagement

pollutanremoval wasledpatmant

waste compapent removal

‘ VOSviewer

Se registraron un total de 1135 palabras, entre palabras clave de autor y palabras clave
indexadas, de las cuales 79 aparecieron mas de 5 veces. Las palabras clave con mayor incidencia
fueron: “landfill leachate” (n=63), seguida de “microalgae” (n=49), “leachate treatment” (n=40),
“biomass” (n=35) y “microorganism” (n=33)

De la busqueda realizada en SCOPUS, se encontro un total de 88 articulos comprendidos
entre los afios 1993 -2023 (Figura 3), lo que comparado con los resultados obtenidos para aguas
residuales abarca solo un 1.76 %. Se aprecia que las publicaciones antes del afio 2011 se limitan

a 7 y después de este afio se presenta una tendencia creciente, encontrando su pico en el afio
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2020 con 15 articulos, sin embargo, es importante resaltar que el afio 2023 se encuentra ain
vigente.
Figura 3
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El primer estudio en el afio 1993 esta relacionado con el efecto toxico de los lixiviados en
las microalgas Chlorella pyrenoidosa, C. vulgaris, Scenedesmus sp. y Dunaliella tertiolecta
(Cheung et al., 1993), al igual que los articulos encontrados para los afios 1994,1996 y 1997,
pues estiman el efecto toxico de los lixiviados de rellenos sanitarios mediante el uso de una
prueba que contenian microorganismos, entre los que se encontraban las microalgas (Bernard et
al., 1996, 1997; Lambolez et al., 1994; Sallenave & Fomin, 1997). Esto demuestra que los
primeros usos de las microalgas se enfocaron en identificar la toxicidad de los lixiviados, sin
considerarlos un recurso aprovechable.

Después de ello no se realizaron més estudios sino hasta el afio 2007 en donde se
compar6 la tolerancia de microalgas aisladas de lixiviados y de agua limpia, a diferentes

concentraciones de lixiviado (10 %, 30 %, 50 %, 80 %, 100 %), demostrando que en
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concentraciones de hasta el 10 % hubo crecimiento de microalgas y reduccién de nitrégeno
amoniacal, ortofosfatos y DQO y para porcentajes superiores al 10% se presentd una inhibicion
en el crecimiento, atribuido al alto nivel de amoniaco (Lin et al., 2007), siendo éste, el primer
estudio encontrado que relaciona las remociones de los contaminantes con el uso de microalgas
en lixiviados, llegando a ser el segundo articulo mas citado (118 citas) de la busqueda solo
después de dos articulos de revision.

La tabla 2 muestra los 8 autores mas relevantes con base en el nimero de publicaciones y
se reporta el nimero de citas. El analisis resalta que este top de autores se divide en 3 grupos,
pues sus publicaciones son colaboraciones. Demostrando que a la fecha los estudios se limitan a
unos grupos de investigacion especificos y comprenden los afios 2016 al 2023.

Tabla 2

Top de autores busqueda SCOPUS

Agrupacion
segun Top Autor h-index Documentos Afiliacion # citas
colaboraciones
1 Chang, H. 18 7 Chongging 245
University of
1 2 Zhong, N. 25 6 Technology, China 244
Universidad de
3 Quan, X. 22 3 Cédiz, Espafia 187
4 Touzet, N. 18 3 Atlantic
5 5 Paskuliakova, 6 3 Tech_nolo_glcal 114
A. University,
6 Tonry, S. 5 3 Killybegs, Ireland
3 7 Cantero, D. 32 3 Universidad de 23
8 Ramirez, M. 21 3 Cadiz, Espafia

Los estudios realizados por el equipo de Zhong N., Chang H. y Quan X. se enfocaron en
el uso de microalgas como tratamiento para los lixiviados, la recuperacion de nutrientes como
nitrogeno y fosforo, la produccion de lipidos , biohidrégeno y acidos grasos volatiles (AGV) (H

Chang et al., 2019, 2023; Haixing Chang et al., 2018; Quan et al., 2020). Touzet N.,
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Paskuliakova A. y Tonry S. abarcan solamente la fitorremediacion del lixiviado sin realizar
busqueda de metabolitos (Paskuliakova et al., 2016, 2018b, 2018a). Finalmente los estudios
realizados por Centero D. y Ramirez M. se relacionan a la implementacion de microalgas
aisladas de lixiviados de rellenos sanitarios, sin contemplar inicialmente el uso de los lixiviados
como medio de cultivo; sin embargo para su Gltimo estudio lo implementan en un sistema de
produccion de biogas (Callejo-Lopez et al., 2020; Saldarriaga et al., 2020, 2021).

La figura 4 muestra las instituciones vinculadas a procesos de investigacion con
microalgas y lixiviados, siendo en total 144 instituciones participantes. En este contexto se puede
evidenciar que la institucién principal es la Chongging University of Technology encabezando la
lista con 7 publicaciones, lo que se relaciona directamente con los resultados obtenidos para
autores, puesto que los principales contribuyentes estan vinculados a esta institucion. Esta misma
relacion la guardan la Universidad de Cédiz y la Atlantic Technological University, siendo las
afiliaciones més relevantes.

Figura 4

Contribuciones por afiliacion
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En total hay 18 areas de estudio que han contribuido en investigaciones relacionadas con
el cultivo de microalgas en lixiviados, tal como lo muestra la figura 5, de las cuales las
principales son: ciencias ambientales con 58 publicaciones, ingenieria quimica con 20, energia
con 20, ingenieria con 19 y ciencias agricolas y bioldgicas con 15 publicaciones. El hecho de que
el area de ciencias ambientales abarque un 32.2 %, demuestra el enfoque que se le ha dado en los
altimos afios, pues aunque es un campo relativamente nuevo, las principales investigaciones
abarcan aspectos del mejoramiento de la calidad del medio ambiente al implementar procesos de
fitorremediacion de un residuo altamente complejo aunque se encuentre a escala laboratorio o
piloto (Nawaz et al., 2020). Asi mismo se muestra el uso de microalgas como una adicion
sostenible de aprovechamiento de lixiviados (Sforza et al., 2015).

Figura 5

Documentos por area de estudio
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Las principales investigaciones en el area de ciencias ambientales abarcan directamente
el uso de microalgas como herramienta para el tratamiento de lixiviados (Casazza & Rovatti,
2018; Elmaadawy et al., 2020). Por otra parte, se muestra el uso de microalgas como una adicién
sostenible de aprovechamiento de lixiviados (A Hernandez-Garcia et al., 2019; Sforza et al.,

2015) orientada a la obtencion de energia (Cheah et al., 2016), fijacion de carbono (Zhao et al.,



TRANSFORMACION DE LIXIVIADOS MEDIANTE EL USO DE MICROALGAS 17

2014) y obtencion de metabolitos (Nordin et al., 2017; Paiva et al., 2021). En otros aspectos se
exponen diferentes articulos de revision y capitulos de libros en donde se muestra su prospeccion
como tratamiento de lixiviados (Abdel-Shafy & Mansour, 2018) y fuente de materia prima para
biocombustibles (Callegari et al., 2020).

De igual manera la influencia de las contribuciones por paises se presenta en la tabla 3,
en donde se detallan los 10 paises con mayor produccion bibliografica, siendo China quien ocupa
el primer lugar con 21 documentos. Asi mismo se describe el numero de articulos enfocados
solamente a tratamiento de lixiviados de rellenos sanitarios con microalgas y el nimero de
aquellos que buscan aprovechar los lixiviados para la generacion de metabolitos, los demas
documentos no contemplados hacen referencias a capitulos de libros, revisiones bibliogréficas,
procesos de aislamiento o andlisis de toxicidad.

Tabla 3

Paises con mayores contribuciones

] - Afio de Ar-tl'culos Artl'culos
Pais Documentos # citas inicio relacionadosa  relacionados con
tratamiento  Aprovechamiento
China 21 609 2007 9 10
Malasia 9 234 2012 7 0
EE. UU 8 260 2014 4 3
Brasil 7 61 2014 4 3
Italia 6 187 2015 2 1
Espafia 5 40 2020 2 0
Turquia 5 102 2017 3 1
Espafia 4 10 2020 1 0
Colombia 4 19 2016 0 1
India 4 129 2016 3 0

Los estudios reportados en China presentan una mayor tendencia a la investigacion

relacionada con procesos de aprovechamiento, por otra parte, EE.UU. y Brasil se relacionan



TRANSFORMACION DE LIXIVIADOS MEDIANTE EL USO DE MICROALGAS 18

directamente con el tratamiento de aguas residuales, sin embargo, alrededor de la mitad de los
articulos reportan procesos de aprovechamiento de lixiviados en simultaneo con la remediacion
de los mismos, por otro lado, el panorama cambia para los demas paises, pues su principal
enfoque es el tratamiento (Shaari et al., 2021). Los estudios reportados en Colombia solo abarcan
temas de aislamiento de microalgas para implementarlas en un modelo matematico de captura de
CO- (Saldarriaga et al., 2020) y de identificacion en un sistema de biorremediacion de lixiviados
a escala piloto asociado al relleno sanitario Presidente ubicado en el Valle del Cauca (Sardi-
Saavedra et al., 2016; Sardi Saavedra et al., 2018), no obstante, los resultados del proceso de
biorremediacion no se encuentra reportados en un articulo indexado a la busqueda. Finalmente,
el Gltimo estudio reportado en Colombia abarca la produccion de biogas en un sistema mixto
implementado microalgas y lixiviado como medio de cultivo (Saldarriaga et al., 2021). Lo cual
demuestra que el enfoque de aprovechamiento para los lixiviados con microalgas ain es un tema
en desarrollo, a pesar de la importancia que se le da a este aspecto en los cultivos de microalgas
con aguas residuales en general.

Con base en los analisis realizados anteriormente y con el fin de apreciar mejor la
relacion entre microalgas y lixiviados, en la tabla 4 se describen algunos de los articulos méas
citados en los ultimos 10 afios, sin tener en cuenta aquellos relacionados con test de toxicidad o
articulos de revision.

Tabla 4

Articulos relevantes en el uso de microalgas en lixiviados de rellenos sanitarios

. . . Condiciones de . Producto de .
Microorganismo Citas - Remociones Referencia
cultivo valor agregado

Consorcio de
Mezcla de agua

(Dﬁégggégasus residualy lixiviado.  82% de NHi*  20% lipidos, &
spp 112 Dilucion del 0, 7%, y 43% 41% Garcia et al
. . . _ )
S. obliquus) y 10%, y 15% de ortofosfatos carbohidratos. 2019)

. lixiviado en AR
bacterias
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Mezcla de agua
residual doméstica

C. pyrenoidosa 109 enriquecida con 90% nitrdgeno  24.1 mg/L-dde  (Zhao et al.,
y bacterias Lixiviado al 0, 5% 10 total lipidos 2014)
%, 15% y 20% (ideal
10%)
Recuperacion
del 50% de Ny (Haixin
C. vuloaris 94 En fotobiorreactor de 70% de P. Chang et gl
-vulg membrana 10 mg/L-dde g B
P 2018)
lipidos para
biocombustibles
0,
C. vulgaris, 919/; SO/QOO
S.unadrg((::ﬁ ;da, 64 Lixiviado pretratado nitrégeno N/A (Mustafa et
-9 ’ diluido hasta 50% amoniacal y al., 2012)
A. convolutus 86%
Ch. oviforme ortofosfatos
Reduccidn de
compuestos .
Scengdesmus SP. 62 Lixiviado al 20% organicos, N/A (Kumari et
Paenibacillus sp. citotoxicidad y al., 2016)
genotoxicidad
2 cepas de L
Chlamydomonas L')::)\é'e{’ls(joo c:z;jtgagel 51.7 % (Paskuliakov
spy 56 procesoy ' nitrégeno N/A aetal.,
Dilucién al 10% en )
2 cepas de, a0ua desionizada amoniacal 2016)
Scenedesmus sp 9
Lixiviado pretratado (Pereira et
C. vulgaris 38 bajo 3 procesos NHs*y P N/A al., 2016)
diferentes "
Técnica integrada de (Quan et al
S. obliquus 37 ozonizacién y 81.6% de N N/A 2020) N
biorremediacion
Cultivo mixto s - Maxima de .
microalgas- 26 Lixiviado diluido entre 9.18 mg N N/A (Sniffen et
; el 5%y 20% al., 2016)
bacterias /L-d

De los diferentes resultados se aprecia la implementacion de cultivos mixtos con

bacterias, lo que se atribuye a la habilidad de las microalgas para la eliminacién de nutrientes y

metales pesados, proporcionando Oz, que es utilizado por las bacterias para degradar compuestos

organicos (Kumari et al., 2016). Otro factor importante es la relacion N:P, para garantizar la

estabilidad del proceso, pues las grandes cantidades de NH4" pueden inhibir el crecimiento

(Pereira et al., 2016), al igual que las concentraciones por encima de los 80 mg N-NHs/L

(Sniffen et al., 2016) y la limitacion de fosforo (Paskuliakova et al., 2016). Esto se evidencia en
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la necesidad de realizar pretratamientos al lixiviado o diluciones con el fin de disminuir el efecto
inhibidor, en donde diversos estudios demuestran que la concentracion mas apropiada de
dilucion para el uso de lixiviados se encuentra en el 10% (Zhao et al., 2014) siendo Chlorella sp.
la cepa méas tolerante comparada con Scenedesmus sp. (EI Ouaer et al.,, 2017). Para
cianobacterias los estudios son mas limitados, pues solo se reportd un articulo dentro de la
busqueda en el cual se emplearon junto con otros filos como Proteobacteria, Bacteroidetes y
Chlorophyta como catodos para la produccion de energia y eliminacién de nutrientes (H. T. H.
Nguyen & Min, 2020).

Lo anterior demuestra que el principal enfoque que se le ha dado en los Ultimos afios a las
microalgas y cianobacterias es el tratamiento de los lixiviado, pues los estudios en
aprovechamiento alun son limitados a pesar de obtener resultados prometedores. Esto hace que
esta area sea de gran interés para su exploracion, con el fin de cambiar el concepto actual que se
tiene de los lixiviados como un residuo sin valor y transformarlo en un residuo altamente
aprovechable, asi mismo, identificar y estudiar més las condiciones de cultivo para el
mejoramiento de este proceso es alin mas prometedor.

1.4 Lixiviados y Microalgas en Colombia

En Colombia la informacion referente a los lixiviados de rellenos sanitarios es limitada y
su enfoque es la problematica ambiental que causan en los diferentes rellenos sanitarios, por lo
cual los procesos relacionados con ellos se enfocan hacia el tratamiento con el fin de mitigar los
impactos ambientales. Diversas empresas han generado estrategias para su tratamiento, entre las
que se destacan tratamientos fisicos, fisicoquimicos y algunos procesos biol6égicos con
consorcios de microorganismos, siendo el sistema de dsmosis inversa el mas implementado

(Tabla 5) (Garcia, 2019).
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Tabla s

Tipos de tratamiento de lixiviados en Colombia

Nombre del vertedero

Ubicacion

Descripcion/detalle

Parque Ambiental La Pradera

Municipio de Don
Matias, a 57

Sistema de tratamiento de lixiviados que

posee tres etapas:
- Tratamiento fisico

kilometros de - Tratamiento fisicoquimico
Medellin - Biorreactores con membrana
- MBR.

Plantas de membrana de separacion
- Sistema de ésmosis inversa con
vibracion mecénica
- Sistema de 6smosis inversa con espirales
estaticos

Planta de lixiviados del

Bucaramanga
Carrasco 9

Sistema biol6gico
Bojaca - Sistema de tratamiento de 6smosis y
nano filtracion
- Sistema de tratamiento de 6smosis

Relleno Sanitario Nuevo
Mondofiedo

Relleno Sanitario Colombo — Yotoco, Valle del

El Guabal, Cauca inversa
Relleno Sanitario Regional Buaa - Sistema de tratamiento de ésmaosis
presidente g inversa con sistema de vibracion (VSEP)
- Pretratamiento fisicoquimico
Relleno Sanitario de Navarro Santiago de Cali - Sistema de tratamiento de 6smosis
inversa
Parque Tecnol6gico Ambiental . . . , -
arque Tecnologico Ambienta Cdcuta Sistema de tratamiento de 6smosis inversa

Guayabal
Nota: Adaptado de Garcia, 2019

Sin embargo, los métodos expuestos son costosos y algunas veces ineficaces, como los
reportados por Canizales et al. (2013) para el relleno Dofia Juana (Bogota) con su sistema de
tratamiento con humedales y para el relleno sanitario de Navarro (Cali). Por esta razon, diversas
instituciones han guiado sus investigaciones a procesos de mejora en los tratamientos de estos
residuos con el fin de brindar alternativas mas eficientes. En este contexto, se desarroll6 una
investigacion utilizando un sistema combinado de electrodisolucion de hierro, oxidacion de

hierro por H202 y floculacion quimica para lixiviados provenientes del relleno sanitario “El
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Carrasco” (Bucaramanga), obteniendo remociones del 85 %, 96 % y 76 % para DQO, color y
turbidez respectivamente (Donneys-Victoria et al., 2018). En Medellin se estudiaron diferentes
procesos fisicoguimicos, siendo la oxidacion de Fenton la mas prometedora, con remocién de
hasta un 95 % y 97 % para DQO vy color respectivamente (Canizales et al., 2013), asi como se
evalué la viabilidad de biorremediacion con bacterias (Gomez et al., 2011). En Valle del Cauca
se evalud el efecto de acumulacion de Cd (1), Hg (11), Cr (V1) y Pb (1l) de plantas (Gynerium
sagittatum, Colocasia esculenta y Heliconia psittacorum) en humedales artificiales para el
tratamiento de lixiviados provenientes del Relleno Sanitario Regional presidente (Madera-Parra
etal., 2015).

En Norte de Santander son limitados los estudios realizados; sin embargo, en el afio 2020
se evalud un acople de un proceso de fotocatalisis con TiO2 y un sistema bioldgico aerdbico de
lodos activos, proporcionando remociones del 68 % y 76 % para DQO y carbono organico
disuelto (Becerra et al., 2020). Todo lo anterior demuestra que el aprovechamiento de este
residuo para produccion de metabolitos y el uso de microalgas como sistema principal no se han
contemplado adn. A nivel bibliografico no se reportan estudios indexados relacionados con la
implementacion de microalgas en cultivos de lixiviado para su aprovechamiento. Sin embargo,
en linea con el estudio reportado en Norte de Santander, se estd desarrollando por parte del
Laboratorio INNOValgae perteneciente a la Universidad Francisco de Paula Santander, sede
Cucuta, un proyecto que busca evaluar el acople de un sistema de fotocatalisis con cultivos de
microalgas con el fin de valorizar los lixiviados de relleno sanitario orientado a la produccion de

metabolitos como bioplasticos, biofertilizantes para cultivos no alimentarios y colorantes.
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2 Planteamiento del problema

Los rellenos sanitarios son la tecnologia mas ampliamente utilizada para la disposicion de
residuos solidos en el mundo, ya que es un método simple y asequible. Sin embargo, producto
del proceso de degradacion de los residuos almacenados en las celdas de disposicion, la
percolacion de las aguas lluvias y las variaciones fisicoquimicas generadas por la interaccion
entre compuestos y microorganismos, se obtienen los denominados lixiviados (Deng et al.,
2021). Este residuo puede contener CHs4, acidos grasos volatiles, compuestos refractarios,
macrocomponentes inorganicos como Ca?*, Mg?*, Na*, K*, NH4*, Cl', S04, HCOs, metales
pesados y compuestos organicos xenobioticos (Ghosh et al., 2017) (Luo et al., 2020).

Esta composicion varia dependiendo de factores como: la edad de los lixiviados, los
niveles de precipitacién, las variaciones climaticas estacionales, el tipo de residuos y su
composicion, el contenido de humedad de los residuos y el tipo de tecnologia propia de cada
relleno sanitario, afectando la calidad de los mismos (Omar & Rohani, 2015). Esta variacion los
hace residuos altamente complejos de disponer, y al no ser tratados adecuadamente pueden
filtrarse al suelo y al agua subterranea, causando problemas ambientales y de salud. Dentro de
los principales efectos se encuentran: la contaminacién de aguas subterraneas, la alteracion y
reduccion de la permeabilidad del suelo, la contaminacion de aguas superficiales y la alteracion
de la flora y fauna (Mukherjee et al., 2015). Estos efectos sumados al incremento en la
produccion de residuos y por ende de lixiviados, son un verdadero reto para los entes
gubernamentales y las empresas de disposicion final, por lo cual, implementar estrategias que
reduzcan el riesgo ambiental del sector es una prioridad.

En la actualidad se han implementado diversos métodos que permiten la reduccion de la

carga contaminante de los lixiviados con el fin de evitar que estos residuos terminen
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directamente en los ecosistemas, dentro de los que se contemplan métodos bioldgicos (Sistemas
aerobios y anaerobios), métodos fisicoquimicos (Precipitacion quimica, floculacion/coagulacion,
procesos de membranas, etc.) (Nawaz et al., 2020) y la combinacion de tratamientos con
procesos bioldgicos (Pereira et al., 2016). Siendo los tratamientos fisicoquimicos los
mayormente implementados en Colombia (Garcia, 2019). No obstante, estos procesos requieren
altos costos a causa de la implementacidn de productos quimicos, equipos y materiales, muchas
veces sin obtener resultados positivos o limitandose a mejorar las condiciones del efluente sin
ningun tipo de recuperacion, lo que los hace insostenibles a largo plazo (Khanzada & Ovez,
2017). Esto se ve reflejado en los enfoques regulatorios actuales para el manejo de lixiviados de
rellenos sanitarios, pues consideran la reduccion de la caracterizacion fisicoquimica del
lixiviado, mas no incentiva la bisqueda de alternativas que permitan el aprovechamiento de
estos.

Con base en esto y teniendo en cuenta la composicion de los lixiviados, diversas
investigaciones han avanzado en procesos de recuperacion de compuestos tales como nitrégeno,
fésforo (Kurniawan et al., 2021) y metales pesados (Lee et al., 2022) con el fin de incorporarlos
a la cadena de valor, sin embargo, son reducidos los enfoques que promueven la obtencién de
bioactivos mediante la conversion del lixiviado. Razdn por la cual, es de gran importancia
explorar tecnologias que permitan la trasformacion de los lixiviados de rellenos sanitarios en
productos de valor agregado, promoviendo el mejoramiento de la calidad del medio ambiente y

contribuyendo a la aplicacion de la economia circular en el manejo de este residuo.
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3 Justificacion

La busqueda de tecnologias que permitan la valorizacion de residuos liquidos ha ganado
gran interés en los ultimos afios, siendo la biotecnologia con microalgas y cianobacterias una
técnica sostenible en auge (Anbalagan et al., 2015). Las microalgas y cianobacterias son
microorganismos fotosintéticos capaces de vivir en diversos ambientes acuaticos, lo que les
permite crecer en diversos tipos de aguas residuales, como municipales, agricolas e industriales
(Su, 2021) incluso en lixiviados de rellenos sanitarios (Porto et al., 2021). Esto se atribuye a la
capacidad adaptativa de las microalgas y cianobacterias que les permite asimilar los
contaminantes de las aguas residuales como nutrientes para su crecimiento, el cual es 100 veces
mas rapido que el de las plantas terrestres (Hariz et al., 2019).

Su principal enfoque ha sido como tecnologia verde en el tratamiento de aguas residuales
(Shaikh Abdur Razzak et al., 2017), sin embargo, la capacidad de metabolizar productos de alto
valor agregado ha ganado gran interés. Lo anterior es atribuido a su alta tasa de produccion de
biomasa, compuesta principalmente por proteinas (30% - 50%), carbohidratos (20% - 40%) y
lipidos (8% - 15%) que actian como fuente de energia bajo condiciones de crecimiento normales
(de Farias Silva & Sforza, 2016). No obstante, la variacion en las condiciones de cultivo a causa
de cambios en la concentracion de nutrientes, temperatura, pH y la limitacién de una fuente de
luz, pueden alterar significativamente la produccion de biomasa y bioactivos, permitiendo la
acumulacion de otras sustancias como biopolimeros (Costa et al., 2019) y pigmentos (Sun et al.,
2019). Esta caracteristica las posiciona como una alternativa significativa para la transformacion
de residuos liquidos en productos de valor agregado para diversos sectores industriales.

El cultivo de microalgas y cianobacterias en lixiviados ha llamado la atencion de diversas

investigaciones en los ultimos afios, sin embargo, su principal enfoque se relaciona con la
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remocion de contaminantes (Nawaz et al.,, 2020) y los estudios que se orientan al
aprovechamiento de los mismos, se refieren a la produccion de lipidos para biocombustibles
(Haixing Chang et al., 2018). Por lo cual, la exploracidn de estos procesos para la extraccion de
otros metabolitos de interés como biopolimeros, carbohidratos y fitohormonas, es una alternativa
innovadora y sostenible para la comercializacion de estos subproductos y la conversion de los
mismos, en energia o productos quimicos de interés industrial, lo que junto a la capacidad
adaptativa de las microalgas permite la optimizacién del proceso, reduciendo los costos
operativos (Rizwan et al., 2018).

La busqueda de alternativas ecoldgicas para el uso de los lixiviados tiene como finalidad
introducir un residuo no aprovechable actualmente (Economia lineal) dentro de un proceso de
valorizacion de los recursos, bajo las estrategias de economia circular. Esto permite la
innovacion en el proceso de transformacion de lixiviados y la apertura de negocios sostenibles
mediante el uso de bioproductos, basados en la riqueza del capital natural, la optimizacion del
uso de recursos y armonizado con los objetivos de desarrollo sostenible, teniendo como
indicadores el porcentaje de reutilizacion de agua y el aprovechamiento de biomasa (Gobierno de
la Republica de Colombia, 2019)

Por consiguiente, se hace necesario el desarrollo de un proceso de investigacion en este
campo que permita la innovacién en procesos de transformacién de lixiviados, incursionando en
la obtencidn de metabolitos de interés comercial mediante el uso de microalgas y cianobacterias,
permitiendo introducir este residuo liquido dentro del proceso de valorizacion de economia
circular nacional e internacional, mitigando el impacto al medio ambiente y promoviendo

procesos sostenibles de generacién de productos de interés comercial.
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4  Hipdtesis
A partir del estudio de condiciones de crecimiento de microalgas y cianobacterias en
lixiviados del Parque Tecnoldgico Ambiental Guayabal (Veolia Aseo Cucuta S.A. E.S.P.), es
posible evaluar un sistema a escala de 20L que permita la transformacion de lixiviados en

lipidos, carbohidratos, fitohormonas AIA 'y PHB.

5 Pregunta de Investigacion
¢Cuales son las mejores condiciones de cultivo a partir del uso de lixiviados para la
transformacion de lixiviados del Parque Tecnolégico Ambiental Guayabal (Veolia Aseo Clcuta
S.A. E.S.P.), a partir de cultivos de microalgas y cianobacterias provenientes de la Universidad
Francisco de Paula Santander (UFPS) que permitan la generacion de metabolitos de interés

comercial?
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6 Objetivos
6.1 Objetivo General
Evaluar el proceso de transformacion de lixiviados del Parque Tecnoldgico Ambiental
Guayabal (Veolia Aseo Cucuta S.A. E.S.P.), en productos de valor agregado mediante el uso de
microalgas y cianobacterias.
6.2 Objetivos Especificos
e Identificar las cepas con mayor potencial en la produccion de lipidos, carbohidratos,
fitohormonas AlA y PHB del banco de cepas de la UFPS en cultivos con lixiviados.
e Analizar el crecimiento de las cepas promisorias de microalgas y cianobacterias
utilizando lixiviado tratado y lixiviado diluido al 5% y 10%.
e Determinar las condiciones de operacion (tipo de luz, ciclo de luz y cepa) del sistema de
cultivo con microalgas o cianobacterias, que favorezcan la obtencion de lipidos,

carbohidratos, fitohormonas AIA y PHB de la biomasa producida.
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7 Alcance

Este proyecto se realiz6 implementando microalgas y cianobacterias del cepario del
laboratorio INNOValgae de la Universidad Francisco de Paula Santander (UFPS) y se utilizaron
las instalaciones de este laboratorio.

Los lixiviados fueron proporcionados por parte de la empresa Veolia Aseo Clcuta S.A
E.S.P del Parque Tecnoldgico Ambiental Guayabal.

8 Metodologia
8.1 Seleccién de Cepas Productoras de Lipidos, Carbohidratos, Fitohormonas AIA vy
PHB del Banco de Cepas de la UFPS en Lixiviado al 5%

Con el fin de seleccionar las cepas productoras de metabolitos, se cultivaron reactores
madre de las microalgas y cianobacterias en medios Bold Basal y BG11 respectivamente,
disponibles en el cepario del laboratorio de INNOValgae de la Universidad Francisco de Paula
Santander en reactores de capacidad de 500 mL con un volumen util de 300 mL, bajo una
temperatura de 25 + 4 °C, un caudal de aire de 0.6 L/L, radiacion de 900 Iumenes y fotoperiodo
de 12:12 durante 20 dias, tiempo bajo el cual las microalgas alcanzaron una densidad de indculo
de £ 0.7 DO (Densidad optica medida a una absorbancia de 550 nm). En el caso de las
cianobacterias debido a sus propiedades filamentosas no es recomendable medir la DO por lo
que se establecid los 20 dias como condicion principal para los indculos, de acuerdo con estudios
previos realizados en el Laboratorio INNOValgae.

Para proceder a la fase de seleccidn se implementaron reactores con volumenes finales
de 300 mL, los cuales contenian 270 mL de lixiviado diluido al 5% con agua destilada
(concentracién que tuvo en cuenta el volumen final del reactor) y 30 mL de inéculo de la cepa
evaluada, equivalente al 10% del volumen final. Las condiciones de operacion (temperatura,
caudal de aire, radiacion, fotoperiodo y tiempo de cultivo) se mantuvieron con relacion a los
cultivos madre. Asi mismo, se emple6 como control los resultados obtenidos del cultivo de las
cepas en los medios Bold Basal y BG11.

Posteriormente, se realiz6 la cosecha y cuantificacion de la biomasa al dia 20 de cultivo,

para finalmente, evaluar el contenido de lipidos, carbohidratos, fitohormonas y PHB de la
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biomasa cosechada. A continuacién, se describen los métodos para la cuantificacion de biomasa
y metabolitos.

8.1.1 Cuantificacién de biomasa

Al finalizar el tiempo de cultivo se centrifugé la totalidad del volumen contenido en el
reactor a 4 °C y 4000 rpm durante 10 min.

Una vez centrifugado se retird el sobrenadante y la biomasa obtenida se deposité en
recipientes de silicona, los cuales se llevaron al deshidratador a 40 °C por 24 h.
Posteriormente los recipientes se colocaron en el desecador durante 15 min.

Finalmente, la biomasa se retird de los recipientes y se pesé. Los datos obtenidos fueron

reemplazados en la siguiente formula

» ) Peso de la biomasa (g))
Concentracion de biomasa(g/L)= Vohamen filrado (L) (1)

8.1.2 Cuantificacion de lipidos totales

El método de sulfo-fosfo vainillina, adaptado al método de Frings & Dunn (1970), es uno
de los maés utilizados y se fundamenta en una catélisis &cida de los lipidos con formacion de
iones carbono, éstos, en presencia de sulfo-fosfo vainillina generan coloraciones que permiten
ser determinados espectrofotomeétricamente.

Obtencion del reactivo de sulfo-fosfo-vainillina
Se disolvio 0.6 g de vainillina en 10 mL de etanol absoluto
Se agregaron 90 mL de agua desionizada y se agité vigorosamente por 2 min
Se afiadieron 400 mL de H3POs a la mezcla, se agité y almacend en oscuridad para su
uso.
Preparacion de la muestra
Se tomaron entre 0.5 mg — 1 mg de biomasa seca.
Se agregaron 2 mL de H2SO4 concentrado y se calentaron a 100 °C durante 10 min.
Las muestras se enfriaron en bafio de agua fria por 5 min.
Se mezclaron con 5 mL del reactivo de sulfo-fosfo-vainillina recién preparado e
incubaron a 37 °C, 200 rpm durante 15 min.
Se midio a una longitud de onda de 530 nm
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Los lipidos presentes en la muestra se determinaron teniendo en cuenta la siguiente ecuacion:
lipidos totales (ug) = (OD 530 -0.0236)/0.0106 @)

Esta ecuacion se obtuvo de una curva de calibracidn realizada con extractos de lipidos de
microalgas (SIGMA ALDRICH), como solucién patrén, en las instalaciones del laboratorio
INNOValgae de la Universidad Francisco de Paula Santander.

8.1.3 Cuantificacion de carbohidratos

El método propuesto por Dubois et al en 1956 se fundamenta en la condensacion de
productos fenolicos a través de compuestos derivados del furano bajo condiciones previas de
deshidratacion y catalisis acida, permitiendo su medida a longitudes de onda de 485 nm.

Preparacion de la muestra
Se tomaron entre 0.8 mg — 1.5 mg de biomasa seca, se depositaron en tubos de ensayo
resistentes al acido (FALCON)
Se agregaron 0.5 mL de solucién 1M H>SO4 y se homogeneizd la muestra en vortex por 2
min.
Se completo el volumen hasta 5 mL con 1M H2SO4 e incubd la muestra en bafio maria
100 °C durante 1 hora.
Se removi6 el tubo del bafio maria y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30
minutos, seguido por centrifugacion (4000 rpm, 5 °C por 10 minutos)
En tubos de vidrio, se agregé 2 mL de sobrenadante, 1 mL de fenol al 5% agitando
vigorosamente, rapidamente se adicion6 5 mL de solucion de H.SO4 concentrado y se
agito la muestra empleando cértex a velocidad media por 1 min
La muestra se dejo reposar a temperatura ambiente durante 30 minutos.
En una celda de cuarzo se depositaron 2 mL de muestra y se leyé a 485 nm

Los carbohidratos totales se calcularon utilizando la siguiente ecuacién

Aziicares totales (mg/mL)=(0.0116x OD 485)+0.0712 3)
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Esta ecuacion se obtuvo de una curva de calibracion realizada con glucosa (estandar de
referencia, SIGMA ALDRICH), como solucion patron, en las instalaciones del laboratorio
INNOValgae de la Universidad Francisco de Paula Santander.

8.1.4 Cuantificacion de Fitohormonas AIA

Método de medicion de AlA extracelulares de Salkowski modificado por Bric et al 1991,
Reactivo Salkowski modificado
HCI concentrado 142 mL
Agua destilada 250 mL
FeCL30.5 M en H20 destilada 7.5mL

Preparacion de la muestra
Se tomé 1 ml del sobrenadante obtenido del proceso de centrifugacion en la
cuantificacion de la biomasa y se adicionaron 4 ml de reactivo de Salkowski.
Se agito la solucion y se dejo incubar a temperatura ambiente por 30 min.
La absorbancia fue medida a 530 nm.

Concentracion de AIA (mg/mL) = (0.019 x OD530) - 0.0073 (4)

Esta ecuacion se obtuvo de una curva de calibracion realizada con acido Indol acético
(AlIA) (SIGMA ALDRICH), como solucion patron, en las instalaciones del laboratorio
INNOValgae de la Universidad Francisco de Paula Santander.
8.1.5 Cuantificacion de PHB
Método adaptado de Getachew & Woldesenbert (2016).
Se tomaron entre 3-7 mg de biomasa seca en un tubo donde la biomasa fue tratada con 10
mL de hipoclorito de sodio y se incub6 a 30 °C por 2 h.
La mezcla fue centrifugada a 4000 rpm por 15 min, posteriormente el pellet fue lavado
con 10 mL agua destilada y centrifugado a las mismas condiciones. Ese mismo

procedimiento se realizd con 10 mL de acetona y 10 mL de metanol respectivamente.
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El pellet fue disuelto en 5 mL de cloroformo.
En una celda de cuarzo se depositaron 2 mL de muestra y se midi6é a 240 nm

0D240+0.3066
PHB (mg/mL) = ——— = )

Esta ecuacion se obtuvo de una curva de calibracion realizada con una solucion patron de
PHB (SIGMA ALDRICH), en las instalaciones del laboratorio INNOValgae de la Universidad
Francisco de Paula Santander.

Los métodos empleados son ampliamente utilizados en literatura, adicional a ello, fueron
estudiados y evaluados por el laboratorio INNOValgae mediante soluciones de referencia
(SIGMA ALDRICH) con alta confiabilidad e implementados en diferentes estudios bajo diversas
condiciones, por lo que representan un buen nivel de especificidad. Es importante resaltar que los
metabolitos evaluados se reportaron en %p/p en relacion con la biomasa.

8.1.6 Seleccion de cepas de microalgas y cepas de cianobacterias

La seleccion de las cepas se definié mediante una matriz de ponderacion. Teniendo en
cuenta que, no se encontraron contenidos de fitohormonas ni PHB, en la matriz solo se relacion6
el contenido de lipidos, carbohidratos y la concentracion final de biomasa obtenida. La matriz se
dividié en dos grupos, uno para cianobacterias y otro para microalgas y de cada uno se
seleccionaron las dos cepas con mayor puntuacién de cada grupo. Teniendo en cuenta que el
contenido de PHB sélo se identifica en cianobacterias y aunque en esta etapa no se encontro este
metabolito, se seleccionaron cepas de cianobacterias con el fin de evaluar el contenido de PHB
bajo otras condiciones de cultivo que pueden promover su aparicion. Se definié un valor de
33.33% a cada variable, en donde este porcentaje equivale a valor maximo obtenido de cada

variable.
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8.2  Cultivo de cepas de microalgas y cepas de cianobacterias en lixiviados tratados

Se realiz6 un disefio experimental para evaluar el crecimiento de las cepas a diferentes
condiciones de lixiviado tratado, en donde se tuvo en cuenta como variables del disefio: 4
condiciones operativas del tipo de tratamiento (censurado por patente), pH del lixiviado, dilucion
del lixiviado y cepa. Se evaluaron un total de 135 experimentos distribuidos en 5 bloques, donde
la variable de respuesta fue la produccién de biomasa, este disefio se llevo a cabo en tubos falcon
de 50 mL con volumenes utiles de 30 mL y las siguientes condiciones de crecimiento:
temperatura de 25 + 4 °C, agitacion mecénica de 200 rpm, intensidad de 75 pmol m-?.sty
fotoperiodo luz: oscuridad de 12 h:12 h durante 15 dias. Este cambio en el tiempo de cultivo se
realiz6 porque después de los 15 dias de cultivo se inhibi6 el crecimiento.

Definidas las condiciones del lixiviado tratado y las microalgas y cianobacterias, se
evaluo el crecimiento de las cepas y la produccion de metabolitos utilizando lixiviados tratados
(método en proceso de patente por parte del laboratorio de INNOValgae) en reactores de
capacidad de 500 mL con 270 mL de lixiviado tratado y 30 mL de in6culo de cada microalga o
cianobacteria. Los reactores se mantuvieron bajo una temperatura de 25 + 4 °C y un caudal de
aire de 0.6 L/L, con radiacion de 900 Iimenes, intensidad de luz de 75 pmol m-2.s, fotoperiodo
luz: oscuridad de 12 h:12 h, durante 15 dias. Asi mismo, se evaluo el crecimiento de las cepas
con lixiviado al 5% y 10%, teniendo en cuenta el nuevo tiempo de cultivo.

Finalmente, se cuantificd el contenido de lipidos, carbohidratos, fitohormonas AlA vy
PHB presentes en cada una de las cepas bajo los 3 medios de cultivo descritos anteriormente.
Esto determind la capacidad metabdlica de las microalgas y cianobacterias de contener productos
de interés industrial. Teniendo en cuenta que en la primera etapa no se encontré contenido de

fitohormonas extracelulares, se decidi6 evaluar el contenido de fitohormonas intracelulares, por
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lo cual, al procedimiento descrito en la primera fase metodoldgica para extraccion de este
metabolito, se incluy6 una primera etapa de destruccion celular con los siguientes pasos:

Se tomaron entre 3 - 5 mg de biomasa seca.

Se agregaron 2 mL de H2SO4 concentrado y se calentaron a 100 °C durante 10 min.

Las muestras se enfriaron en bafio de agua fria por 5 min.

Los siguientes pasos correspondieron a la metodologia descrita en la primera etapa
metodoldgica.

8.3 Disefio de experimentos de variables de crecimiento para la produccion de lipidos,
carbohidratos, fitohormona AIAy PHB

8.3.1 Disefio de experimentos

Con el fin de mejorar la produccion de metabolitos de las cepas elegidas, se desarrolld
una serie de cultivos donde se variaron 3 factores (1 factor numérico y 2 factores categoricos):
condiciones luminicas, tipo de luz (Luz blanca y Luz Roja-Azul 3:1) y fotoperiodo luz:
oscuridad (12 h:12 h'y 24 h :0 h); y la cepa a utilizar. Con este fin se realizd un disefio de
experimentos tipo l-optimal acoplado con superficie de respuesta, con 5 bloques mediante el
software Design Expert (Version 13) para un total de 28 experimentos méas 3 réplicas. Los
cultivos se llevaron a cabo bajo una temperatura de 25 + 4 °C y un caudal de aire de 0.6
Laire/min.L. Las variables de respuestas fueron: la concentracion de biomasa (g/L), el % p/p de
lipidos, el % p/p de carbohidratos, el % p/p de AIA 'y % p/p PHB, las cuales se determinaron a

los 15 dias de cultivo.
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Tabla 6
Condiciones disefio experimental

Codigo Codigo

Factor  Nombre Unidades Tipo Subtipo  Minimo  Maéaximo - Media
bajo alto
Ciclo de . . le +1l o
A Uz h numérica  Continua 10.00 24.00 10.00 24.00 17.40
Longitud de . Roja:Azu _—
B LED Onda Categérica Nominal 131 Blanca Nivel:
C Cepa Nominal Algal Cyano2 Nivel:

8.3.2 Evaluacion de cultivos en reactores de 20 L de la mejor condicion de cultivo
Con base en el analisis de los resultados obtenidos del disefio de experimentos en su
Gltima etapa de crecimiento de las microalgas y/o cianobacterias bajo las mejores condiciones, se
realizé la evaluacion de un cultivo en reactores cénicos de 30 L, con volumen util de 20L,
fabricados con columna de burbujeo, los cuales son especificos para el cultivo de microalgas.
Dentro de las ventajas de estos reactores se encuentran:
e Columna de burbujas que permite el intercambio de microalgas entre zonas de luz y
oscuridad.
e Mejor transferencia de luz al cultivo, porque las burbujas permiten la agitacion directa.
Asi mismo, se identificaron los siguientes pardmetros:
La productividad de biomasa (Pb) y la productividad del metabolito (Tighiri & Erkurt,

2019) se calculan mediante las ecuaciones 6y 7.

Ph (g/Ld)~ ="
(g )_ i tO (6)
Productividad metabolito (g/L-d)=Pb.Cy (7)

Donde Co es la concentracion inicial o concentracion a un tiempo especifico (to) y C es la
concentracion de biomasa a tiempo final (t). Cr representa el contenido final del metabolito (dado

en %)
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9 Resultados
9.1 Seleccién de Cepas con Altos Contenidos de Lipidos, Carbohidratos, Fitohormonas
AlA 'y PHB del Banco de Cepas de la UFPS en Lixiviado al 5%.

Se utiliz6 como medio de cultivo el lixiviado proveniente de la piscina 3 del PTAG. Al
ser un lixiviado medio, se atribuyen unas cantidades sustanciales de materia organica, lo que
promueve la formacion de acidos grasos volatiles (AGV) y se caracteriza por tener niveles
moderadamente elevados de DQO, TOC y DBO y una relacion DBO/DQO aproximada de 0.7
(El-Saadony et al., 2023), lo cual se evidencia en la tabla 7.

Tabla 7

Caracterizacion de los lixiviados y su comparativo con los medios estandar

Variable Crudo 5% Bold Basal BG11
Amoniaco (mg NH3s.N /L) 970 48.50 - -

Fosfatos (mg PO4-P / L) 131.2 6.56 163.02 16.62

Nitratos (mg NOs-N /L) 664.56 33.23 182.36 1091.20

DQO (mg O2/L) 5024 251,2 - -
DBO (mg O,/ L) 3114 155,7 - -
TOC (ppm) 107972.15 5398.61 - -
DBO/DQO 0.620 0.62 - -

Se cultivaron 7 cepas de cianobacterias y 9 cepas de microalgas pertenecientes al cepario
del laboratorio de INNOValgae de la Universidad Francisco de Paula Santander (Figura 6).
Cianobacterias del género Hapalosiphon sp. (UFPS _02) y Oscillatoria Sp. (UFPS 01,
UFPS_03, UFPS_04, UFPS_05, UFPS_08) y microalgas del género Chlorella sp. (UFPS_12,
UFPS_14, UFPS_15, UFPS_16, UFPS 17, UFPS_18, UFPS_19, UFPS_20) y Scenedesmus sp.
(UFPS_13). Después de transcurridos los 20 dias de cultivo se evalud la concentracion de
biomasa de cada una de las cepas y se comparé con los resultados obtenidos en medio estandar

(Figura 7).
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Figura 6

Cultivo de cianobacterias (a) y microalgas (b) en lixiviados al 5%

Figura7

Concentracion de biomasa (g/L) en cianobacterias (a) y microalgas (b)
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Al comparar los resultados con el control se aprecié una disminucién significativa de la
concentracion en la mayoria de las cepas, debido a que el control es un medio especifico para
estos microorganismos, sin embargo, se destaca los resultados de las cepas UFPS 04, 16 y 17,
que obtuvieron valores cercanos a los observados en BG11 Y BOLD BASAL. Con el fin de
recrear condiciones mas cercanas a la préctica, no se realiz6 esterilizacion del medio, lo cual

evita los costos en procesos de esterilizacion del lixiviado a escala mayor. En estudios donde el
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uso de un cultivo mixto de microalgas y bacterias en lixiviados no estériles se obtuvo como
resultados una concentracién de biomasa de 0.48 g/L (Sniffen et al., 2016), valor similar al
reportado en el presente estudio para las cepas UFPS 04, 15, 16 y 17 con una concentracion de
0.40 g/L, 0.46 ¢g/L, 0.47 g/L y 0.52 g/L respectivamente.

Diversos estudios a escala laboratorio resaltan el papel de las bacterias en la
remineralizacion de macronutrientes, micronutrientes y el aporte de CO2, lo que promueve el
crecimiento de las microalgas y el contenido de metabolitos (Lian et al., 2018), y le otorga un
cierto grado de proteccion a las microalgas de los compuestos toxicos (Diaz et al., 2022), pues
emulan ecosistemas naturales y establecen un equilibrio dinamico (Kazamia et al., 2014; Wicker
et al., 2022; Zhang et al., 2020). Sin embargo, existe el riesgo de una interaccion negativa a
causa de la competencia por los nutrientes del medio. Teniendo en cuenta esos factores,
actualmente no se conoce a profundidad el efecto en entornos industriales a gran escala, por
tanto, se hace necesaria la evaluacion de estos sistemas con un disefio bien construido, que
reduzca costos y permita comprender mejor los beneficios o riesgos de las asociaciones entre
estos microorganismos (Okurowska et al., 2021).

Después de obtenida la biomasa seca a los 20 dias de cultivo, se evalud el contenido de
carbohidratos (Figura 8), lipidos (Figura 9), fitohormonas y PHB, con el fin de comparar los

resultados para cada cepa.
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Figura 8

Contenido de carbohidratos (% p/p) en cianobacterias (a) y microalgas (b)
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Figura 9

Contenido de lipidos (% p/p) en cianobacterias (a) y microalgas (b)
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Los resultados arrojaron contenidos de carbohidratos entre el 51.3% - 73.6 % p/p para
cianobacterias y el 52.7% - 66.5% p/p para microalgas. Por otra parte, los contenidos de lipidos
oscilaron entre el 3.4% - 13.5% p/p para cianobacterias y el 3.2% - 12.3% p/p para microalgas.
Se ha demostrado que al utilizar aguas residuales con altos contenidos de carbono organico y una
relacion N/P relativamente adecuada se promueve el crecimiento y la acumulacion de

metabolitos, demostrando la viabilidad de este tipo de aguas como sustrato, con el fin de reducir

los costos de operacion (R. Liu et al., 2022)
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En esta fase no se evidencio contenido de fitohormonas externas y PHB, por lo cual, la

seleccion de las cepas se definié mediante una matriz de ponderacion en la que se relaciono el

contenido de lipidos, carbohidratos y la concentracion final de biomasa obtenida (Tabla 8). Para

esta matriz se dividieron los resultados en dos grupos, uno para cianobacterias y otro para

microalgas, de donde se seleccionaron las dos cepas con mayor puntuacion de cada grupo, esto

con el fin de garantizar dos cepas de cianobacterias a las cuales se les evaluara el contenido de

PHB en las siguientes etapas. Se definié un valor maximo de 33.33% al mayor valor obtenido de

cada variable.

Tabla 8

Matriz de ponderacién para seleccion de cepas

Carbohidratos Puntuacién  Lipidos Puntuacibn Biomasa Puntuacion
Grupo Cepa (% plp) % (% plp) % glL % TOTAL
“ UFPS 01 65.0 29.4 5.7 14.0 0.2 16.5 60.0
.g UFPS_02 57.5 26.0 7.5 18.4 0.3 20.9 65.3
£ UFPS_03 55.6 25.2 3.8 9.4 0.0 2.2 36.8
s UFPS_04 51.3 23.2 13.5 333 0.4 33.3 89.9
e UFPS_05 73.6 333 3.4 8.3 0.2 12.5 54.2
-8 UFPS_06 70.5 31.9 5.2 12.7 0.2 15.3 59.9
UFPS_08 61.0 27.6 10.0 24.6 0.4 30.9 83.2
UFPS 12 58.8 29.5 9.0 24.3 0.3 19.0 72.7
UFPS_13 61.5 30.8 10.2 27.7 0.3 20.1 78.7
2 UFPS_14 61.6 30.9 9.2 24.9 0.2 14.9 70.7
2 UFPS_15 52.7 26.4 7.5 20.5 0.5 29.5 76.3
§ UFPS_16 66.5 333 7.2 195 0.5 30.2 83.1
2 UFPS 17 62.4 31.3 12.3 33.3 0.5 33.3 97.9
2 | UFPs_18 53.4 26.7 8.6 23.3 0.2 15.7 65.8
UFPS 19 61.3 30.7 3.2 8.6 0.4 23.1 62.4
UFPS_20 53.9 27.0 4.9 13.4 0.3 20.4 60.8

Los resultados de la matriz exaltaron la viabilidad de utilizar las cepas UFPS_04 y

UFPS_08 de cianobacterias y las cepas UFPS_16 y UFPS_17 de microalgas, lo que las hace

ideales al momento de cultivarlas bajo otras condiciones con el fin de promover el aumento en

los contenidos de los metabolitos. Esto demuestra la capacidad de especies de los géneros
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Chlorella y Oscillatoria para adaptarse a cultivos con contenidos de lixiviados de relleno
sanitario (Martinez-Ruiz et al., 2022; Nordin et al., 2017)
9.2 Cultivo de Cepas de Microalgas y Cepas de Cianobacterias en Lixiviados Tratados
Del disefio experimental realizado a diferentes condiciones de lixiviado tratado, en donde
se tuvo en cuenta como variables del disefio: 4 condiciones operativas del tipo de tratamiento
(proceso desarrollado por UFPS y en proceso de patentamiento), el pH del lixiviado, la dilucién
del lixiviado y la cepa, los resultados obtenidos arrojaron un modelo estadisticamente
significativo donde las variables incidentes se relacionan directamente a las condiciones
operativas del tratamiento; asi mismo, los resultados arrojaron que no se requiere diluir el
lixiviado tratado para ser utilizado como medio de cultivo y no se evidencié una cepa
determinante en la generacion de biomasa (Nota: El tipo de tratamiento y los resultados
detallados de esta fase no son publicados debido a un acuerdo de confidencialidad firmado con
el laboratorio INNOValgae por proceso de patente). El tratamiento elegido demostr6 una
adecuada eficiencia en la remocién de compuestos (Figura 10).
Figura 10

Esquema del tratamiento de los lixiviados y las remociones obtenidas

Lixiviado crudo Tratamiento Lixiviado tratado
pH: 4 pH: 8

4

Remociones:
PO4: 99.2%
NO3: 98.8%
DQO: 80.5%
DBO: 81.1%
TOC: 81.6%
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Al comparar los resultados de este tratamiento con otro tipo de tratamientos para
lixiviados de rellenos sanitarios reportados por El-Saadony et al. (2023), lo cuales presentan
tasas de remocion de DBO y DQO del 99% y 79% para reactores bioldgicos de membrana, 84%
y 75% para reactores batch, 77% y 49% para filtros percolados y del 73.8% de DQO para
floculacion/fenton, se demuestra que si a la hora de implementar una escala mayor del
tratamiento es posible mantener estas tasas de remocién, se puede competir con otros tipos de
tratamiento.

Teniendo en cuenta los porcentajes de remocion obtenidos y al evaluar las
concentraciones de fosfatos y nitratos al finalizar el proceso (1.04 mg POs-P / L y 8.89 mg NOs-
N /L), se aprecia que el tratamiento disminuye significativamente estos compuestos, lo cuales, al
compararse con las concentraciones del medio con el lixiviado al 5% y los medios estandar
podria llegar a ser un limitante al momento de cultivar las microalgas, tanto para la etapa de
cosecha de la biomasa como para la evaluacion del contenido de metabolitos.

Posteriormente, y con base en los resultados obtenidos, se procedi6 a realizar
experimentos con lixiviado al 5%, 10% y tratado con las cepas seleccionadas (Figura 11), con el
fin de evaluar que tanto afectan estos medios de cultivo la obtencion de metabolitos.

Figura 11

Cultivo de microalgas y cianobacterias bajo diferentes condiciones de lixiviado
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Figura 12

Concentracion de biomasa bajo diferentes condiciones de lixiviado
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La Figura 12 muestra la concentracion de biomasa para las 3 condiciones de lixiviado con
cada una de las cepas evaluadas, arrojando los mejores resultados con lixiviado al 5% y mas
especificamente con la cepa UFPS_04, con la que se obtuvo una concentraciéon de 0.394 + 0.002
g/L de biomasa seca. Esto se atribuye a que a concentraciones de lixiviado al 10% o mas, existe
una inhibicién en el crecimiento debido a la presencia de altos contenidos de compuestos toxicos
que se acumulan en la célula. La presencia de una concentracion de amoniaco de 97 mg NH3-N /
L en el lixiviado al 10%, supone una inhibicion causada por la toxicidad, pues se estima que
concentraciones superiores a 80 mg NHz-N / L generan este efecto (Sniffen et al., 2016). Otro
factor influyente es la reduccion significativa de la disponibilidad de luz, lo que puede inhibir la
fotosintesis. Esto ha sido demostrado en un estudio donde implementaron una concentracion del
lixiviado al 10% y al 20% con 200 mL de solucion, el cual concluy6 que la disponibilidad de luz
se redujo en un 47%- 62% y en un 71%-80% respectivamente (Okurowska et al., 2021).

De forma similar, los resultados obtenidos con el lixiviado tratado también presentaron

inhibicion, sin embargo, la inhibicion en este tipo de medio se da por la presencia de bajos
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contenidos de compuestos necesarios para el crecimiento de las microalgas y cianobacterias,
como lo son los fosfatos y nitratos (Shaikh A Razzak et al., 2022). Resultados obtenidos con otro
tipo de tratamiento no convencional mediante el uso de cenizas para tratar lixiviados, mostré
remociones en un rango de DQO de 18-62 %, nitrogeno de 63-71% Yy fosforo de 15-100% vy al
ser utilizado sin dilucion para el crecimiento de Chlorella vulgaris obtuvo una concentracion de
biomasa de 1.23 g/L (Viegas et al., 2021). Concentracién de biomasa muy superior a las
obtenidas en este proyecto, sin embargo, se atribuye a que las remociones del tratamiento no
fueron tan eficientes, lo que permiti6 mayor disponibilidad de nutrientes para el cultivo con
microalgas.

En la figura 13 se evidencian los contenidos de metabolitos para cada cepa, teniendo en
cuenta los diferentes medios utilizados. Los resultados demostraron que en las cepas 8, 16 y 17
existe menor contenido de metabolitos al ser cultivadas en lixiviado al 10% vy lixiviado tratado, al
ser comparados con los resultados del cultivo en lixiviado al 5%, presentando la misma
tendencia que la concentracién de biomasa descrita anteriormente, atribuido a los mismos
factores. Por otra parte, en las cepas 4, 8 y 16 existe mayor capacidad de metabolizar nutrientes
en lixiviado tratado que en lixiviado al 10%. La cepa 4 demostré mayor contenido de metabolitos
con lixiviado tratado, aunque la concentracion de biomasa fue la més baja. Esto se debe a la
capacidad de la cepa de acumular estos compuestos para conservar energia en situaciones de

inhibicion de crecimiento por limitacion de nutrientes.
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Figura 13

Contenido de metabolitos bajo diferentes condiciones de lixiviado
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Para todas las cepas en los diferentes medios de cultivo, la composicion mas
predominante fue de carbohidratos con valores entre el 32.8 % - 65.8% para UFPS_04, 34.9% -
51% para UFPS_08, 45.8% - 63.7% para UFPS_16 y 40.2% - 49.32% para UFPS_17; siendo el
lixiviado al 5% el medio predominante para los valores mas altos, exceptuando para UFPS_04.
Resultados reportados por Feng et al. (2022) demostraron una composicion intracelular de
carbohidratos de 26.4 a 28.9% a diferentes concentraciones de lixiviado (5%, 10%, 15% y 20%)
con la microalga Chlorella vulgaris, siendo el mayor valor obtenido con lixiviado al 20%,

demostrando contenidos muy inferiores a los reportados en el presente estudio. No obstante,
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aunque el método de cuantificacion de carbohidratos en ambos estudios tiene el mismo principio
y el contenido de DQO en el medio es similar, es importante resaltar que la concentracion de
nitratos y fosfatos varia significativamente en ambos estudios, pudiendo ser la causa en la
diferencia de los resultados. Con relacion al contenido de los metabolitos en lixiviado tratado,
aunque los resultados son menores comparados con el lixiviado al 5% siguen siendo mejores
comparados con el lixiviado al 10%, demostrando que a pesar de que la concentracion de
biomasa se ve afectada, se demuestra un buen contenido de metabolitos, obteniendo hasta un
65.7%, 2.7% y 8.4% para carbohidratos, lipidos y PHB respectivamente. Esto evidencia que
después de pasar por un procedimiento de tratamiento, los lixiviados pueden ser un medio dtil, lo
que mejoraria la calidad del efluente liberado y generaria biomasa rica en metabolitos (de Souza
etal., 2021)

Utilizando un medio de cultivo con lixiviado al 10% se aprecia una disminucion
significativa en los contenidos de los diferentes metabolitos evaluados, lo cual también es
atribuido a los contenidos de compuestos toxicos, entre los que se encuentran principalmente el
amonio y los metales pesados, estos ultimos identificados en la caracterizacion detallada del
medio, pero no expuestos en el presente documento por acuerdos de confidencialidad con la
empresa VEOLIA ASEO CUCUTA. Los lixiviados de rellenos sanitarios tienen presencias de
microcontaminantes dentro de los que se encuentran los fenoles, ftalatos, metales pesados, entre
otros (Kanyatrakul et al., 2020), que a bajas concentraciones generan estrés en las microalgas y
permiten la acumulacion de lipidos celulares, sin embargo, las concentraciones excesivas de
estos compuestos dificultan el crecimiento de las microalgas y la produccion de metabolitos (H.

T. Nguyen et al., 2021). Por lo cual se recomienda que las condiciones de cultivos de las
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microalgas en lixiviados de relleno sanitario se optimicen para promover el crecimiento de las
mismas y la produccion de metabolitos (Pinpatthanapong et al., 2022).

La aparicion de PHB en esta etapa es atribuible a la adaptacién de la cepa, puesto que,
para este momento ya se encontraban en una fase de cultivo periédico en lixiviado al 5%,
disminuyendo el estrés por el cambio del medio, lo que de la mano con la limitacion de
nutrientes como el fosfato y el nitrato juegan un papel importante, asi mismo, el tiempo de
evaluacion del contenido de PHB teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado es relevante,
puesto que en la literatura se identifica que las cianobacterias podrian cosechar el mayor
rendimiento de PHB en 15 dias de cultivo aproximadamente (R. Liu et al., 2022). Por otra parte,
la produccion de fitohormonas AIA solo se evidencia en las cepas de cianobacterias con medio
de lixiviado al 5%. Es importante resaltar que al no encontrar fitohormonas externas en la
primera etapa ni en el medio, pero si, fitohormonas intracelulares, se demuestra la capacidad de
metabolizar estos compuestos. En diversos estudios se ha demostrado que la produccion de
auxinas, donde se encuentran categorizadas las AlA, puede ser mas favorable en medios con
mayor cantidad de nitrégeno y materia organica (Braun & Colla, 2023; Zapata et al., 2021)

Estos resultados permitieron corroborar que, aunque el tratamiento funciona
adecuadamente como proceso de remocion de contaminantes, con resultados tolerados por las
microalgas, las altas tasas de remocion presentaron una limitacion de nutrientes como medio de
cultivo ideal, por este motivo, el efluente de este tratamiento no fue implementado en las
siguientes fases del proyecto y se propone como alternativa en futuras investigaciones del
laboratorio INNOValgae, donde una vez evaluado a profundidad los resultados del tipo de
tratamiento a una escala mayor, sea utilizado como agua de dilucién para minimizar los impactos

del uso de agua fresca en la dilucién del lixiviado.
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9.3 Disefio de Experimentos con Variables de Crecimiento para la Produccion de
Lipidos, Carbohidratos, Fitohormonas AIAy PHB
9.3.1 Disefio de Experimentos: Analisis Estadistico
Mediante el software Design-Expert se plantearon 28 experimentos contenidos en 5
bloques (Tabla 9). Teniendo en cuenta los resultados anteriores se decidid utilizar lixiviado al
5% como medio de cultivo.
Tabla 9

Disefio de experimentos mediante el software Design- Expert

Bloque # A: Ciclo de Luz B: LED C:Cepa
h de luz Longitud de Onda
1 10 Rojo:Azul 3:1 UFPS_04
2 16.37 Blanca UFPS_17
3 10 Rojo:Azul 3:1 UFPS_04
4 24 Rojo:Azul 3:1 UFPS_08
Bloque 1 5 16.37 Blanca UFPS_17
6 10 Blanca UFPS_08
7 24 Blanca UFPS 04
8 24 Blanca UFPS_04
9 24 Rojo:Azul 3:1 UFPS_08
10 184 Rojo:Azul 3:1 UFPS_08
11 18.4 Blanca UFPS_04
Bloque 2 12 10 Blanca UFPS_16
13 24 Rojo:Azul 3:1 UFPS_16
14 10 Rojo:Azul 3:1 UFPS_17
15 10 Blanca UFPS_17
16 20.99 Rojo:Azul 3:1 UFPS 17
Bloque 3 17 15.39 Blanca UFPS_08
18 13.01 Rojo:Azul 3:1 UFPS_16
19 20.99 Rojo:Azul 3:1 UFPS 17
20 17.56 Blanca UFPS_16
21 20.92 Blanca UFPS 08
Bloque 4 22 20.99 Rol:o:AzuI 3:1 UFPS_04
23 13.01 Rojo:Azul 3:1 UFPS_08
24 12.87 Blanca UFPS 04
25 18.4 Rojo:Azul 3:1 UFPS_16
Bloque 5 26 24 Blanca UFPS_17
27 24 Blanca UFPS_16
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28 15.53 Rojo:Azul 3:1 UFPS_04

Tener en cuenta parametros como la longitud de onda de luz y el ciclo de luz es de gran
importancia, pues se ha demostrado que existe un efecto de la longitud de onda en el crecimiento
de las microalgas y la produccion de metabolitos, sin embargo, este efecto es especifico de cada
especie debido a las caracteristicas metabodlicas y estructurales de cada una (Juneja et al., 2013),
llegando hasta el punto de que la longitud de onda (blanca, roja y azul) sea utilizada como un
factor clave para el aislamiento de cepas (Izadpanah et al., 2018). Asi mismo, se ha demostrado
que ciclos de luz con mayor exposicion a la luz promueven el crecimiento de las microalgas y la
produccion de metabolitos especificamente de carbohidratos (Beigbeder & Lavoie, 2022) y
lipidos (Leong et al., 2022). Finalmente, es importante tener en cuenta que encontrar una relacion
Optima entre el tipo de luz y el ciclo de luz en cultivos mixtos promueve no solo el crecimiento
de las microalgas, sino también la remocion de compuestos (H. Wang et al., 2023). Por esta
razon se plantea la importancia de evaluar estas variables con diferentes cepas.
9.3.1.1 Variable de respuesta: Biomasa.

Tabla 10

Analisis estadistico ANOVA para modelo significativo: Biomasa

Source Sumof Squares df Mean Square F-value p-value
Block 0.2431 4 0.0608
Model 0.0000 0
Residual 0.2745 23 0.0119
Lack of Fit 0.2429 18 0.0135 2.14 0.2050 not significant
Pure Error 0.0316 5 0.0063
Cor Total 0.5176 27

Los resultados obtenidos demostraron que los factores evaluados no son significativos en
la concentracion de biomasa. Esto demuestra la capacidad de las 4 cepas evaluadas de crecer
bajo diferentes condiciones luminicas sin alterar de forma significativa la concentracion final de

la biomasa. Aunque se ha evidenciado que en algunos casos las condiciones luminicas influyen
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para promover o inhibir el crecimiento de las microalgas y cianobacterias, es importante resaltar
que los resultados obtenidos son probables, puesto que, esa alteracion puede presentarse en
condiciones luminicas diferentes a las evaluadas, como tiempos de exposicion luminica menores
a 10 h o variaciones en la intensidad de la luz.

9.3.1.2 Variable de respuesta: Carbohidratos.

Tabla 11

Andlisis estadistico ANOVA para modelo cuadratico: Carbohidratos

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Block 1.20 4 0.3011
Model 4.57 13 0.3512 2430 <0.0001 significant
A-Photoperiod 1.45 1 1.45 100.54 < 0.0001
B-LED 0.2620 1 0.2620 18.13 0.0017
C-Strain 1.27 3 0.4249 29.40 <0.0001
AB 0.1270 1 0.1270 8.79 0.0142
AC 1.02 3 0.3384 2341 <0.0001
BC 0.5628 3 0.1876 12.98 0.0009
A? 0.1957 1 0.1957 13.54 0.0042
Residual 0.1445 10 0.0145
Lack of Fit 0.0390 5 0.0078 0.3698 0.8505  not significant
Pure Error 0.1055 5 0.0211
Cor Total 5.91 27

La tabla 11 muestra que el valor F del modelo es significativo, este valor es comparado
por el software con los valores criticos, en donde el valor F debe ser mayor para que el modelo
sea significativo. Los valores p inferiores a 0.0500 indican que los términos del modelo son
significativos, en este caso cada una de las variables (A, B, C) y sus interacciones (AB, AC, BC,
A?) son significativas. El R? es de 0.9693, donde el R? previsto es de 0.7924, el cual esta
razonablemente de acuerdo con el R? ajustado que es de 0.9294, es decir, la diferencia es inferior
a 0.2. Esto va de la mano a diversos estudios que han demostrado que los efectos de la longitud
de onda de la luz pueden ser tan importantes como la intensidad y la duracién de la luz (Wicker

et al., 2022) (A Hernandez-Garcia et al., 2019)
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9.3.1.3 Variable de respuesta: Lipidos.
Tabla 12

Analisis estadistico ANOVA para modelo lineal: Lipidos

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Block 111.89 4 27.97
Model 133.09 5 26.62 17.29 <0.0001  significant
A-Photoperiod 0.4327 1 0.4327 0.2811  0.6025
B-LED 12.70 1 12.70 8.25 0.0101
C-Strain 114.41 3 38.14 24.77 < 0.0001
Residual 27.71 18 1.54
Lack of Fit 18.67 13 1.44 0.7946  0.6614  not significant
Pure Error 9.04 5 1.81
Cor Total 272.69 27

La tabla 12 muestra el analisis estadistico para el modelo de lipidos, en el cual el valor F
de 17.29 implica un modelo significativo. Las variables B (Tipo de Luz) y C (Cepa) son términos
significativos en el contenido de lipidos, por otra parte, el fotoperiodo no parece influir en la
obtencion de estos. EI R? es de 0.8277, donde el R? previsto es de 0.5901, el cual estd
razonablemente de acuerdo con el R? ajustado de 0.7798, es decir, la diferencia es menor que
0.2. Un estudio realizado por W. Chang et al. (2022) demostro la incidencia del tipo de luz en la
produccion de lipidos, en donde obtuvieron un contenido del 28.34% bajo irradiacion con luz
roja, sin embargo, es importante resaltar que los medios de cultivo utilizados eran estandar y
optimizados con fitohormonas AlA.
9.3.1.4 Variable de respuesta: Fitohormonas AlA.

Tabla 13

Analisis estadistico ANOVA para modelo cuadratico: AIA

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Block 3.29 4 0.8236
Model 27.94 13 2.15 28.43 <0.0001  significant
A-Photoperiod 5.55 1 5.55 73.49 <0.0001
B-LED 0.2103 1 0.2103 2.78 0.1262
C-Strain 14.28 3 4.76 62.99 <0.0001
AB 1.53 1 1.53 20.18 0.0012




TRANSFORMACION DE LIXIVIADOS MEDIANTE EL USO DE MICROALGAS 53

AC 1.73 3 0.5780 7.65 0.0060
BC 3.39 3 1.13 14.94 0.0005
A2 3.64 1 3.64 48.21 < 0.0001
Residual 0.7559 10 0.0756
Lack of Fit 0.1393 5 0.0279 0.2259  0.9359 not significant
Pure Error 0.6166 5 0.1233
Cor Total 31.99 27

La tabla 13 muestra el analisis estadistico para el modelo de fitohormonas AlA, en el cual
el valor F de 28.43 indica un modelo significativo. Las variables A (fotoperiodo) y C (Cepa) son
significativas al evaluar el contenido de lipidos, al igual que las interacciones (AB, AC, BC, A?).
El R? es de 0.9737, donde el R? previsto es de 0.8237, el cual, esta razonablemente acorde con el
R? ajustado que es de 0.9394. Son limitados los estudios que relacionan el contenido de
bioestimulantes de las microalgas en cultivos con aguas residuales (Braun & Colla, 2023) y aln
mas, aquellos relacionados con mejorar las condiciones de cultivo para evaluar el contenido de la
fitohormona AIA, por lo cual, se establece la importancia de los resultados encontrados, ya que
son una alternativa sostenible para mejorar los sistemas de cultivo de plantas y son insumo para
futuras investigaciones. Por otra parte, en estudios realizados con Spirulina platensis cultivada en
agua residual de productos lacteos, se demostrd que en cultivos con intensidades de 82
pumol/m?.s y 42 pmol/m?s, las bajas intensidades de luz estimulan el contenido de la
fitohormona AIA (Zapata et al., 2021), lo que resalta la importancia de tener en cuenta la
intensidad de luz como factor adicional.
9.3.1.5 Variable de respuesta: PHB.

Tabla 14

Analisis estadistico ANOVA para modelo lineal: PHB

Source Sum of Squares df Mean Square F-value p-value
Block 21050 4 52.62
Model 34780 5 69.56 318.50 <0.0001 significant
A-Photoperiod 0.1287 1 0.1287 0.5891 0.4527
B-LED 0.0355 1 0.0355 0.1625  0.6917
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C-Strain 343.14 3 114.38 523.71 < 0.0001

Residual 3.93 18 0.2184

Lack of Fit 3.70 13 0.2846 6.15 0.0280 significant
Pure Error 0.2313 5 0.0463

Cor Total 562.23 27

La tabla 14 muestra el andlisis estadistico para el modelo de PHB, en el cual el valor F de
318.50 indica que el modelo es significativo. La variable C (Cepa) es la Unica significativa en
este estudio al evaluar el contenido de PHB. El R? es de 0.9888, donde el R? previsto es de
0.9713, el cual, esta razonablemente acorde con el R? ajustado que es de 0.9857. Esto puede
atribuirse directamente a la capacidad de cada cepa de metabolizar y acumular este bioproducto.
Asi mismo, al no encontrar influencia directa del tipo de luz y el ciclo de luz, se determina que
existe una mayor incidencia de otros factores como el contenido de nutrientes evaluado desde las
combinaciones de carbono, nitratos y fosfatos, como lo reportado por Samadhiya et al. (2022)
quienes evaluaron los efectos del nitrato, fosfato y fuentes de carbono (glucosa, fructosa,
glicerol, entre otros) en tres especies, demostrando que la correlacion de estos nutrientes presenta
efectos significativos en la produccién de PHB.

Por otra parte, en la literatura se han reportado resultados diferentes, donde se demostro
que la luz de espectro completo genera fotoinhibicion, bajo rendimiento de biomasa y promueve
mayor contenido de PHB; sin embargo, estos resultados se puede atribuir a la interaccion de
otras variables como el tipo de agua residual (Acuicultura), la relacion de nutrientes, asi como la
variacion de la intensidad de luz de 130 — 500 pmol/m?-s, (Wicker et al., 2022).
9.3.1.6 Funcidn de deseabilidad para sugerir condiciones mejoradas de cultivo para cada

metabolito.

Una vez evaluados los resultados del analisis estadistico, se obtuvo las condiciones

ideales, predichas estadisticamente mediante graficos de funcién de deseabilidad sugeridas por el
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software Design Expert (Figuras 14, 15, 16 y 17), para mejorar el contenido de cada metabolito
teniendo en cuenta los 3 parametros ciclo de luz, tipo de luz y cepa.

Figura 14

Gréfico de funcion de deseabilidad sugerido por el software Design-Expert para carbohidratos
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Figura 15

Gréfico de funcion de deseabilidad sugerido por el software Design-Expert para lipidos

Figura 16

Gréfico de funcion de deseabilidad sugerido por el software Design-Expert para AlA
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Figura 17

Gréfico de funcion de deseabilidad sugerido por el software Design-Expert para PHB
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Tabla 15
Condiciones ideales para mejorar el contenido de metabolitos
Variables Ciclo de Tipo de luz Cepa % plp
Luz P P esperado
Carbohidratos 23.54 Blanca UFPS 08 69.3
Lipidos 24 Blanca UFPS_16 122
Fitohormonas 23.82 Roja:Azul UFPS_17 3.7
PHB 10 Blanca UFPS_08 20.3

Se puede observar en la tabla 15 el resumen de las condiciones establecidas por la

funcién de deseabilidad y la variacion en los pardmetros requeridos para cada variable de

respuesta con el fin de promover su contenido, demostrando la necesidad de un proceso propio.

Esto reafirmo el hecho de que, los efectos que generan pardmetros como el tipo de luz y el ciclo

de luz son especificos para cada especie y que es necesario tener en cuenta las caracteristicas
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metabdlicas de cada una (Juneja et al., 2013), con el fin de brindar procesos adecuados que
mejoren los resultados y permitan una mayor sostenibilidad del sistema (Pinpatthanapong et al.,
2022).
9.3.2 Evaluacion de cultivos en reactores de 20 L a la mejor condicion de cultivo

La tabla 16 muestra los resultados en la remocion de fosfatos y nitratos en los cultivos en
reactores de 30L con un volumen util de 20L y condiciones mejoradas. Donde en RL, RC, RF y
RP se evaltan las variables de lipidos, carbohidratos, fitohormona AIA y PHB respectivamente.
Tabla 16

Analisis fisicoquimico de los reactores con condiciones modificadas

Medio RL RC RF RP
mepoer /) 65 - 0 o >
(m::'g:_‘: " 33.23 28.78 12.96 68.13 14.18

(m';%?m 251.2 280 560 219 630.4
DBO, 155.7 176.41 347 138.0 390

Las remociones de fosfatos fueron de 82.0%, 78.7%, 79.3% y 75.6% para RL, RC, RF y
RP respectivamente y de nitratos de 13.4%, 61.0% y 57.3% RL, RC y RP respectivamente. En
otros estudios reportados en literatura con cultivos sin condiciones mejoradas, pero con lixiviado
pretratado con NaCLO vy diluido al 10%, se obtuvieron remociones de DQO, Nitrogeno
amoniacal, TN y TP de 81.0%, 80.1%, 72.1% y 86.0% respectivamente (D. Hu et al., 2021) y en
resultados encontrados con lixiviado al 10% con cultivo mixto de microalgas, se obtuvieron
remociones del 76.26%,75.48, 7458 y 73.52% para DQO, DBO, nitrato y nitrito
respectivamente (Emalya et al., 2023). En ambos casos, se presentaron tasas de remocion

mayores a las encontradas en el presente estudio.
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9.3.2.1 Lipidos

La figura 18 muestra los resultados obtenidos para el reactor donde se evalu6 el contenido de
lipidos dados en concentracion de biomasa, % de lipidos, productividad de biomasa y lipidos.
Figura 18

Resultados lipidos en reactor de 20 L (Cepa 16, Luz blanca, 24 h Luz)
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Nota: (a) Concentracion de biomasa, (b) contenido de lipidos y (c) comparativo de resultados

esperados y observados.

Los resultados arrojaron la mayor concentracion de biomasa al dia 9 con 1.331+ 0.15 g/L,
para después tener una caida y encontrar estabilidad a partir del dia 12. El contenido maximo de

lipidos se da al dia 12 con un valor de 14.4 + 0.2 % p/p. Al comparar los resultados esperados
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con los obtenidos a 0.3L y 20L (Figura 18.c) no se evidenci6 una diferencia significativa, lo que
es positivo pues sugiere que no hay una perdida relevante del contenido de lipidos al momento
de aumentar el volumen. Otros estudios han demostrado contenidos de hasta el 29.90% en
lixiviado pretratado y diluido al 10% a los 10 dias de cultivo, sin embargo, estos resultados son
atribuidos al rapido consumo de fésforo en un cultivo mixto de microalgas (D. Hu et al., 2021) y
del 27.60% de lipidos en lixiviados diluidos al 10% con agua reciclada por 20 dias en co-cultivos
de microalgas (Tang et al., 2023). Esto demuestra que una forma de lograr contenidos mayores
de lipidos podria ser el uso de cultivos mixtos de microalgas, puesto que, puede aumentar hasta
un 50% los resultados comparados con monocultivos (R. Liu et al., 2022).

Estudios realizados con Scenedesmus sp. en lixiviado tratado con lagunas de oxidacion en
dilucion al 80% arrojaron productividad de biomasa y lipidos de 241 mg/L-d y 36 mg/L-d
respectivamente (de Souza et al., 2021). En sistemas de escala de 10L con luminosidad continua
de 76 pmol/m?s y lixiviado pretratado diluido al 10% (v/v) en cultivos de microalgas y
bacterias, se encontraron contenidos de 13.75+2.49 % p/p de lipidos con una productividad
promedio de 34.35+8.26 mg/L-d para el lote 1 y 21.47+2.35 % p/p con una productividad
promedio de 126.59+9.57 mg/L-d para el lote 2, diferencia que es atribuida al contenido de
carbono disponible para la biosintesis de metabolitos (Tighiri & Erkurt, 2019)

No obstante, obtener valores mayores a los esperados con las condiciones de cultivo
mejoradas, demuestra la viabilidad de este proceso para integrarlo dentro de la cadena de
economia circular, utilizando compuestos presentes en los lixiviados y transforméandolos en
lipidos, que podrian utilizarse en la generacion de combustibles renovables, lo que seria una
alternativa sostenible, pues esta extraccion representa alrededor del 30% del costo de la

produccion de biodiesel (Diaz et al., 2022; Vinod Kumar et al., 2019).
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9.3.2.2 Carbohidratos

La figura 19 muestra los resultados obtenidos para el reactor donde se evalud el
contenido de carbohidratos dados en concentracion de biomasa, % de carbohidratos,
productividad de biomasa y carbohidratos.
Figura 19

Resultados de carbohidratos en reactor de 20 L (Cepa 08, Luz blanca, 23.32 h Luz)
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resultados esperados y observados.

La curva de crecimiento muestra estabilidad desde el dia 9, teniendo al dia 15 un pico con

la mayor concentracion de biomasa, 0.452 + 0.02 g/L, tiempo bajo el cual se obtiene el mayor
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contenido de carbohidratos con un 65 £ 1.7 % p/p. Al comparar los resultados esperados con los
obtenidos a 20L (Figura 19.c) no se evidencié una diferencia significativa, lo que es positivo
pues sugiere que no hay una perdida relevante del contenido de carbohidratos al momento de
aumentar el volumen, no obstante, se evidencié una diferencia significativa reducida entre el
valor esperado y el observado a 0.3L. Resultados de un disefio de experimentos con diferentes
ciclos de luz: oscuridad (4 h: 20 h, 12 h: 12 h y 20 h: 4 h) y concentraciones de CO2 (0.04%,
2.5%, 5.0% y 10%) para promover el contenido de carbohidratos en medio estandar, demostro
que a ciclos de 20 h: 4 h y concentracion de CO de 5.0% se obtuvo 44.2% de contenido de
carbohidratos con Parachlorella kessleri, productividad de biomasa de 104 mg/L-s y tasa de
crecimiento especifico de 0.58 1/d (Beigbeder & Lavoie, 2022). En otro estudio en el cual se
evaluaron tiempos de retencién (TRH) con lixiviado al 20%, se encontraron concentraciones de
hasta 19.7 % de carbohidratos en un TRH igual a 10 dias (Paiva et al., 2021).

En sistemas de escala de 10L con luminosidad continua de 76 pmol m2s? y lixiviado
pretratado diluido al 10% (v/v) en consorcios de microalgas y bacterias, se encontraron
contenidos de 21.47+1.49 % p/p de carbohidratos con una productividad promedio de
67.05+8.57 mg/L-d para el lote 1 y 32.28+1.18 % p/p con una productividad promedio de
190.25+8.18 mg/L-d para el lote 2, diferencia que es atribuida al contenido de carbono disponible
para la biosintesis de metabolitos (Tighiri & Erkurt, 2019). En estudios en los cuales se utilizd
Oscillatoria sp en cultivos con diferentes concentraciones de lixiviado nitrificado, se obtuvieron
productividades de biomasa de 0.11 g/L-dy de carbohidratos de 2.92 g/L-d (Nordin et al., 2017).
Los resultados obtenidos, junto con los reportados en los diferentes estudios tanto para lipidos
como para carbohidratos, demuestran variabilidad dependiendo de las condiciones iniciales a las

que esté expuesto el sistema, esto se atribuye no solo a la influencia de factores operativos como
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el ciclo de luz y la intensidad de luz sino también a la influencia de las condiciones de los
nutrientes como el fésforo, nitrégeno y carbono del medio junto con el periodo de crecimiento
(A Hernandez-Garcia et al., 2019), razén por la cual, es importante evaluar a futuro otros
factores de influencia en el mejoramiento de cultivos a mayor escala.
9.3.2.3 Fitohormonas AIA

La figura 20 muestra los resultados obtenidos para el reactor donde se evalud el
contenido de AIA, la concentracién de biomasa y la productividad de biomasa y AlA.
Figura 20

Resultados AlIA en reactor de 20 L (Cepa 17, Luz Roja:Azul, 23.49 h Luz)
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La curva presenta el pico con mayor concentracién de biomasa el dia 6 con 0.147 + 0.005
g/L, para después tener un comportamiento decreciente hasta encontrar la fase estacionaria a
partir del dia 9. EI mayor contenido de fitohormonas se presenta al dia 15 con 3.5% p/p. Al
comparar los resultados esperados con los obtenidos a 0.3L y 20L (Figura 20.c) no se evidencio
una diferencia significativa, lo que es positivo pues sugiere que no hay una perdida relevante del
contenido de AIA al momento de aumentar el volumen. Se presentan resultados positivos en
contenidos de fitohormonas, pues en la literatura no relacionan estudios con lixiviados como
medio de cultivo, lo que resalta la relevancia de este estudio, teniendo en cuenta que el uso de
bioestimulantes formulados a partir de microalgas ha demostrado un aumento en el rendimiento
de los cultivos, funcionando como una alternativa a los procesos fisicos y quimicos para
disminuir la presencia de compuestos nocivos (Diaz et al., 2022).
9.3.24 PHB

La figura 21 muestra los resultados obtenidos para el reactor donde se evaluo el
contenido de PHB dados en concentracion de biomasa, % de PHB, productividad de biomasa y

PHB.
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Figura 21

Resultados PHB en reactor de 20 L(Cepa 08, Luz blanca, 10 h Luz)
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La curva de crecimiento muestra un comportamiento creciente hasta el dia 15, siendo ese
dia el que presenta mayor concentracion de biomasa con 0.402 + 0.01 g/L y mayor contenido de
PHB con 19.7 + 0.4 % p/p. Al comparar los resultados esperados con los obtenidos a 0.3L y 20L
(Figura 21.c) no se evidenci6 una diferencia significativa, lo que es positivo pues sugiere que no

hay una perdida relevante del contenido de PHB al momento de aumentar el volumen. En la
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literatura no se relacionan estudios de evaluacion de contenidos de PHB con lixiviados como
medio de cultivo, lo que resalta la relevancia de este estudio. La implementacion de una fuente
de carbono adicional se plantea como estrategia para promover la biosintesis de PHB en las
cianobacterias, dentro de las opciones que promueven la acumulacién de polimeros se encuentra
el CO2y el glicerol, este ultimo no solo por su contenido de carbono sino por el contenido de
acidos grasos volatiles y otros nutrientes (Cardefia et al., 2017; Patel et al., 2021; Samadhiya et
al., 2022), donde estos acidos grasos volatiles, también han demostrado ser un aliado en el
crecimiento de diversas especies para la produccion de lipidos y la generacion de biodiésel (Fei
et al., 2015; Kim et al., 2023; Patel et al., 2022). Todo esto pudiendo disminuir los costos en la
produccion de metabolitos (R. Liu et al., 2022)

La tabla 17 muestra el comparativo entre los contenidos de metabolitos al dia 15 de
cultivo, en donde se plasma el % esperado segun el andlisis estadistico, el % obtenido a escala de
0.3 Ly el % obtenido a escala de 20L.

Tabla 17

comparativo en diferentes volumenes a condiciones mejoradas

Reactor Variables %, esperado % real aescala % real a escala
segun software de0.3L de20 L
RL Lipidos 12.2 114 +0.7 142+0.2
RC Carbohidratos 69.3 59.7+£29 65+1.7
RA AlA 3.7 3.1+0.3 3.5+00
RP PHB 20.3 19.8+0.2 19.7+04

Al analizar los resultados obtenidos se aprecia que los contenidos de metabolitos tanto
para los experimentos realizados a escala de 0.3 L como los realizados en volumen de 20 L
estuvieron cercanos al valor esperado, a excepcion de los lipidos para 20 L que arrojaron un
valor superior al esperado. Asi mismo, al momento de comparar los resultados obtenidos en las

dos etapas experimentales, se observa que los reactores de 20 L tuvieron mejor contenido de
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carbohidratos y lipidos. Estos resultados son atribuidos al disefio del reactor de 30L, pues cuenta
con un disefio especifico para cultivos de microalgas, lo que garantiza un medio mezclado
uniformemente, evitando zonas muertas y permitiendo la incidencia luminica en todo el cultivo.
Asi mismo, la intensidad luminica utilizada es mayor comparada con los experimentos a 300 mL,
alcanzando los 100 pmol/m?st, con el fin de garantizar la incidencia de la luz en la masa de
cultivo. Siendo éste un factor importante en la produccién de lipidos y carbohidratos en cultivos
con lixiviado, debido a la coloracion del medio (A Hernandez-Garcia et al., 2019). Mustafa et al.
(2012) demostraron una concentracion entre 2.0 — 5.54 g/L de biomasa en estanques de 40 L con
lixiviado previamente tratado con aireacion mecanica, pudiendo utilizarse en una dilucion que
contenia hasta el 50% de lixiviado tratado con TRH de 50 dias en cultivos mixtos de 5 cepas de
microalgas, no obstante, TRH altos significaria alta demanda de area, lo que implicaria
inconvenientes a gran escala. Esto demuestra que, aunque a la fecha son limitados los estudios a
escalas superiores a los 10 L, se encuentran resultados viables en la obtenciéon de biomasa y
metabolitos, sin embargo, al ser un campo relativamente nuevo y en auge de exploracion, se
requiere evaluar mas condiciones que permitan que sea posible llevarlo a cabo a gran escala,
reduciendo costos operativos y ambientales, que lo hagan sostenible a largo plazo. De Souza et
al. (2021) plantea que después de un estudio inicial, los enfoques en optimizacion de condiciones
deben centrarse en mejorar la tolerancia de las especies para maximizar el uso de
concentraciones mayores de lixiviado, lo que puede lograrse adaptando gradualmente la cepa,
permitiendo una opcion sostenible para la economia y eficiencia de los rellenos sanitarios. Es por
esto, que los resultados obtenidos en este estudio son un insumo valioso para el desarrollo de
tecnologias sostenibles acopladas entre microalgas/cianobacterias y lixiviados de rellenos

sanitarios, para transformar este residuo en productos de interés industrial que mitiguen los
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impactos ambientales y econdmicos de las tecnologias actuales. Asi mismo, evaluar el contenido
de AIA y PHB fue de vital importancia puesto que las investigaciones a la fecha son muy
reducidas, asi como evaluar la incidencia de las condiciones luminicas. Aunque aun existen otros
factores que pueden evaluarse para acercarse a las condiciones ideales de cultivo, este proyecto
es pionero a nivel nacional, no solo en la evaluacién de condiciones operacionales que
promuevan los contenidos de metabolitos sino también en la evaluacion de esas condiciones a
una escala piloto.
10 Conclusiones

Al realizar un comparativo entre los contenidos de nitratos y fosfatos presentes entre el
medio con lixiviado al 5% y los medios estandar, se identifico la existencia de limitacion en los
contenidos de estos nutrientes disponibles para las microalgas y cianobacterias, pudiendo ser un
factor limitante para el crecimiento, pero también una oportunidad de establecer condiciones de
estrés que permitan mejorar los contenidos de bioproductos en las especies con potencial para su
aprovechamiento industrial.

Se evalud la concentracién de biomasa y el contenido de lipidos, carbohidratos,
fitohormonas AIA y PHB en 16 cepas cultivadas en lixiviado diluido al 5%. En esta etapa no se
encontrd contenido de AIA ni PHB. De las cepas evaluadas se seleccionaron 4 con los mejores
contenidos de lipidos, carbohidratos y concentracion de biomasa. Siendo las cepas UFPS 04 y
UFPS 08 del género Oscillatoria y las cepas UFPS 16 y UFPS 17 del género Chlorella,
demostrando la capacidad que tienen las cepas del laboratorio INNOValgae para adaptarse al
crecimiento en lixiviado.

Al evaluarse las condiciones ideales del tratamiento del lixiviado como medio de cultivo

para las microalgas y cianobacterias, se identificaron remociones del 99.2%, 98.8%, 80.5%,
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81.1% y 81.6 % de POs4, NO3z, DQO, DBO y TOC, lo que como tratamiento lo cataloga en un
sistema adecuado. No obstante, al evaluarse y compararse los resultados del crecimiento de las 4
cepas seleccionadas con los cultivos realizados con lixiviado al 5% y 10%, no sobresalié en la
produccion de los metabolitos evaluados (Carbohidratos, lipidos, AIA y PHB), siendo el
lixiviado al 5% el que obtuvo mejores resultados. Los resultados obtenidos permiten identificar
este tratamiento como una opcion viable en la remocidn de contaminantes y postular la futura
implementacion de estas aguas tratadas enriquecidas con lixiviado crudo para la transformacion
de los lixiviados en biomasa rica en subproductos y el reintegro de los lixiviados en la cadena
productiva, con el fin de mitigar los impactos de utilizar agua fresca para dilucién.

El disefio de experimentos desarrollado donde se evalu6 el tipo de luz, ciclo de luz y la
cepa, arrojé en general un modelo significativo para las variables de lipidos, carbohidratos, AIA
y PHB y permiti¢ identificar condiciones de cultivo que promueven la produccion de metabolitos
de interés comercial. Por otra parte, la concentracion de biomasa no se vio afectada por las
variables estudiadas, lo que es positivo, pues demuestra la capacidad de las cuatro cepas
seleccionadas para crecer en lixiviado al 5% sin que haya influencia de las variables luminicas
(Tipo de luz y ciclo de luz).

Al evaluar las condiciones mejoradas en cultivos a escala piloto de 20 L, se identificaron
buenos resultados al compararlos con los esperados y con los obtenidos a 0.3 L, especialmente
para el contenido de lipidos, el cual fue mayor al esperado, demostrando que evaluar condiciones
y mejorarlas permite sistemas estables en escalas piloto. Asi mismo, los resultados encontrados
son valiosos, pues es el primer sistema evaluado a escala piloto en Colombia donde se identificd

el contenido de AlA 'y PHB.
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Finalmente, este estudio demostré ser un proceso innovador a nivel nacional y un
referente importante a nivel global, siendo insumo para la evaluacion de diversos sistemas
acoplados de microalgas/cianobacterias y lixiviados de relleno sanitario, promoviendo la
transformacion sostenible de los lixiviados en productos Gtiles en la industria, permitiendo

reintegrar estos residuos a la cadena productiva.
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