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RESUMEN

Este trabajo se ha llevado a cabo dentro de la linea de investigacién aplicada “Tratamiento de Aguas
Residuales de la Industria Oleicola y Biotecnologia de Microalgas" del Centro de Estudios Avanzados en
Olivar y Aceites de Oliva, y en el Departamento de Ingenieria Quimica, Ambiental y de los Materiales, de la
Universidad de Jaén. En esta Tesis de Doctoral, se ha estudiado el posible aprovechamiento de los
efluentes liquidos procedentes de las almazaras (aguas residuales generadas en el procesos de
elaboracién de aceites de oliva por centrifugacién con decanter de dos salidas) y las depuradoras de aguas
residuales urbanas (aguas residuales procedentes de tratamiento secundario) en la produccidon de
biomasa de la microalga Chlorella pyrenoidosa y que la biomasa generada en este bioproceso pueda tener
una aplicacién directa en la generacién de compuestos energéticos. Ademas, la posibilidad de tratar estas
aguas residuales y reducir la concentracién de diéxido de carbono atmosférico a través de su uso para el

crecimiento de microalgas.

Durante el desarrollo de la parte experimental de esta Tesis, se han determinado los parametros
fisicoquimicos de las aguas residuales, tales como pH, conductividad eléctrica, turbidez, oxigeno disuelto,
solidos totales, materia organica volatil, cenizas, materia grasa, compuestos fendlicos totales, DBOs, DQO,

nitrégeno total, nitritos, nitratos, amonio, fosfatos, sulfatos, cobre, cloruros y magnesio.

En los cultivos de microalgas, se ha operado con el medio mineral sintético de Rodriguez-Ldopez y con
aguas residuales reales. En los cultivos con aguas residuales reales, se han elaborado medios de cultivos a
base de a) aguas de lavado de aceitunas, b) aguas de lavado de aceites y c) aguas de almazaras (a y b)
mezcladas con aguas residuales urbanas procedentes del tratamiento secundario. Se han llevado a cabo
cultivos para estudiar el efecto de suministrar CO; en la aireacién en el rango 1 a 15%. Ademas, se ha

determinado la influencia de la configuracién y el régimen de funcionamiento del fotobiorreactor.

En el transcurso de cada cultivo, se han determinado los siguientes parametros: concentraciones de
biomasa, pigmentos y proteinas, ademas del nimero de células por unidad de volumen. Al final de cada
experimento, se ha separado por centrifugaciéon la biomasa algal del agua final tratada. En la biomasa seca
obtenida, se ha determinado el contenido en lipidos totales y la composiciéon en acidos grasos de la

fraccion lipidica. En cuanto al agua final obtenida, se ha caracterizado para evaluar su calidad.

Con el medio sintético mineral de Rodriguez-Lo6pez, se han llevado a cabo dos series experimentales,
una modificando el nivel de aeracidn y otra la temperatura de operacién, con objeto de determinar el
caudal 6ptimo de aire y la temperatura 6ptima para el crecimiento de las microalgas. Con las aguas
residuales industriales (aguas de lavado de aceitunas y de lavado de aceites) y urbanas (procedentes de
tratamiento secundario), se han llevado a cabo diferentes series experimentales, modificando la
concentracion de agua residual en el medio de cultivo, la concentraciéon de CO; y finalmente la mezcla de
aguas residuales de almazaras y aguas residuales urbanas. En todos los experimentos realizados, se ha
modificado una sola variable por serie, tomando como cultivo de control, el realizado con un pH inicial del
medio de cultivo igual a 8, temperatura de 25°C, concentracion inicial de in6culo 10% (respecto al
volumen final de fotobiorreactor), velocidad especifica de suministro de aire de 1 v/v/min y fotoperiodo

luz-oscuridad 12:12 h.
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En relacion a la cinética del crecimiento, se ha observado que las condiciones de operacion del cultivo
presentan una clara influencia en la velocidad especifica maxima de crecimiento, yum (h1), y en la

productividad de biomasa, Py, (g dm-3h-1), de C. pyrenoidosa.

En relaciéon al medio de cultivo mineral sintético de Rodriguez-Lopez (R-L), cabe destacar que la
variacion de la temperatura sobre um (h'1), se ha ajustado al modelo de Moser (1985), determinando una
temperatura dptima de crecimiento de 26,9°C. Para la velocidad especifica de suministro de aire, los
valores obtenidos de um (h'1), se han ajustado a una ecuacion tipo polinémica, determinando la velocidad
especifica de suministro de aire que origina un valor maximo de Q msx igual a 1,46 v/v/min. En este punto,
se puede indicar que experimentalmente 25°C y la velocidad especifica de suministro de aire 1 v/v/min

son los valores mas favorables para el crecimiento de C. pyrenoidosa con el medio de cultivo de R-L.

Cabe indicar que la concentracién de aguas de lavado de aceitunas del 50% (v/v) en el medio de
cultivo es la que proporcioné un valor mayor de la velocidad especifica maxima de crecimiento (um =
0,036 h-1). Sin embargo, cuando se utilizan aguas de lavado de aceites es una concentracion del 30% (v/v)
la que proporciona el valor mas elevado de pum, 0,028 h-l. Por otra parte, en las distintas series
experimentales realizadas, las aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico, se han mezclado con el
agua producida en almazaras. Especificamente, el valor mas alto de la velocidad especifica maxima de
crecimiento (um = 0,035 h'1), fue con 50% de aguas de lavado de aceitunas mezcladas con 50% de aguas

residuales urbanas.

En relacion a la concentracion de didxido de carbdn, y para ambas tipos de aguas de almazaras, 10% de
CO; (en la fase gas que se introduce en el fotobiorreactor), fue la proporcién mas favorable para el
crecimiento de C. pyrenoidosa. Se han calculado valores mayores de la velocidad especifica maxima de
crecimiento cuando se utilizan 50% (v/v) de aguas de lavado de aceitunas, um = 0,032 h', y 30% (v/v) de
aguas de lavado de aceites, um = 0,033 h'l. También, cuando se utilizan las mejores condiciones
experimentales para el crecimiento de C. pyrenoidosa, (temperatura 25°C, nivel de aeracién 1 v/v/min,
concentracion 50% (v/v) de aguas de lavado de aceitunas, 30% (v/v) de aguas de lavado de aceites y el
resto aguas residuales urbanas de tratamiento secundario, utilizadas como medio de cultivo, y 10% de
di6éxido de carbono en la fase gaseosa que se introduce en el fotobiorreactor), se han determinado valores
de la velocidad especifica maxima de crecimiento y productividad volumétrica en biomasa pm = 0,0322 h't

y Pp=0,00435 g dm-3h-1, muy préximos a los anteriormente indicados.

En relacién con la composiciéon bioquimica de la biomasa, se observa en forma general que en el
transcurso de cada experimento, los valores de las concentraciones de proteinas y pigmentos son

diferentes.

En el medio sintético de Rodriguez-Lépez, se observé la maxima concentracion de biomasa, 1,94 g dm-3
determinada a una temperatura de 20°C y con un nivel de aeracién 1 v/v/min. Por otra parte, las mayores
velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formaciéon de pigmentos y en
proteinas, se han obtenido en la serie realizada para estudiar la influencia de la velocidad especifica de

suministro de aire, concretamente a Q = 1 v/v/min y a temperatura 25°C; asi mismo en estas condiciones

e



RESUMEN

el contenido de lipidos totales fue 48,8% de biomasa seca. Sin embargo, el porcentaje en proteinas crudas,
a nivel de aeracién 1,5 v/v/min fue mas alto, 46,1%. En cuanto a la composicién en acidos grasos, se
observa en general que los porcentajes de poliinsaturados presentaron los mayores valores, 52,0%, a Q=
0,5 v/v/min y a temperatura 25°C. Sin embargo, los porcentajes de los acidos grasos saturados mas
elevados se determinaron a Q =1 v/v/min y a temperatura 15°C. La composicién elemental de la biomasa
recolectada en todos los experimentos presenté el mayor contenido de nitrégeno 7,38%, a temperatura
25°Cy un nivel de aeracién de 1,5 v/v/min, mientras que la relacién C/N mas elevada, 13,7%, se obtuvo a

temperatura de 15°C y nivel de aeracién de 1 v/v/min.

Por otra parte, cuando se modifica la proporcién de aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de
aceites y aguas residuales urbanas de tratamiento secundario en el medio de cultivo, y la concentracién de
CO; en la fase gas de entrada al fotobiorreactor, se ha observado una variacién significativa en la

composicién bioquimica de la biomasa formada al final del cultivos.

El valor de la concentracién de biomasa mas elevada, 1,60 g dm3, fue en el cultivo de 30% de aguas de
lavado de aceites y 10% de CO.. Por otra parte, las mayores velocidades especificas maximas en formacion
de pigmentos se alcanzaron en el medio con 100% de aguas de lavado de aceitunas, mientras la mayor
velocidad especifica maxima en formacién de proteina se obtuvo en el cultivo de 50% de aguas de lavado
de aceitunas mezcladas con aguas residuales urbanas de tratamiento secundario. Sin embargo, cuando se
utilizan aguas de lavado de aceites en una concentracion del 30% y el resto aguas residuales urbanas de

tratamiento secundario, se alcanza el valor mas elevado en proteinas crudas, 46,6%.

En relacién con el contenido de lipidos totales, cabe resaltar que el contenido en lipidos aumenta con el
incremento de la proporciéon de los dos tipos aguas de almazaras y con el de agua residual urbana
procedente del tratamiento secundario en el medio de cultivo. El porcentaje mas elevado de lipidos totales
en todos los cultivos fue, 50,0%, en la biomasa obtenida en el cultivo realizado usando aguas de lavado de
aceites al 100%. En todos los cultivos, el perfil de acidos grasos de la fraccién lipidica de la biomasa
mostré mayor porcentaje en acidos grasos poliinsaturados, especialmente, se alcanza el valor mas alto,
47,1%, en el cultivo que contenia aguas de lavado de aceites al 30%. Cabe indicar que los porcentajes mas
elevados de los acidos grasos saturados se alcanzan en los cultivos con concentraciones de 5% de ambos

tipos de aguas residuales.

Ademas, cabe sefialar que en la composicién elemental de la biomasa recolectada en todos los
experimentos, el mayor contenido de nitrégeno detectado fue 7,46%, en el cultivo con 30% de aguas de
lavado de aceites mezcladas con aguas residuales urbanas de tratamiento secundario. Para la relacion
C/N, en general, se ha observado que esta aumenta cuando se utiliza diéxido de carbono, determinandose

el valor mas alto, 12,8, en cultivos que contenian 30% de aguas de lavado de aceites y 15% de CO..

Las condiciones de operacién mas favorables para la produccién de biomasa de microalgas, se han
fijado considerando los valores mas elevados de la velocidad especifica maxima de crecimiento y
productividad, junto con una composicién equilibrada de la biomasa en pigmentos, proteinas y acidos

grasos. Estos objetivos se cumplen en el cultivo realizado con un 50% de aguas de lavado de aceitunas,
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30% de aguas de lavado de aceites mezcladas con aguas residuales urbanas de tratamiento secundario y

10% de diéxido de carbono.

Finalmente, y como otro objetivo en esta Tesis de Doctorado, se ha determinado el porcentaje de
reduccién de los pardmetros fisicoquimicos en el agua tratada y obtenida después del bioproceso. En
general, se observé que la microalga C. pyrenoidosa, tenia capacidad para el tratamiento de las aguas
residuales de almazaras y las aguas residuales urbanas. En todos los cultivos, se ha obtenido una
reduccién en todos los parametros, y por otra parte se produjo una fuerte generaciéon de oxigeno
molecular. En las condiciones mas favorables para el crecimiento de C. pyrenoidosa, el porcentaje en la
reduccién de contaminantes después del bioproceso fue: en DQO, 89,0%, en nitrégeno total 97,2% y en
compuesto de fendlico 90,1%. Sin embargo, se observé una reduccidén en el contenido de fosfato de sélo el
64,3%, y este porcentaje de disminucién es menor que el obtenido en los cultivos sin mezclar aguas de
almazaras con aguas residuales urbanas. Por otra parte, la generaciéon de oxigeno molecular fue préxima

al 100%.

En resumen, cabe sefialar que el uso de aguas residuales de almazaras y aguas residuales urbanas,
como medio de nutriente liquido para el crecimiento de algas unicelulares, y la adicién de diéxido de
carbono, permite tratar estas aguas residuales y reutilizarlas nuevamente. Paralelamente, se puede
obtener energia de la fraccion lipidica que se genera con las algas ya que de los resultados experimentales

obtenidos, los perfiles de acidos grasos generados pueden ser utilizados en la produccion de biodiesel.
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ABSTRACT

This work has been carried out within the applied research line “Treatment of Olive Oil Mill
Wastewaters and Biotechnology of Microalgae” of the Center of Advanced Studies in Olive Grove and Olive
Oils, and in the Department of Chemical, Environmental and Materials Engineering, of the University of
Jaén. In this Doctoral Thesis, it has studied the possible use of liquid effluents of olive oil mills (olive oil
mill wastewaters generated in centrifugation olive oil production processes using decanter with two
outlets) and urban wastewater treatment plants (wastewater from secondary treatment) in the biomass
production of Chlorella pyrenoidosa. The biomass generated in this bioprocess has a direct application in
the generation of energy compounds. In addition, the possibility to treated these wastewaters and reduce

the atmospheric carbon dioxide concentration through its use for algae growth.

During the development of the experimental part of this Thesis, the physicochemical parameters of
wastewater have been determined, such as pH, electrical conductivity, turbidity, dissolved oxygen, total
solids, volatile organic matter, ashes, fatty matter, total phenolic compounds, BODs, COD, total nitrogen,

nitrites, nitrates, ammonium, phosphates, sulfates, copper, chlorides and magnesium.

In microalgae cultivation, the synthetic mineral medium of Rodriguez-Lépez and real wastewaters has
been used. In cultures with real wastewaters, culture media have been developed based on a) olive
washing wastewater, b) olive oil washing wastewater and c) wastewaters from olive oil mills (a and b)
mixed with urban wastewater from secondary treatment. Cultures have been carried out to study the
effect of providing CO; in aeration in the range of 1 to 15%. In addition, the influence of the configuration

and the operating regime of the photobioreactor has been determined.

During the course of each culture, the following parameters have been determined: concentrations of
biomass, pigments and proteins, as well as the number of cells per unit volume. At the end of each
experiment, the algal biomass has been separated by centrifugation from the final treated water. In the
obtained dry biomass, the total lipid content and the fatty acid composition of the lipid fraction have been

determined. As for the final treated water obtained, it has been characterized to evaluate its quality.

With the synthetic mineral medium of Rodriguez-Lopez, two experimental series have been carried
out, one modifying the level of aeration and the other the operating temperature, in order to determine
the optimum air flow and temperature for the growth of microalgae. With industrial wastewater (olive
and olive oil washing wastewaters) and urban wastewater (from secondary treatment), different
experimental series have been carried out, modifying the concentration of wastewater in the culture
medium, the concentration of CO; and finally the mixture of olive oil mill wastewaters and urban
wastewater. In all the experiments carried out, only one variable per series has been modified, taking as
control culture that carried out at an initial pH equal to 8, temperature of 25°C, initial concentration of
inoculum 10% (with respect to the final volume of the photobioreactor), specific air supply rate of 1

v/v/min and light-dark photoperiod 12:12 h.

In relation to the growth kinetics, it is observed that the operating conditions have a clear influence on

the maximum specific growth rate, um (h'1), and on biomass productivity, P, (g dm-3h-1), of C. pyrenoidosa.
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Regarding to the mineral synthetic culture medium of Rodriguez-Lopez (R-L), it should be noted that
the variation in temperature versus um (h'') has been adjusted to the Moser model (1985), determining an
optimal growth temperature of 26.9°C. For the specific air supply rate, the values obtained of ym (h'1) have
been adjusted to a polynomial equation, determining the specific air supply rate that originates a
maximum value for Qmax equal to 1.46 v/v/min. At this point, it can be indicated that experimentally 25°C
and 1 v/v/min for specific air supply rate are the most favorable values for C. pyrenoidosa growth in the R-

L culture medium.

It should be noted that the concentration of 50% (v/v) of olives washing wastewater in the culture
medium was provided the highest value for the maximum specific growth rate (um = 0.036 h-'1). However,
when olive oil washing wastewater is used, the concentration of 30% (v/v) was provided the highest
value for pum, 0.028 h'l. On the other hand, for the different experimental series carried out, the urban
wastewater with biological treatment has been mixed with wastewaters produced in olive oil mills.
Specifically, the highest value for the maximum specific growth rate (um = 0.035 h-1) was obtained in the

culture medium formed by 50% of olives washing wastewater mixed with 50% of urban wastewater.

Regarding carbon dioxide concentration, and for both olive and olive oil washing wastewaters, 10% of
CO; (in gas phase that introduced into the photobioreactor), was the most favorable proportion for C.
pyrenoidosa growth. It have been obtained greater values for the maximum specific growth rate when
50% (v/v) of olive washing wastewater, um = 0.032 h'l and 30% (v/v) of olive oil washing wastewater, pm
= 0.033 h'! were used. Also, with the best operating conditions for C. pyrenoidosa growth (temperature
25°C and aeration supply rate 1 v/v/min) in culture medium formed by 50% (v/v) of olives washing
wastewater, 30% (v/v) of olive oil washing wastewater and the rest by urban wastewater from secondary
treatment. It is not to mention, the gas phase introduced to the photobioreacter was enriched with 10% of
carbon dioxide. In these operating conditions the maximum specific growth rate (um = 0.0322 h-1) and
volumetric biomass productivity (P, = 0.00435 g dm-3h-1) were determined. These values are next to that

mentioned previously.

With respect to the biochemical composition of biomass, in general, it observed that over the course of

each experiment, the values of protein and pigments concentrations are different.

In the mineral synthetic culture medium of Rodriguez-Lépez, the maximum biomass concentration
obtained, 1.94 g dm-3, determined at 20°C and 1 v/v/min. On the other hand, the highest maximum
specific velocities and volumetric productivities in pigments and proteins formation were obtained in the
experimental set, which studied the aeration influence. Specifically, at Q = 1 v/v/min and 25°C, as well as,
under these conditions, the total lipid content was 48.8% of dry biomass. However, the percentage of
crude proteins at 1.5 v/v/min was higher, 46.1%. Regarding fatty acids profiles, in general, it observed
that the percentages of polyunsaturated fatty acids had the highest value, 52.0% at Q@ = 0.5 v/v/min and
25°C. However, the highest percentages of saturated fatty acids were determined at Q@ = 1 v/v/min and
15°C. The elemental composition of the harvested biomass, in all the experiments, showed greater
nitrogen content 7.38%, at 25 °C and 1.5 v/v/ min, although the highest C/N ratio, 13.7%, was obtained at
15°Cand 1 v/v/min.
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On the other hand, when the proportion of olives washing wastewater, olive oil washing wastewater
and urban wastewater from secondary treatment in the culture medium, and the CO; concentration in the
gas phase introduced to the photobioreactor are modified, it has observed a significant variation in the

biochemical composition of the final biomass obtained at the end of the experiment.

The highest biomass concentration value, 1.60 g dm-3, was obtained in the culture with 30% of olive oil
washing wastewater and 10% of CO;. On the other hand, the highest maximum specific rates in pigment
formation were achieved in the culture with 100% olives washing wastewater, whereas the highest
maximum specific rate in protein formation was obtained in the culture with 50% of olives washing
wastewater mixed with urban wastewater from secondary treatment. However, when the culture medium
was formed by 30% (v/v) of olive oil washing wastewater and the rest with urban wastewater from

secondary treatment. The highest percentage in crude proteins, 46.6%, was achieved.

Regarding the total lipid content, it should be noted that the lipid content increase with the augment of
the proportion of the two olive oil mill wastewaters types, and with the proportion of the urban
wastewater from secondary treatment in the culture medium. The highest total lipids percentage, in all
cultures, was 50.0% of dry biomass, obtained in culture with olive oil washing wastewater without
dilution. In all experiments, fatty acid profile of the biomass lipid fraction showed highest percentage of
polyunsaturated fatty acids. The highest value achieved, 47.1%, in the culture formed by 30% (v/v) of
olive oil washing wastewater. It should be noted that the highest percentages of saturated fatty acids are

reached in cultures formed with 5% (v/v) of both olive oil wastewaters.

In relation to the elemental composition of the biomass harvested in all experiments, the highest
content of nitrogen, 7.46%, was detected in the culture with 30% (v/v) of olive oil washing wastewater
mixed with urban wastewater from secondary treatment. In general, the C/N ratio increased when carbon
dioxide is used. In this sense, the highest value registered, 12.8, in cultures that contained 30% (v/v) of

olive oil washing wastewater and 15% of CO,.

The most favorable operating conditions for the biomass production of microalgae have been
established, considering the highest values of the maximum specific growth rate and the volumetric
biomass productivity, together with a balanced biomass composition in pigments, proteins and fatty acids.
These objectives are met in the culture carried out with 50% of olives washing wastewater, 30% of olive
oil washing wastewater mixed with urban wastewater from secondary treatment and 10% of carbon

dioxide.

Finally, as another goal in this Doctoral Thesis, the reduction percentages of the physicochemical
parameters in the final water treated after the bioprocess have been determined. In general, the capacity
of C. pyrenoidosa to treated wastewaters from olive oil mills and urban stations plants was observed. In all
cultures, a reduction in the values of all physicochemical parameters was obtained, plus a strong O
generation. Under the best operating conditions for C. pyrenoidosa growth, the reduction percentages in
physicochemical parameters after the bioprocess were COD 89.0%, total nitrogen 97.2% and total

phenolic compounds 90.1%. However, a reduction in the phosphate content equal to 64.3% was observed.
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This reduction percentage is less than that obtained in cultures without olive oil mill wastewaters and

urban wastewater mixing. On the other hand, the generation of molecular oxygen was close to 100%.

In brief, it should be noted that the use of olive oil mill wastewaters and urban wastewater, as culture
media for unicellular algae growth, and the addition of carbon dioxide allows the treatment of these
wastewaters and its reuse again. In parallel, it could be obtained energy from the lipid fraction of the
microalgae biomass generated, since from the experimental results achieved the fatty acids profiles

generated could be used for biodiesel production.
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INTRODUCCION

2.1 BIOPROCESOS CON MICROALGAS

Las algas son un grupo versatil y omnipresente de organismos fotosintéticos que van desde formas
unicelulares a multicelulares. Se encuentran de forma natural en el océano, cuerpos de agua dulce, rocas,
suelos y vegetacion (Chen et al. 2008). Las algas se dividen en dos grupos, macro y microalgas (Fitzgerald
et al. 2011). Las microalgas son unicelulares y pueden ser tipo agua dulce o agua salada, ademas se
encuentran en el suelo y en la vegetacién (Aresta et al. 2005).

El escalado de la biotecnologia de microalgas a nivel industrial es muy importante. Actualmente, se
reconoce la importancia de las distintas especies por su adaptabilidad a distintas condiciones de
crecimiento y sus propiedades nutritivas. En los dltimos afios, se han logrado avances importantes en la
utilizacion de las microalgas para diversos fines, tales como:

i) Alimento para el consumo humano y animal.

ii) En acuicultura, para alimentar a los microorganismos pluricelulares (Rotifero y Artemia) que
alimentan a las larvas de los peces que son esenciales para la produccién de peces en

piscifactoria.
iii) Como fertilizantes nitrogenados en la agricultura.
iv) Parala produccion de espesantes como carragenina y agar.
v) Produccién de pigmentos de uso alimentario, con propiedades funcionales y antioxidantes.
vi) Como suplemento alimenticio a la dieta.
vii) En el tratamiento de las residuales aguas y produccion de biocombustibles.

Estas minudsculas fabricas biolégicas, aprovechan la energia de la naturaleza mediante la fotosintesis y
duplican su biomasa en poco tiempo mediante su crecimiento exponencial (Chisti, 2007; Louime et al
2012). En definitiva, pueden crecer rapidamente y producir una biomasa con una composiciéon bioquimica
de alto valor anadido, permitiendo una cosecha importante con diversas aplicaciones de alto interés para
la sociedad.

2.1.1 Forma de nutricién

En funcién de las fuentes de carbono y energia disponibles, las microalgas tienen diferentes tipos de
nutricién, siendo los principales:

» Autotrofico: en este crecimiento las microalgas utilizan el CO; como fuente de carbono y la luz
solar como fuente de energia. La disponibilidad de un medio de cultivo formado a base de
compuestos inorganicos, la luz solar y una aireaciéon natural o suministrando gas CO, puro

permiten un crecimiento fotoautotréfico de las microalgas (Zaslavskaia et al. 2001).

» Heterotroéfico: en este crecimiento se desarrolla en oscuridad y utiliza los compuestos organicos

como fuentes de carbono y energfa.

» Mixotrofico: se trata de crecimiento mixto y la fuente de carbono puede ser gas CO, y compuestos

organicos de forma simultanea, mientras la fuente de energia sera la luz solar (Kaplan et al. 1986).
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2.1.2 Factores que afectan a los bioprocesos

El cultivo de microalgas a gran escala persigue la obtencién de grandes cantidades de un producto de
valor, por tanto, la productividad del proceso debe ser maxima. Para alcanzar este objetivo, es critica la
comprension de los factores que determinan el crecimiento celular dptimo: medio de cultivo, intercambio
de gases, pH, temperatura y régimen de iluminacién. El conocimiento de estos factores posibilita el disefio
de un proceso para conseguir una composicién celular determinada, en otras palabras, dirigir el
metabolismo del microorganismo hacia la produccion del compuesto o compuestos deseados (Hu, 2004).

La fotosintesis es el proceso fotobioldgico fundamental, donde se utiliza la energia de una fuente
luminosa, como el sol y se transforma en energia quimica, siendo el adenosin trifosfato (ATP) la primera
molécula donde se almacena la energia (Krause y Weis, 1991). La fotosintesis se desarrolla en dos fases:
luminosa y oscura.

La fase luminosa es un proceso que depende de la luz, donde se llevan a cabo las reacciones
fotosintéticas de transferencia de electrones y donde la energia derivada de la luz (los fotones) activa los
electrones del centro de reacciéon de la clorofila “a”. Esto permite que los electrones del centro de reacciéon
se desplacen a lo largo de una cadena de 6xido-reducciéon de la membrana tilacoidal, provocando la
oxidacion del centro de reaccién. Para recuperar los electrones perdidos, la clorofila “a” obtiene sus
electrones de la biofotélisis del agua, lo cual produce la liberaciéon de O, al medio. Este proceso de
transporte electrénico bombea protones de H* a través de la membrana tilacoidal hacia el interior, la
fuerza protén-motriz resultante impulsa el proceso de sintesis de ATP en el estroma. Al mismo tiempo, las
reacciones de transporte electrénico generan electrones de alta energia, junto con H+, que transforman el
NADP+ en su forma reducida NADPH.

La segunda fase de la fotosintesis, se conoce como las reacciones oscuras o reacciones de fijacion de
carbono. Estas reacciones son independientes de la luz y se realizan cuando los productos de las
reacciones luminosas son utilizados para sintetizar carbohidratos a partir de la fijacion de CO,, en un
proceso denominado Ciclo de Calvin. Para ello, es necesario que la fuente de energia (ATP) y el poder
reductor (NADPH) producidos en las reacciones fotosintéticas de transferencia de electrones (reacciones
luminosas) se encuentren presentes, la ecuacién [2.1].

2H;0 + Energia solar - 2H;0 + O, [2.1]

Todas las reacciones del Ciclo de Calvin, son catalizadas por enzimas especificas. Para la formacién de
una molécula de aztcar-fosfato se requiere la fijacién de 6 moléculas de CO3, por lo que la estequiometria
final del ciclo de Calvin se puede resumir en la ecuacion [2.2].

6 CO2 + 12 H,0+ 12 NADPH + 18 ATP = C¢H1206 + 6 O; + 12 NADP+ + 18 ADP + 17 Pi + 6 H20 [2.2]

La glucosa producida en el Ciclo de Calvin, es movilizada dentro del organismo para satisfacer las

necesidades metabdlicas de la célula y con esto se completa la fotosintesis (Prince y Kheshgi, 2005).

2.1.2.1 Medio de cultivo

El medio de cultivo debe suministrar todos los nutrientes requeridos para el crecimiento de la biomasa
microalgal. De forma general, todos los medios tienen una fuente de carbono, bien en forma de sal
inorganica (bicarbonato sédico), gas CO2 o compuesto organico (a titulo de ejemplo acetato). El nitrégeno
se suministra como sal de nitrato y raras veces como amonio o urea. Otros nutrientes esenciales son P, S,
Mg, Ca, K y algunos metales. Los medios a escala de laboratorio pueden ser sintéticos o bien efluentes
acuosos urbanos o industriales sin o con enriquecimiento.
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Para el crecimiento y el desarrollo de las microalgas se necesita un medio de cultivo y unas adecuadas
condiciones de crecimiento, que suelen estar muy similar a las condiciones ambientales donde se
encuentras estas microalgas. La importancia de seleccionar el medio de cultivo para producir determinada
especie de microalga radica en el uso de un sustrato (organico o inorganico) adecuado que permite la
optimizacién de la composiciéon bioquimica de la biomasa final colectada.

El nitrégeno es uno de los nutrientes esenciales para el crecimiento y el aumento de su concentraciéon
en el medio de cultivo permite mejorar la produccién de biomasa (Silva et al. 2009). La limitacién del
contenido en nitrégeno en los medios de cultivo suele aumentar el contenido en lipidos en la biomasa
(Breuer et al. 2013). Las microalgas acumulan grandes cantidades de lipidos en forma de triglicéridos
cuando estan privados de nitrégeno (Simionato et al. 2013).

El fosforo es otro elemento esencial para el crecimiento y su limitacién como la limitacién en N causa
cambios en la composicién bioquimica de la biomasa. Chia et al. (2013) ha indicado que la limitacién en
fésforo aumenta el contenido de lipidos totales en la biomasa de Chlorella vulgaris.

Las microalgas requieren para su crecimiento de otros macronutrientes como azufre, calcio, magnesio
y potasio, asi como de micronutrientes como molibdeno, hierro, niquel, cobre, zinc, manganeso, cobalto,
boro y cloro. En ciertos grupos de algas se requieren nutrientes especiales o caracteristicos, como sucede

con las diatomeas y el silicio.

2.1.2.2 variables de operacion
Para el correcto crecimiento de las microalgas, es necesaria la disponibilidad de un medio de cultivo
adecuado, ademas de unas condiciones de operacidon dptimas. Las condiciones de operacién son: Luz,

temperatura, pH, caudal de aireacién (air o COz) y velocidad de agitacion.

v La luz es uno de los factores determinantes para el crecimiento dptimo. La irradiacién promedia
recibida por cada célula esta determinada por la irradiacién incidente, la geometria del reactor y
el sistema de agitacién, que asegura el continuo movimiento de las células desde las zonas
oscuras a las iluminadas y viceversa (Masojidek et al. 2004; Ergas y Van der Steen, 2013). La
aplicacidon de intensidades de iluminacién muy altas provocan dafos por estrés fotoxidativo (foto-
inhibicién) que repercutiria en el crecimiento celular (Ras et al. 2013).

v' La temperatura de operacién es un parametro que depende de los otros parametros como la
intensidad de iluminacién y el medio de cultivo. El valor 6ptimo de la temperatura del cultivo
depende de la especie utilizada y de las condiciones de operacion. Asi que la temperatura 6ptima
en condiciones naturales, en general, no coincide con la temperatura éptima en las condiciones de
cultivo, ya que los pardmetros de cultivo difieren a su vez de los que se dan en el ambiente
natural. Las variaciones en la temperatura del cultivo presentan una respuesta directa en el
crecimiento de la biomasa. La relacién entre la temperatura y el crecimiento se distribuye en tres
fases: una primera fase en la que el aumento de la temperatura implica el aumento de la tasa de
crecimiento hasta alcanzar la segunda fase, que se corresponde con el 6ptimo de temperatura (en
esas condiciones), a partir del cual si la temperatura contintia aumentando se entraria en la fase
tercera en la que la tasa de crecimiento es negativa. La tasa de crecimiento negativa caracteristica
de esta fase, se puede deber a que las altas temperaturas interrumpan procesos de regulacién
metabdlica o que directamente se produzca la muerte celular. A pesar de que gran parte de las
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v

microalgas son capaces de crecer en un amplio rango de temperaturas, todas ellas presentan un
rango fuera del cual se ven inhibidos o incluso mueren.

El pH del medio de cultivo afecta a la velocidad especifica de crecimiento y al rendimiento en
biomasa de las algas unicelulares. Modifica la disociaciéon y la solubilidad de los diferentes
nutrientes del medio de cultivo. Ademdas, puede producir efectos téxicos, inhibiciones o
deficiencias en algunos nutrientes del medio de cultivo (Camacho et al. 1989). La reduccién del
nitrato o la asimilacién del CO2 suponen una elevacion del pH del medio de cultivo que debe ser
corregida para asegurar el buen funcionamiento de las rutas metabdlicas, bien utilizando medios
tamponados, adicionando acido de forma controlada o inyectando en la corriente de aire una
proporcién adecuada de CO-.

La aireacion del medio de cultivo se puede realizar a través de la agitacion mecanica o la
inyeccion directa de un gas en el reactor. El incremento de la velocidad de agitacion aumenta la
superficie de transferencia con la atmdsfera, la homogenizacién de pH del medio de cultivo, la
distribucidon del gas y la frecuencia de exposicion de las células a la luz, en los que en cuestion de
milisegundos pasan de una zona oscura a una zona iluminada. Incluso, favorece el intercambio de
nutrientes entre el medio de cultivo y las microalgas, impide la sedimentacién de las células y su
adherencia a las paredes del reactor (Kunjapur y Eldridge, 2010). La agitacién del biorreactor se
puede llevar a cabo mediante el uso de medios mecanicos, tales como aspas o hélices. Finalmente,
cabe mencionar que la velocidad de agitacion no se puede incrementar de forma incontrolada y
debe ser optimizada para cada especie, ya que se puede producir estrés hidrodindmico. En este
sentido, no todas las especies toleran la misma agitacién mecanica, existiendo especies sensibles a
este tipo de estrés.

Por otra parte, la aireaciéon del medio de cultivo se puede llevar a cabo mediante la inyeccién
directa del aire, CO; u oxigeno en el biorreactor. El uso del CO; para la aireacién tiene doble
funcién, la aireaciéon del medio de cultivo, como el suministro de fuente de carbono para las
microalgas, lo que implica un aumento sustancial de la productividad en biomasa. Sin olvidar la
funcién que tiene en el control de pH del medio de cultivo (Laurinavichene et al. 2004; Combres et

al. 1994; Ortega et al. 2004).

2.1.3 Produccién de biomoléculas especificas

2.1.3.1 Proteinas unicelulares

El término proteina unicelular (PUC) se emplea para referirse a las proteinas de los microorganismos

tales como bacterias, levaduras, microalgas y hongos filamentosos, que son empleados para alimentacién

humana o animal. Estos microorganismos ofrecen numerosas ventajas como productores de proteinas:

Su produccion puede ser basada en su crecimiento sobre substratos de carbono natural, los cuales son

disponibles en grandes cantidades (rocas sedimentarias organicas o hulla, petroquimicos, gas natural)

o sobre subproductos celulésicos de la agricultura.

La mayoria de los microorganismos cultivados poseen altos niveles de proteinas (40-80% de proteina

cruda en base seca, dependiendo de la especie y las condiciones del cultivo).

Tienen un tiempo de generacién muy corto; bajo condiciones 6ptimas de cultivo las bacterias pueden

duplicar su masa celular en 0,5-2 h, las levaduras en 1-3 h y las microalgas en 3-6 h.
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- Se pueden cultivar en un espacio reducido de forma intensiva y producir continuamente
independientemente del clima.
- Hasta cierto punto, su composicién bioquimica se puede controlar por manipulacién de las condiciones

de operacion o por modificacion genética.

Se observa la gran variabilidad en la composicién bioquimica de la biomasa para las diferentes
especies de microalgas en funcién del medio de cultivo utilizado y las condiciones de operacién, Tabla 2.1.
A titulo de ejemplo, el contenido en proteinas puede variar entre un 6 % para Spirogyra y un 71 % para
Spirulina mdxima.

Tabla 2.1. Contenido en proteinas registrado en la biomasa de diferentes microalgas (% de materia seca)

Microalga Proteinas (%)
Scenedesmus obliquus 50-56
Scenedesmus quadricauda 47
Scenedesmus dimorphus 8-18
Chlamydomonas rheinhardii 48
Chlorella vulgaris 51-58
Chlorella pyrenoidosa 57
Spirogyra sp. 6-20
Dunaliella bioculata 49
Dunaliella salina 57
Euglena gracilis 39-61
Prymnesium parvum 28-45
Tetraselmis maculata 52
Porphyridium cruentum 28-39
Spirulina platensis 46-63
Spirulina maxima 60-71
Synechoccus sp. 63
Anabaena cylindrica 43-56
Becker (1994).

2.1.3.2 Pigmentos

a) Clorofilas

Representan el color verde y se encuentran en las cianobacterias y en los organismos que disponen de
cloroplastos o membranas tilocoidales (plantas y algas). Las clorofilas son esenciales en el proceso de
fotosintesis, que permite la produccién de energia a partir de la luz solar. En la estructura de las clorofilas
se encuentra un anillo de porfirina que contiene magnesio y una cadena hidréfoba de fitol para mantener
la clorofila integrada en la membrana fotosintética. Las distintas formas de las clorofilas se distribuyen
desigualmente en la diversidad de los fotosintetizadores oxigénicos.

La clorofila ‘a’ se encuentra en todos los casos, vinculada al centro activo de los complejos moleculares
llamados fotosistemas, que absorben la luz durante la fotosintesis y se difiere de la clorofila ‘b’ en que el
radical de la posicion 3 del grupo tetrapirrélico es -CH3 (metilo) en lugar de -CHO (grupo funcional de los
aldehidos).

La clorofila ‘b’ caracteriza a los plastos de las algas verdes y de sus descendientes las plantas terrestres
(Viridiplantae). Esos plastos, y los organismos que los portan, son de color verde. También se encuentran
plastos verdes en algunos grupos de protistas que han asimilado algas verdes unicelulares
endosimbiontes adquiriendo asi plastos secundarios. Se puede nombrar a las euglenas, a los
cloraracniéfitos y a algunos dinoflagelados, como Gymnodinium viride. También, se encuentra en algunas

cianobacterias (las cloroxibacterias), que por ello son de color verde planta en vez de azuladas; hace algin
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tiempo se les atribuy6 por este rasgo el caracter de antepasados de los plastos verdes, pero luego se ha
comprobado que es un caracter adquirido independientemente en varias lineas separadas.

b) La carotenoide

Los carotenoides son compuestos organicos que cuentan con una estructura quimica muy diversa. Su
funcién es aumentar la eficacia de absorcién de la luz por parte de los organismos fotosintéticos, ya que
cuentan con capacidades de captacion de luz a longitudes de ondas diferentes a las de clorofilas. Tienen
capacidades antioxidativa como las que ofrece las de B-caroteno, astaxantina y cantaxantina (Borowitzka,

1992).

2.1.3.3 Acidos grasos poliinsaturados

Estos acidos grasos cuentan en su estructura quimica con mas de un doble enlace de carbono, tales
como el acido graso Linolenic acid (C18:2n3), Linoleic acid (C18:2n6) y Eicosapentaenoic acid (C20:5n3).
Entre estos acidos grasos se encuentran los acidos grasos esenciales C16:3n4, C20:5n3 (EPA), C20:5n3,
C22:6n3 (DHA), C18:2n6 y C18:3n3. También, los acidos grasos superiores poliinsaturados n3 y son
C20:4n3, C20:5n3, C22:5n3, C22:6n3.

2.1.4 Produccidn de energia

Las microalgas son microorganismos unicelulares que se caracterizan por su alta eficiencia en la
realizacion de la fotosintesis en comparaciéon con la eficiencia de los cultivos tradicionales (forestal y
agricola), que raramente llega a superar el 1% del total de la energia solar absorbida y convertida a
productos recuperables. Las microalgas pueden alcanzar conversiones hasta 10% de la energia absorbida.
El CO; generado industrialmente, puede ser utilizado por estos microrganismos transformandolo en
compuestos de alto interés para la sociedad (compuestos energéticos, proteinas unicelulares y bioactivos
de alto valor afiadido (Spolaore et al, 2006; Walter et al, 2005). Ademads, estos microorganismos
fotosintéticos cuentan con gran capacidad de biorremediacion de las aguas residuales urbanas e
industriales (Kalin et al, 2005; Mufioz y Guieysse, 2006). Los cultivos intensivos de las microalgas son una
fuente renovables de produccién de compuestos energéticos que pueden ser transformados en biofueles
(etanol, biodiesel, biogas, etc.). La concentracién de la fase lipidica en la biomasa algal puede variar desde

8% hasta 55% en funcién del medio de cultivo y las condiciones de operacion aplicadas.

2.1.4.1 Produccidn de hidrégeno

Las microalgas ofrecen la posibilidad de producir hidrégeno a parte de los otros tipos de
biocombustibles renovables mencionados anteriormente (gas metano producido por digestién anaerobia
de la biomasa algal, biodiesel tras la transesterificacién de los 4cidos grasos de la fracciéon lipidica a
esteres metilicos o etilicos (Spolaore et al. 2006; Gavrilescu y Chisti, 2005). El biohidrégeno se produce
fotobioldgicamente en condiciones de operaciones especiales (Fedorov et al, 2005; Kapdan y Kargi,
2006).

El hidrégeno (H:) puede ofrecer una solucién ideal para la sustitucién de los combustibles fésiles, ya
que su uso reducirfa la contaminacién del aire y el efecto invernadero. El uso del Hidrégeno y la
produccion de electricidad a partir del mismo son soluciones atractivas para el transporte. La producciéon
de hidrégeno por microalgas se basa en la captacién de la energia solar y la fotodisociacién del agua,

transfiriendo los electrones a través de una cadena transportadora en los Tilacoides, lo mismo sucede en
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el caso de las cianobacterias. La transferencia de electrones hacia la enzima Hidrogenasa, reduce los
protones del hidrogeno, oxidando a la ferrodoxina, que pasa de su estado reducido al estado oxidado.
Inducida la hidrogenasa, 1a microalgas con alto contenido en carbohidratos y en condiciones anaerobias y
bajo iluminacién se inicia la sintesis del H; a partir de los carbohidratos. Anastasio et al. (2000) ha
demostrado bajo ciertas condiciones de limitacién de nutrientes, en medio de cultivo libre de azufre
(como sulfato) y en anaerobiosis, la Chlamydomonas reiinhardtii es capaz de producir hidrogeno de

manera sostenida en el tiempo.

2.1.4.2 Produccidn de biodiesel

La produccion de biocombustibles, a partir de los cultivos industriales oleaginosos tales como la soja,
colza, girasol, palma, etc., cada vez es menos deseada por su implicacidn en la alimentacién humana. El uso
de otros cultivos no comestibles tales como Jatropha curcas con un contenido hasta 40% en aceite en sus
semillas pueden ser alternativos a los cultivos convencionales de uso en alimentacidn. Por otra parte,
ninguno de estos cultivos cuenta con una productividad similar a las de las microalgas (Leite et al. 2013).
La energia global generada a partir de la biomasa de microalgas, como el biodiesel producido por la
conversidn de su fraccién lipidica estd teniendo mucho existo ya que permite suministrar acidos grasos de
cadena de carbono corta sin afectar negativamente al suministro de alimentos o al medio ambiente.

La exigencia de disponer de recursos energéticos sostenibles es cada mas presente debido al aumento
de la poblaciéon mundial y la necesidad de un suministro energético que responde a la industrializacién de
los paises. Las fuentes fésiles de energia (el petréleo, el gas natural y el carbén) estdn agotando y su uso
cada vez afecta al planeta produciendo un cambio climatico mas claro en la tierra (Abdelaziz et al. 2013b).

Las microalgas pueden también actuar como purificadores de las aguas residuales urbanas e
industriales generadas, lo que permite su biorremediacién y reutilizacién o reincorporaciéon al sistema
productivo, e incluso, su recuperaciéon para el uso como aguas potables (Rawat et al. 2011; Flynn et al

2010; Chen et al 2011; Sydney et al. 2011).

2.1.5 Obtencién de otros compuestos de alto valor afadido

Las microalgas cuentan con grandes aplicaciones comerciales tales como la produccion de
macromoléculas, tales como clorofilas, carotenoides, acidos grasos poliinsaturados de cadena larga, etc. Se
han identificado gran nimero de antioxidantes, antivirales, antimicrobianas, antitumorales y agentes
antiinflamatorios de uso en cosmética, ademas de otros productos dietéticos, alimentos funcionales y
prebioticos. El conocido antioxidante “astaxantina” producido por Haematococcus pluvialis es un ejemplo

mas con importantes funciones antiinflamatorias y antitumorales (Rawat et al. 2011; Guedes et al, 2011).
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2.2 CINETICA DEL CRECIMIENTO Y PARAMETROS DE RENDIMIENTO

En general, el crecimiento celular de los microorganismos corresponde al aumento del nimero de
células y su tamafio durante el transcurso del cultivo. Los parametros cinéticos de crecimiento son
esenciales a la hora de pensar en realizar el escalado de los bioprocesos desde el nivel de laboratorio a
nivel de planta piloto o planta industrial Duarte (1998).

Las representaciones graficas en coordenadas normales y semilogaritmicas de la concentracién de
biomasa frente al tiempo de operacidn, permiten la identificacion de las distintas fases del crecimiento:

1) Fase de adaptacion o fase ‘Lag’.

2) Fase de crecimiento exponencial.

3) Fase de desaceleracion del crecimiento.

4) Fase estacionaria.

5) Fase de declinacién o muerte.

2.2.1 Velocidad especifica maxima de crecimiento
Se trata de un parametro caracteristico del crecimiento que relaciona el incremento de la
concentraciéon de biomasa en escala semilogaritmica frente al tiempo de operaciéon. Haciendo uso del
balance masico a la concentracién de la biomasa en el fotobiorreactor, este pardmetro se puede
determinar mediante la ecuacién lineal [2.3].
In (x/X0) =tmt+a [2.3]
donde ‘un’ es la velocidad especifica maxima de crecimiento y ‘a’ es la ordinada en el origen. En la fase
exponencial las microalgas presentan un crecimiento balanceado, en el sentido que no exista limitacion de

crecimiento y corresponde a una reaccién autocatalitica de primer orden.

2.2.2 Productividad volumétrica en biomasa

Es otro parametro caracteristico que determina la concentracién de biomasa que se genera en unidad
de volumen de cultivo y en unidad de tiempo. Dicho parametro se suele identificar durante la fase de
desaceleracion del crecimiento, inmediatamente después de la fase exponencial. En muchos casos, esta
fase tiene un comportamiento lineal y la productividad volumétrica en biomasa se puede determinar
mediante la ecuacién [2.4].

x=Pyt+b [2.4]

donde ‘Py’ es la productividad volumétrica en biomasa y ‘b’ es la ordinada en el origen.
2.2.3 Modelos cinéticos

La modelizacion del crecimiento celular es de gran importancia para el escalado de los resultados
experimentales obtenidos en el laboratorio a escala superior. En cualquier bioproceso es conveniente
conocer de forma sencilla el comportamiento del cultivo en cualquier situacién real posible. Los modelos
cinéticos tienen la funcién de interpretar la respuesta de los microrganismos al cambio de las condiciones
de operacidon y la composicién del medio de cultivo utilizado. Ya que el crecimiento celular es el resultado
un sistema complejo de interacciones mediante reacciones bioquimicas (en el interior o el exterior de las
células) y fenémenos de transporte que controlan multiples fases con multicomponentes. La presencia de
células nuevas (jovenes) y viejas en el medio de cultivo experimenta durante el cultivo un cambio

continuo. Todo ello, hace compleja la tarea de la modelizacion.
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Normalmente, se suele optar por modelos matematicos o experimentales simples para sus usos en el
diseno de los bioprocesos y la predicciéon del comportamiento celular. Los modelos cuentan con variable
para identificar el crecimiento celular tales como el niimero de células, la concentracién de biomasa o la
concentracion de proteinas como variable.

Los modelos consideran el efecto del sustrato limitante del crecimiento y la influencia de los
compuestos téxicos inhibidores del crecimiento celular. Existen diferentes modelos cinéticos para
representar el crecimiento, tales como el modelo de Teissier (1936), Mondo (1942), Moser (1958),

Contois (1959), Powell (1967), Droop (1968), Dabes et al. (1973) y Chen y Hashimoto (1978).

2.2.4 Rendimientos en biomasa

El hecho de que existe un sustrato limitante del crecimiento celular, este permite definir rendimientos
para el bioproceso. A partir de los datos experimentales de la cantidad de sustrato consumido y la
biomasa producida, se puede observar que existe una relacién entre ambos que es una proporcionalidad
directa en la mayoria de los casos.

El rendimiento biomasa-sustrato se puede obtener mediante la ecuacion:

A
Yys = o [2.5]

donde ‘Yy/s’ representa el rendimiento biomasa-sustrato, ‘Ax’ es la biomasa neta generada y ‘AS’ es el

consumo de sustrato correspondiente.

El rendimiento producto formado-biomasa se puede obtener mediante la ecuacién:

AP
Yp/x = x [2.6]

donde ‘Yp/’ representa el rendimiento producto formado-biomasa, ‘AP’ es el producto formado y ‘Ax’
es la biomasa generada.

La determinacién de estos parametros se puede realizar en cualquier tiempo durante el cultivo
(rendimientos instantaneos), se pueden referir a una fase concreta del crecimiento, que normalmente,
corresponde a la fase exponencial o se pueden calcular rendimientos globales que corresponden a todo el
periodo de tiempo correspondiente al cultivo.

En funcién del cultivo realizado, se pueden determinar diferentes tipos de rendimientos, Tabla 2.2.

Tabla 2.2. Posibles rendimientos a determinar en los cultivos de microrganismos

Rendimiento Definicion
Yx/s g de biomasa seca/g de sustrato consumido.
Yx/0 g de biomasa seca/g de oxigeno consumido.
Yr/s g de producto formado/g de sustrato consumido.
Yc/s Mol de CO; producido/g de sustrato consumido.
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2.3 DEPURACION DE AGUAS RESIDUALES Y UTILIZACION DE MICROALGAS

El agua es un bien escaso y de gran importancia para la vida. La disposicién de recursos hidraulicos es
uno de los pilares del desarrollo social y econémico. El uso del agua sea para el consumo humano como
agua potable o para el consumo agricola, comercial e industrial la transforma de forma inmediata en agua
residual. Alrededor del 80% de todas las aguas residuales que se producen son vertidas al medio ambiente
sin ningun tipo de tratamiento (Sivakumar, 2011; Zhang et al, 2018). La descarga directa de las aguas
residuales sin tratamiento apropiado provoca incremento nutricional (N y P) en las zonas de vertido
produciendo el fendmeno de la eutrofizacion (Mobin y Alam, 2014). Este fenémeno permite el crecimiento
masivo de los microorganismos, en especial las algas, provocando una disminucién del oxigeno disuelto
necesario para la vida acuatica.

La eliminacién del nitrégeno y del fosforo de las aguas residuales es esencial para obtener agua tratada
de calidad para ser vertida a cauces publicos o para su reutilizacién. Los tratamientos fisicos y quimicos
son los mas utilizados para la eliminacién de estos nutrientes. Muchas depuradoras de aguas residuales
urbanas no incluyen un tratamiento terciario en su estructura para la eliminacién de nitrégeno y de
fésforo debido al alto coste de los métodos fisicos y quimicos. En este sentido, las microalgas pueden jugar
un papel importante en tratamiento de las aguas residuales y en la eliminacién de estos nutrientes. De
hecho, el uso de las microalgas plantea alcanzar tres objetivos de forma instantanea, el primero es el tratar
las aguas residuales y el segundo es la generacion de biomasa de alto valor afiadido (generacion de
compuestos energéticos) y el tercero es la eliminacién de CO; con el fin de atribuir a la reduccién del

efecto invernadero.

2.3.1 Caracteristicas de las aguas residuales de almazaras

El proceso de elaboracién del aceite de oliva esta constituido por las siguientes operaciones:

1- Recepcion de las aceitunas

2- Limpiezay lavado de las aceitunas

3- Molienda

4- Batido

5- Centrifugacion horizontal (decanter).

6- Centrifugacion vertical

7- Almacenamiento y envasado

Después de la recoleccion y el transporte de las aceitunas a la almazara, se comienza el proceso de
elaboracién del aceite de oliva. Actualmente, existen dos sistemas de produccidon: el sistema tradicional
(de prensa) y el sistema continuo de centrifugacién. Este Gltimo es el mas utilizado y se puede distinguir
entre el proceso continuo de centrifugacién de tres y de dos salidas. El de tres salidas, produce aceite,
orujo y alpechin. El de dos salidas, genera aceite y alperujo. La diferencia entre el orujo y el alperujo se
debe a la incorporacién del agua de vegetacion (alpechin) al orujo y por lo tanto, el alperujo dispone de un
alto contenido en agua. El proceso continuo de centrifugacién de dos salidas se considera mas eficiente ya
que genera agua residual con menos carga organica y consume menos agua potable.

Espafia, en la actualidad usa inicamente el proceso continuo de centrifugacién con dos salidas. En este
proceso se genera principalmente dos tipos de aguas residuales, el agua residual generada en las
maquinas de lavado de aceitunas y el agua residual generada en las centrifugas verticales como resultado
del lavado del aceite de oliva. Otros tipos de aguas residuales se generan pero con cantidades pequefias,
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tales como, el agua residual resultante de la limpieza de los tanques de la bodega de almacenamiento, el
agua residual generada por las tolvas de recepcioén de aceitunas y el agua residual de la limpieza general
del patio de almazaras.

Estas aguas residuales contienen alta carga organica y no se puede verter directamente sin
tratamiento. Hasta el momento, las almazaras no han optado por ningtin proceso para su tratamiento. De
hecho estids aguas residuales se gestionan almacendndolas en grandes balsas de evaporacién. En los
trabajos de Elkacmi et al. (2017) y Flores et al. (2017) se recogen los datos sobre la composicion
fisicoquimica de las aguas residuales de las almazaras en funcién del sistema de extraccion utilizado, Tabla
2.3.

Tabla 2.3. Caracterizacion fisico-quimica de las aguas residuales de almazaras*

Sistema de extraccion

Parametro Prensa Tres salidas Dos salidas
pH 4,2-6,9 4,8-8,6 3,5-6,0
Conductividad (mS/cm) 2,0-30,3 2,0-20,6 1,5-2,5
Humedad y materia volatil (%) 86-90 90-95 98-99
Solidos totales (%) 7,3-26,7 6,5-23,5 -

DQO (mg 02 dm-3) 9100-246500 31.000-200.000 4000-16000
DBO (mg dm-3) 4750-100000 5.000-45.000 800-6000
Compuestos fendlicos (mg dm-3) 300-11540 300-8.900 44-1000
TOC (mg dm-3) 18000-64000 13.000-44.300 -

*Elkacmiet al, (2017) y Flores et al, (2017).

2.3.2 Caracteristicas de las aguas residuales urbanas
En la directiva 91/271 CEE (21/05/1991), del Tratamiento de Aguas Residuales Urbanas, se definen
los distintos tipos de aguas residuales.

1. Aguas residuales domésticas: Aquellas procedentes de zonas de viviendas y de servicios
generadas principalmente por el metabolismo humano y las actividades domésticas.

2. Aguas residuales industriales: Todas las aguas residuales vertidas desde locales utilizados
para efectuar cualquier actividad comercial o industrial, que no sean aguas residuales
domésticas ni aguas de escorrentia pluvial.

3. Aguas urbanas: son aguas residuales domésticas mezcladas con aguas residuales industriales y
aguas de escorrentia pluvial. Estas aguas se juntan en un sistema colector y son enviadas
mediante un emisario terrestre a una planta EDAR (Estacién Depuradora de Aguas
Residuales). Las industrias que generan aguas residuales con carga organica superior a la
permitida para las depuradoras pueden realizar el vertido en esta red colectora previa

adaptacién/adecuacién o realizacién de un pre tratamiento.

Las aguas residuales urbanas no disponen de una composicion fisicoquimica determinada, ya que sus
caracteristicas pueden variar en funcién de la poblacién, sus habitos alimenticios y el volumen de
poblacién. La existencia o no de un sistema de alcantarillado, el nivel de industriarian de la zona donde se
ubica la poblacién. Ademas, de la zona geografica y las condiciones ambientales de la misma. En la Tabla
2.4 se recoge la composicién de las aguas residuales urbanas en funcién de su carga (débil, media y
fuerte).
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Tabla 2.4. Composicidn fisicoquimica de las aguas residuales urbanas en funcién de su carga organica

Parametros Concentracion
Débil media Fuerte

Sdlidos totales (ST), mg dm-3 350 720 1,200
Disueltos totales (SDT), mg dm-3 250 500 850
Fijos, mg dm3 145 300 525
Volatiles, mg dm-3 105 200 325
Sélidos en suspension (SS), mg dm-3 100 220 350
Fijos, mg dm-3 20 55 75
Volatiles, mg dm-3 80 165 275
Solidos sedimentables, ml dm-3 5 10 20
DBO_, mg O, dm 110 220 400
Carbén organico total (COT), mg/L 80 160 290
Nitrégeno (total en forma de N), mg dm-3 20 40 85
Organico, mg dm-3 8 15 35
Amoniaco libre, mg dm-3 12 25 50
Nitritos, mg dm-3 0 0 0
Nitratos, mg dm-3 0 0 0
Fosforo (total en forma P), mg dm-3 4 8 15
Organico, mg dm-3 1 3 5
Inorganico, mg dm- 3 5 10
Cloruros**, mg dm-3 30 50 100
Sulfato**, mg dm-3 20 30 50
Alcalinidad (como CaCOs), mg dm-3 50 100 200
Grasa, mg dm-3 50 100 150
Coliformes totales, n.2/100 mL 10> 10 10’- 10° 10’10
Compuestos organicos volatiles, (COVs), mg dm-3 <100 100 - 400 > 400

*fuente: METCALF & EDDY, INC,, (2013).
** Los valores se deben incrementar en cantidad en que estos compuestos se hallen presentes en las aguas
de suministro.

2.3.3 Antecedentes del uso de microalgas en el tratamiento de aguas

Los primeros intentos de trabajar con las microalgas se han comenzado en el afio 1890, en el cual se
separ6 la microalga Chrorella vulgaris. Sin embargo, los estudios de la fisiologia y la composicién
bioquimica de las microalgas y su posterior cultivo han dado comienzo a partir del afio 1940, siendo las
diatomeas las primeras algas en cultivarse. C. vulgaris ha sido la primera microalga en llevarse a plantas
piloto utilizando fotobiorreactores abiertos (Garcia-Romeral et al. 2017).

Las aplicaciones comerciales de las microalgas suelen estar condicionadas por diferentes
caracteristicas, tales como, alta velocidad especifica de crecimiento en medio liquido, poca exigencia
nutricional, plasticidad metabdlica, tolerancia a condiciones extremas, la sintesis y capacidad de generar
metabolitos y la posibilidad de ser manipuladas genéticamente Borowitzka (2013).

La utilizacién de las microalgas en el tratamiento de aguas residuales tiene gran interés, especialmente
para la produccion de ciertas biomolecules de alto valor afiadido. La combinacién entre la produccién de
biomasa de microalgas y los tratamientos de las aguas residuales a base de cultivos algales, ha sido objeto
de varias investigaciones.

Salazar-Gonzalez (2006) ha indicado que en el afio 1957 se realizaron estudios sobre la produccién de
biomasa algal a partir de las aguas residuales. Se han obtenido resultados positivos respecto a la
eliminacién de nitrégeno, fésforo y otros elementos de estas aguas por las microalgas. En estos estudios la

concentracion de dichos elementos varia seglin el origen de las aguas residuales, lo que influye de forma
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directa en la biomasa producida y su composicion bioquimica (carbohidratos, proteinas y lipidos), Quiroz-
Arita et al. (2015).

Fazal et al. (2017) ha indicado la capacidad de las microalgas, crecidas en aguas residuales como medio
de cultivo, en producir biocombustibles. Otros trabajos mencionan la posibilidad de integrar el
tratamiento de las aguas residuales con la captura del CO, atmosférico o industrial por los cultivos de
microalgas, con el fin de generar biocombustibles para sustituir a los combustibles f6siles Abdur Razzak et
al. (2017). También, se ha planteado la produccion de biohidrégeno a partir de microalgas (Aziz y Zaini,

2017; Dzialowski y Smith, 2008; Praveen et al. 2016; Boelee et al. 2011; Ben-Amotz, 1995).
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HIPOTESIS Y OBJETIVO

3.1 HIPOTESIS

Como hipoétesis de partida, en esta Tesis Doctoral se pretende realizar un aprovechamiento de las
aguas residuales de almazara utilizandolas como medio nutriente para el crecimiento de microalgas, y que
la biomasa generada en este bioproceso pueda tener una aplicacion directa en la generacion de

compuestos energéticos, demostrando que a traves de su fraccion lipidica se puede producir biodiesel.

3.2 OBJETIVO GENERAL

Este trabajo tiene como objetivo principal el estudio de la posible utilizacion de las aguas residuales de
almazaras (aguas de lavado de aceitunas, y aguas de lavado de aceites), generadas en procesos de
elaboracién de aceites de oliva por centrifugacién con decanter de dos salidas, como medio nutriente para
la produccién de biomasa de algas unicelulares. Simultineamente, con el tratamiento propuesto se
eliminaria algunos componentes del agua residual, disminuyendo pues su carga contaminante. Por otra
parte, se obtendria una biomasa de microalgas utilizable para la produccién de productos quimicos tales
como determinados lipidos, proteinas, pigmentos y ciertas biomoléculas especificas constituyendo el

ultimo fin de esta biomasa la produccién de biocombustibles.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS
Entre los objetivos especificos que se pretenden alcanzar cabe mencionar los siguientes:
1. Caracterizacion fisico-quimica de las aguas residuales generadas en las distintas etapas del
proceso de elaboracién de aceites de oliva a nivel de almazara.
2. Utilizacién del agua residual como medio nutriente para el crecimiento de microalgas.
3. Determinar los parametros cinéticos del crecimiento del alga unicelular utilizada en las aguas
residuales de almazaras.
4. Establecer la composicion bioquimica de la biomasa microalgal en cada una de las condiciones de
operacién ensayadas en los fotobiorreactores.
5. Enriquecer el alga en la fraccién lipidica, mediante la modificacién de las condiciones de
operacion.
6. Extraery transformar la fraccién lipidica en biodiesel.
Al final de cada experimento se realizard un control de la concentracién total de lipidos y de la
composicion en acidos grasos de la fraccion lipidica de la biomasa. Por otro lado, y una vez separada la
biomasa se determinara la composicion fisico-quimica de las aguas residuales usadas como medio de

cultivo.

Finalmente, a partir de los resultados obtenidos, se determinaran los pardmetros cinéticos: velocidad
especifica de crecimiento y productividad volumétrica en biomasa. Las condiciones mas favorables de
operacién para la producciéon de biomasa de microalgas, se fijaran basandonos en los valores mas
elevados de la velocidad especifica maxima de crecimiento y productividad, junto con una composicién
bioquimica enriquecida en la fraccion lipidica y con un perfil de acidos grasos favorable para la obtencion

de biodiesel.
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4.1 REACTIVOS QUIMICOS, EQUIPOS Y OTROS MATERIALES
A continuacién se relacionan los materiales utilizados en este trabajo de investigacidn, clasificados en

reactivos quimicos, equipos y otros materiales.

4.1.1 Reactivos quimicos
Los reactivos quimicos, férmula, origen y pureza, han sido:
- Acetona (CsHe0), Panreac, QP.
- Acido bérico (H3B03), Merck, PRS.
- Acido clorhidrico 37% (HCI), Panreac, QP.
- Acido etilendiaminotetraacético, sal disédica dihidrato (C10H14N20gNa, 2H,0), Panreac, PA.
- Alcohol n-amilico (CsH120), Panreac, PRS.
- 1-Butanol (C4H100), Panreac, PRS.
- Calcio dicloruro dihidrato (CaCl, 2H»0), Merck, PRS.
- Cloranfenicol (C11H12Ci2N20s), Fluka. BioChemika, GA 13183.
- Cloroformo (CHCl3), Panreac, PA.
- Cloruro de acetilo (CH3COCl), Panreac, PRS.
- Cobre (II) sulfato pentahidrato (CuSO4 5H:0), Carlo Erba, RPE-ACS.
- n-Hexano (C¢Hi4), Panreac, PA.
- Hierro (II) sulfato heptahidrato (FeSO.4 7H,0), Merck, PA.
- Manganeso (II) sulfato monohidrato (MnSO4 H;0), Carlo Erba, RPE.
- Magnesio sulfato heptahidrato (MgS04 7H,0), Carlo Erba, RPE-ACS.
- Metanol (CH40), Probus S.A., AL
- Molibdato aménico ((NH4)sMo07024 4H,0), Panreac, QP.
- Potasio nitrato (KNO3), Merck, PRS.
- Potasio yoduro (KI), Panreac, PA.
- Reactivo para determinacién de proteinas, Bio-Rad, Cat. 500-0006.
- Sodio dihidrogenofosfato monohidrato (NaH2PO4 H;0), Merck, PA.
- Sodio hidrogenofosfato monohidrato (Na;HPO4 12H;0), Merck, PA.
- Sodio hidréxido (NaOH), Panreac, PRS.

4.1.2 Equipos
- Agitador magnético, Selecta, Mod. Asincro S-379.
- Agitador orbital, OVAN, Mod. Orbital maxi HD.
- Autoclave, Raype, Mod. A6.110.DRY.
- Agua ultrapura, Elixa Technology Inside, Mod. Inegral 10.
- Analizador elemental automatico CHNS, Leco, Mod. TruSpec Micro CHNS.
- Balanza analitica, Mettler Toledo, Mod. AB204-S/FACT.
- Bafio del rotavapor, BUCHI, Mod. 480.
- Bafo con cabeza de termostatacion, Selecta, Mod. Tectron-100.
- Bafio con un refrigerador y serpentin de inmersioén, Selecta, Mod. 398.
- Bomba compresor, Rena, Mod. 301.

- Cabina de flujo laminar, Telstar, Mod. Mini-V/PCR.

41



MURAD IRSHIED MAAITAH

- Calefactor de bloque metalico, Dinko Instruments, Mod. D-65.

- Centrifuga, Hettich, Mod. Universal 32.

- Conductimetro, Crison, Mod. 524.

- Cromatoégrafo, Shimadzu, Mod. GC-2010 Plus ATF.

- Estufa de secado,Memmert, Mod. UE 500.

- Espectrofotometro, Thermo, Mod. Helios y.

- Fotémetro, Merck KG aA, Mod. Spetroquant NOVA 60.

- Horno, Thermolyne, Mod. 1300.

- Medidor de intensidad de iluminacidon, Biospherical Instruments Inc., Mod. QSL-200.
- Microscopio, Moticam, Mod. BA210.

- Oximetro portatil, Crison, Mod. OXI 92.

- PF04-Liofilizador, Thermo, Mod. VLP195F.

- pHmetro, Crison, GLP 22, Mod. 2001.

- Rotavapor, BUCHI, Mod. R114.

- Sistema para determinacién de DBO, Velp Scientifica, Mod. FTC 90.

- Sistema para determinacién de DBO, Velp Scientifica, Mod. S/N 118397.
- Sonicador, Branson, Mod. Sonifier, S-450A.

- Turbidimetro, Hanna, Mod. HI 93703.

4.1.3 Otros materiales
- Algoddn graso.
- Cubetas y micro cubetas de paso de luz de 1 cm, Kartell.
- Cubetas de cuarzo de paso de luz de 1 cm, Hellma.
- Disolucién tampén (pH = 7,00; 25 °C), Crison, Cat. no 23-111-02.
- Disolucién tampén (pH = 4,00; 25 °C), Crison, Cat. no 23-110-02.
- Disolucioén electrolito para electrodo de pH-metro, Crison (Crisolyt-A, KCl 3M + AgCl), Cat. no 95-
01.
- Disolucién electrolito para electrodo de oximetro, Crison, Cat. no 95 00.
- Filtro para esterilizacién de aire de 0,2 pm tamafio de poro, Millipore, Mod. Millex-FG50.
- Gasas estériles, Disfasan S.L.
- Jeringas esterilizadas de 5 cm3, Terumo.
- Lana de vidrio (lavada), Panreac, QP
- Membranas de acetato de celulosa de 0,2 pm de porosidad, Sartorius, Ref. 11107-47-N.
- Membranas de nitrato de celulosa de 0,8 um de porosidad, Sartorius, Ref. 11304-47-N.
- Membranas de nitrato de celulosa de 0,45 um de porosidad, Sartorius, Ref. 11306-47-N.
- Prefiltro de lana de vidrio, Sartorius, Ref. 13400-47-Q.
- Papel de filtro, Filter-Lab, 1305.
- Patrén de conductividad (KC1 0,10 M, 1413 pS/cm, 25 °C), Crison, Cat. no 97 10.
- Pipetas Pasteur estériles desechables de 3 cm3, Deltalab.
- Termdmetro de mercurio, escala opal, rango 0 - 200°C, Nahita.

- Tubos fluorescentes (TF), Philips TLD 36W/54.
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4.2 TOMA DE MUESTRA Y CARACTERIZACION DE LAS AGUAS RESIDUALES ANTES Y DESPUES DEL
PROCESO
En la realizacion de este trabajo de investigacion se han empleado varios tipos de aguas residuales de

almazaras y aguas residuales urbanas procedentes de tratamiento secundario.

4.2.1 Aguas de lavado de aceitunas
Estas aguas han sido tomadas directamente del vertido directo que realiza el equipo de lavado de la
almazara Aceites San Antonio S.L.U. (Escafiuela, Jaén). Durante la investigacion se efectuaron dos

recogidas de dicha almazara, 7 de febrero de 2017 y 3 de enero de 2018.

4.2.2 Aguas de lavado de aceites

Se realizaron dos recogidas durante el periodo de investigacion; la primera el 13 de enero de 2017,y la
segunda el 3 de enero de 2018. También, esta agua residual fue tomada de la almazara Aceites San
Antonio S.L.U. (Escafiuela, Jaén), directamente a la salida de la centrifuga vertical. Esta almazara usa el

proceso continuo de centrifugacion utilizando el decanter de dos salidas.

4.2.3 Aguas residuales urbanas. Tratamiento secundario
Las aguas residuales urbanas usadas en este trabajo de investigacion han sido tomadas directamente
de la salida del decantador secundario en la Estacion de Depuracién de Aguas Residuales Urbanas de Jaén.

La recogida se realiz6 el 8 de mayo de 2014.

4.2.4 Parametros de caracterizacién

4.2.4.1 pH del efluente
Se tom6 una muestra de 50 cm?3 del efluente y mediante un medidor de pH, Crison, GLP 22. Mod 2001,

previamente calibrado, se realiz6 la medida.

4.2.4.2 Conductividad eléctrica

La conductividad de una disolucion es la medida de su capacidad para conducir una corriente eléctrica.
Depende de la concentracion total de iones y de la naturaleza de éstos. La medida de conductividad del
efluente se realizé6 tomando una muestra de 50 cm?3 y utilizando un conductimetro, Crison, mod. 524,

previamente calibrado.

4.2.4.3 Turbidez (FTU)
Se tomdé una muestra de 50 cm?3 del efluente y mediante un turbidimetro, Hanna, Mod. HI 93703, se

realizo6 la medida.

4.2.4.4 Oxigeno disuelto
Para medir el oxigeno disuelto en aguas residuales, se ha usado un dispositivo Crison, Mod. 0X192. El
procedimiento se llevoé a cabo dentro del laboratorio, por lo tanto, la presién de aire debe calibrarse

dentro de la habitacién de acuerdo con la presién atmosférica fuera de la habitacion.
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La presidn del aire se determina mediante una muestra de agua ultrapura. Se tom6 una muestra de 50

cm? del agua residual y se realizé la medida del oxigeno disuelto.

4.2.4.5 Sélidos totales

Los sélidos totales se calcularon a partir del valor de humedad y materia volatil, ecuacion [4.1]:

Solidos totales % = (100 - (% humedad y materia volatil)) [4.1]

En la determinacién de la humedad y materias volatiles del efluente se ha seguido la norma TAPPIT 11
m-59, a partir de la pérdida de peso de una muestra de 50 g del efluente cuando se somete a una

temperatura de 105 * 1°C, durante el tiempo necesario para alcanzar pesada constante.

4.2.4.6 Materia grasa
La determinacién de la materia grasa en las aguas residuales se ha efectuado mediante extraccion
solido-liquido a partir del residuo sdlido seco que quedaba después de separar el agua mediante
evaporacion en estufa de secado a 105 + 1°C.
» Se tomd una muestra de 50 g de materia so6lida seca, se coloc6 en el cartucho del extractor Soxhlety
se tapa con lana de vidrio.
» Se pesa el matraz vacio del Soxhlet (de 250 cm3).
» Se miden 125 cm?3 de hexano técnico (Soxhlet de 125 cm?3) y se traspasan al matraz.
» Se empieza a calentar y a partir de la primera gota de hexano que cae encima de la muestra se
comienza a medir el tiempo.
» Se continda el proceso bajo calefaccién durante 24 h, en caso de pérdida de disolvente se compensa
afiadiendo hexano.
» Se separa el disolvente extractor y se pesa el matraz con la materia grasa, después de que se haya
alcanzado pesada constante a temperatura de 105 + 1°C.

El calculo del rendimiento graso en base seca, se realiz6 usando la ecuacidn [4.2]:

g de meteia grasa

% Materia grasa = [4.2]

g de muesta inicial

4.2.4.7 Compuestos fendlicos totales
El fenol y derivados del fenol reaccionan con un derivado tiazdlico dando un azocolorante violeta
rojizo que se determina en el espectrofotémetro a una longitud de onda de 475 nm.
» Se tom6 una muestra de 10 cm?3 del efluente y se puso en el tubo de reaccién, se agregd una
microcuchara del reactivo Ph-1K, y otra de reactivo Ph-2K, siguiendo el protocolo indicado por la
firma Merck, ref. Spectroquant 1.14551.0001.
» Se mueve el tubo para completar la reaccién y se espera un minuto y luego mida en el fotémetro,

Merck KG aA, Mod. Spetroquant NOVA 60.
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4.2.4.8 Materia orgdnica voldtil
El porcentaje en materia orgdnica del agua residual se obtiene a partir de los sélidos totales y las

cenizas, de acuerdo con la expresion:

% Materia Organica = % Solidos Totales — % Cenizes [4.3]

4.2.4.9 Demanda bioquimica de oxigeno (DBO5)

La demanda bioquimica de oxigeno se usa como una medida de la cantidad de oxigeno requerido para
la oxidacién de la materia organica biodegradable, presente en la muestra del efluente, durante cinco dias.
La demanda de oxigeno de las aguas residuales es resultado de tres tipos de materiales:

» Materia organica, utilizable como fuente de carbono por microorganismos aerobios.

» Nitrogeno oxidable, derivado de la presencia de nitritos, amoniaco y en general compuestos
orgénicos nitrogenados que sirven como nutrientes para bacterias tales como Nitrosomonas y
Nitrobacter.

» Compuestos quimicos reductores (ion ferroso, sulfitos, sulfuros, que se oxidan por oxigeno
disuelto).

Para una correcta evaluacién de la DBOs se necesita realizar ensayos con diferentes diluciones de la
muestra analizada. Estas dependen de la concentracién estimada de los contaminantes, responsables de la
demanda de oxigeno.

Las botellas usadas para la incubacién son de vidrio, color marrén oscuro de 500 cm3 de capacidad. El

analisis se realiz6 midiendo el O; disuelto al comienzo y al final de los cinco dias.

4.2.4.10 Demanda quimica de oxigeno (DQO)

El ensayo de determinacién de DQO se utiliza ampliamente para establecer la contaminacién en
materia organica total de las aguas residuales.

Para la obtencién de este parametro se ha utilizado el método espectrofotométrico normalizado de
oxidacion por dicromato de Merck, Spectroquant 1.14541.0001. La muestra de agua se oxida con una
disolucioén sulfirica caliente de dicromato potasico y sulfato de plata como catalizador.

»  Seagita el tubo de reaccién antes de afiadir la muestra de 3 cm?.

»  Seintroduce en un calefactor de bloque metalico con temperatura 148°C durante 2 h.

»  Seespera 30 min. para una refrigeracion completa y luego se mide en el fotometro.

4.2.4.11Cenizas

Las cenizas representan las sales minerales del efluente. Se tomé una muestra de 1 a 2 g de la materia
solida en un crisol de porcelana limpio, seco y tarado previamente. Se coloc6 la muestra en un horno a 575
+ 5°C de 4 a 8 h para incinerar la materia organica hasta lograr pesada constante. El calculo se realiz6

usando la ecuacién [4.4]:

g de sales mineral

% Cenizes =
% g de muestra ensayada
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4.2.4.12 Nitrégeno total

Los compuestos de nitrégeno organico e inorganico se transforman en nitratos de acuerdo con el
método de Koroleffs por tratamiento con un agente oxidante en un termo reactor. En acido sulftrico
concentrado, este nitrato reacciona con un derivado de acido benzoico para formar un compuesto de nitro
rojo que se determina fotométricamente (Merck, Spectroquant 1.14537.0001).

» Se tom6 una muestra de 10 cm3 del efluente en el tubo de la reaccién y se adicion6é dos

microcuchara del reactivo N-1K y seis gotas de reactivo N-2K.

>  Seintrodujo 1 h en un calefactor de bloque metalico a temperatura de 120°C.

»  Se esperd 30 min. para una refrigeraciéon completa, y se tom6 1,5 cm3 de muestra. Todo ello se

puso en el tubo de reaccién y se adicioné una microcuchara del reactivo N-3K, moviendo el tubo

para completar la reaccion; finalmente, se esper6 10 min. y luego se midi6 en el fotometro.

4.2.4.13 Nitritos

En disolucidn acida, los iones nitrito forman con el acido sulfanilico una sal de diazonio que reacciona
con el diclorhidrato de N-(1-naftill)-etilendiamina dando un azocolorante violeta rojizo.

»  Setomo6 una muestra de 5 cm?3 y se puso en el tubo de reaccién.

»  Se esperd 10 min. para completar la reaccién, que implica un cambio de color a violeta rojizo.

Este colorante se determina fotométricamente a 525 nm (Merck, Spectroquant 1.14547.0001).

4.2.4.14 Nitratos
En disolucién sulfdrica y fosférica los iones nitrato forman con 2,6-dimetilfenol (DMP) el compuesto 4-
nitro-2,6-dimetilfenol.
»  Se tomd6 una muestra de 1 cm3 del efluente en el tubo de reaccién y se afiadié 1 cm?3 del reactivo
NO3-1K. Se esperdé 10 min. para completar la reaccién y luego se midié en fotémetro a 338 nm

(Merck, Spectroquant 1.14563.0001).

4.2.4.15 Amonio

El nitréogeno amoniacal se presenta, en parte en forma de iones amonio, y en parte en forma de
amoniaco. Entra ambas formas de aparicién existe un equilibrio dependiente del pH. En disolucién
fuertemente alcalina, en la que practicamente sélo existe amoniaco, tiene lugar con iones hipoclorito una
transformacién en monocloramina.

» Se tomd una muestra de 0,1 cm3 del efluente en el tubo de reaccién y se adiciomdé una

microcuchara del reactivo NH4-1K.
»  Se agit6 el tubo para completar la reaccién. Se esperd 15 min. y luego se midi6 en el fotémetro

(Merck, Spectroquant 1.14559.0001).
La monocloramina forma con un fenol substituido un derivado azul de indofenol que se mide

fotométricamente. Debido a la tincién propia de color amarillo del valor blanco de los reactivos, la

disolucion de medicion aparece en color amarillo-verde a verde.
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4.2.4.16 Fosfatos
En disolucidn sulfirica, iones orto fosfato forman con los iones molibdato 4cido, molibdofosforico. Este
altimo, con 4cido ascorbico, se reduce a azul de fosfomolibdeno.
»  Se tomo una muestra de 1 cm3 en el tubo de reaccién y se afiadi6 una gota del reactivo P-1K.
»  Seintrodujo en un calefactor de bloque metalico con temperatura 120°C durante 30 min.
»  Se esperd 30 min. para una refrigeraciéon completa y se afiada 5 gotas del reactivo P-2K, y una
microcuchara del reactivo P-3K. Se esper6 para completar la reaccidon 10 min. y luego se midi6 en

el fotdbmetro de acuerdo con el procedimiento de Merck. Spectroquant 1.14729.0001.

4.2.4.17 Sulfatos
Los iones sulfatos forman con los iones bario, sulfato barico dificilmente soluble.
»  Se tomo una muestra de 5 cm3 del efluente en el tubo de reaccién y se afiadié una microcuchara
del reactivo SO4-K. Se agit6 el tubo para completar la reaccidn, esperando dos min., y luego mididé

en el fotometro (Merck, Spectroquant 1.14548.0001).

4.2.4.18 Cobre
En un medio amoniacal, los iones cobre (II) forman con cuprizona un complejo azul.
»  Se tomo6 una muestra de 5 cm3 del efluente en el tubo de reaccién y se agregd6 cinco gotas del
reactivo CU-1K.
»  Seagit6 el tubo para completar la reaccién, esperando cinco min. y luego se midi6 en el fotémetro
(Merck, Spectroquant 1.14553.0001).

El valor del pH debe encontrase en el intervalo 7,0-9,5.

4.2.4.19 Cloruros
Los iones cloruro reaccionan con tiocianato de mercurio (II) dando cloruro de mercurio (II) poco
disociado. El tiocianato aqui liberado forma con iones hierro (III) tiocianato de hierro (III) que se mide
fotométricamente.
»  Se tomd una muestra de 5 cm?3 de efluente en el tubo de reaccidn y se afiadié 2,5 cm3 del reactivo
Cl-1Ky 0,5 cm3 de reactivo Cl-2K.
»  Seagit6 el tubo para completar la reaccién. Después se puso la muestra en oscuridad un minuto y

luego se midi6 en el fotometro (Merck, Spectroquant 1.14897.0001).

4.2.4.20 Magnesio
En disolucién neutra, los iones magnesio forman con purpura de ftaleina un colorante violeta.
» Se tomd una muestra de 1 cm3 del efluente en el tubo de reaccién y se afiadié 1 cm3 del reactivo
Mg-1K.
»  Seesper6 3 min. y luego se adiciond tres gotas del reactivo Mg-2K.
>  Se agit6 el tubo para completar el reacciéon y se midid en el fotémetro siguiendo el procedimiento

indicado por Merck, Spectroquant 1.00815.0001.
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4.3 INSTALACION EXPERIMENTAL

En la realizaciéon de los experimentos se han usado las instalaciones de cultivo del Grupo de
Investigacién ‘Bioprocesos (TEP-138, Junta de Andalucia)’, Area de Ingenieria Quimica, en la Facultad de
Ciencias Experimentales de la Universidad de Jaén.

Las instalaciones estan situadas en una dependencia separada del laboratorio, lo que facilita el control

de los experimentos.

4.3.1 Agitador orbital

En este trabajo, se utiliz6 un agitador orbital OVAN, mod. Orbital maxi HD, conectado con el equipo de
control de temperatura OVAN, mod. IC10-C+ACOP E, para mezclar, homogeneizar y preparar cada
experimento. Este equipo consiste en un control de tiempo que puede ajustarse de acuerdo con necesidad,
asi como tener algtin control de velocidad. El equipo esta constituido por una plataforma con dos niveles.
En el parte superior es donde se ha colocado los Erlenmeyer con la suspension de microalgas; la base de
estos niveles de la plataforma contiene un material antideslizante para evitar la caida de los Erlenmeyer.
La iluminacidn se controla a través de un temporizador.

Antes de comenzar el experimento, todo el sistema es desinfectado con etanol para evitar la

contaminacion.

Figura 4.1 Elementos basicos del agitador orbital y equipo de control de temperatura.

4.3.2 Instalacion de cultivo

La instalacion estd equipada con cinco agitadores magnéticos, Selecta, mod. Asincro S-379, que se
conectan 10 min., antes de la toma la muestra, con el objetivo de homogeneizar el medio después de
introducir el indculo. En las Figuras 4.2 y 4.3 se han representado los elementos basicos de la instalacion

de cultivo.

4.3.2.1 Fotobiorreactores

Cada fotobiorreactor tiene una capacidad util de 500 cm3, consta de dos cilindros concéntricos
verticales, uno interior donde se mantiene el medio de cultivo durante el experimento y otro exterior, que
funciona como camisa de termostatacion. La camisa esta provista de dos conexiones de entrada y salida en
su parte inferior y superior respectivamente (entrada de agua, EA, y salida de agua, SA). El fotobiorreactor

esta cerrado por su parte superior por una tapa con dos orificios, uno de ellos para el suministro de aire y
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para la toma de muestras (1), el otro para el suministro inicial del medio de cultivo (2), control, y medida
el pH. Este tiltimo est4 provisto de un tapén que tiene la forma de cono y que permite solamente la salida

de aire, Fig. 4.2.

4.3.2.2 Suministro de aire
El aire introducido a los fotobiorreactores fue suministrado por una bomba-compresor Rena, mod. 301
(3), que dispone de un regulador de caudal. El aire en su camino a los fotobiorreactores pasa por los
siguientes elementos:
- Un filtro que contiene algodén hidréfobo para la retencion de las particulas en suspension que lleva
el aire consigo (4).
- Una uni6n en forma de T introducida en una columna estabilizadora que contiene agua ultrapura,
que permite posteriormente la regulacion de los caudales de aire en cada fotobiorreactor (5).
- Un frasco lavador que contiene agua ultrapura a la temperatura de trabajo, para la humidificacién del
aire antes de su entrada a los fotobiorreactores, reduciendo asi la evaporacién del medio de cultivo
(6).
- Un distribuidor de aire con una entrada y cinco salidas (7).
- Una valvula de control (tipo Hoffmann) situada en la conduccién entre el distribuidor de aire y el
medidor de caudal (8).
- Un medidor de caudal calibrado previamente (9).
- Un filtro tipo Millex-FG50 Millipore de 0,2 pm de tamafio de poro para la esterilizacion del aire que
entra a los fotobiorreactores (10).
- Una conduccién de goma de silicona para la introduccion del aire en el interior del fotobiorreactor,
elegida de un didmetro adecuado para favorecer la formacién de burbujas de pequefio tamafio.

Simultadneamente, se utiliza para la toma de muestras del cultivo (11).

4.3.2.3 Suministro de aire y diéxido de carbono

La medida de los caudales de aire y CO, suministrados a los fotobiorreactores se realizé utilizando
diafragmas de vidrio conectados a manoémetros diferenciales, que contienen 1-pentanol coloreado con
yodo. Los diafragmas se han calibrado midiendo las diferencias de altura manométrica (Ah) que
originaban el paso de caudales conocidos de aire o de CO (@), mediante un medidor de burbuja conectado

en serie con la instalacién, Tal como se indica en el apartado 4.4.3.2 .

4.3.2.4 Circuito de termostatacion

El circuito de termostatacién esta constituido por varios elementos: un bafio, cabeza de termostatacién
Selecta, mod. Tectron-100 con bomba de recirculaciéon de fluido y un termostato, un termdémetro (12) y
varias conducciones de PVC que conectan el bafio con los diferentes fotobiorreactores. Para trabajar a
temperaturas mas bajas que la ambiental se ha complementado dicho bafio con un refrigerador con

serpentin de inmersién Selecta, mod. 398 (13). El fluido utilizado en este circuito ha sido agua destilada.
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4.3.2.5 Agitacion mecdnica
La instalacion estd equipada con cinco agitadores magnéticos, Selecta, mod. Asincro S-379, (14) que se
conectan 10 min. antes de la toma de la primera muestra con el objetivo de homogeneizar el medio

después de introducir el in6culo.

4.3.2.6 Medida y control del pH
La medida y control del pH han sido realizados manualmente, haciendo uso de un medidor de pH,

Crison, GLP 22, mod. 2001.

4.3.2.7 Sistemas de iluminacion
Se han utilizado un sistema de iluminacién bajo un ciclo luz/oscuridad (12 h de iluminacién por dia). El
sistema esta constituido por dos tubos fluorescentes (TF), Philips TLD 36W /54, luz dia, rectos de 120 cm,

con una pantalla reflectora (15).

Figura 4.2 Elementos basicos de la instalacién experimental de cultivo.
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Figura 4.3 Elementos de la instalacion de cultivo de microalgas.
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4.4 PROCEDIMIENTO

4.4.1 Microalga utilizada
Los cultivos se realizaron con la alga unicelular Chlorella pyrenoidosa, Chick 8H Emerson, que se

mantuvo en nuestro laboratorio de cultivo.

4.4.2 Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados en este trabajo han sido clasificados de la siguiente forma:

a) Elaborados con medio Rodriguez-Loépez.

b) Preparados con aguas de lavado de aceitunas.

c) Elaborados con aguas de lavado de aceites (procedente del proceso continuo con decanter de dos
salidas).

d) Constituidos con aguas de lavado de aceitunas, y aguas de lavado de aceites (procedente del
proceso continuo con decanter de dos salidas).

e) Elaborados con aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites (proceso de dos salidas), y

aguas residuales urbanas.

> Elaborados con medio Rodriguez-Lopez.

La composicién de las disoluciones stock del medio de cultivo de Rodriguez - Lépez se encuentra en la
Tabla 4.1. La preparacién de un litro del medio de cultivo necesita los siguientes volimenes de cada

disolucioén.

Tabla 4.1. La composicion de las disoluciones stock del medio Rodriguez - Lépez
Disolucion Volumen, cm3

100
10
10
1

1

1

I <> B w B o T - I~

El volumen restante se enrasa con agua ultrapura hasta un litro.
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Tabla 4.2. La composicién de las disoluciones del medio Rodriguez-16pez

Disoluciéon Nutriente Concentracion

KNO3 10,111

A Na;HP04.12H0 16,310
NaH;P042H20 0,780

B MgS04.7H:0 24,65
CaCl;.2H20 1,47

D FeS04.7H20 7,000
EDTA 9,300

MnS04.Hz0 0,170

E ZnS04.7H,0 0,290
CuS04.5H20 0,250

F H3BO3 0,061
(NH4)6M07024.4H,0 0,013

» Elaborados con aguas del lavado de aceituna, aguas del lavado de aceite y aguas residuales

urbanas:

Estos medios de cultivo han consistido en diferentes diluciones de aguas lavado de aceituna y aguas de
lavado de aceites. El acondicionamiento del lavado de aceitunas y aceites fresco, proceso continuo con

decanter de dos salidas, se describe en el diagrama de la Figura. 4.4.

ALF, ALAy RU S Centrifugacién (6000 rpm, 10 min)
Fase sélida Fase liquida

Esterilizacién Filtracién
membrana 0,45 pm papel de filtro

Figura 4.4 Diagrama de flujo de preparacién de aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites y
agua residuales urbanas.

4.4.3 Comienzo y desarrollo de los experimentos

Para iniciar los experimentos es necesario introducir el medio de cultivo y el indéculo en el
fotobiorreactor (que ha sido previamente esterilizado en la autoclave). El trabajo empieza en una cabina
de flujo laminar, Telstar, mod. Mini-V / PCR, se desinfecta con etanol y radiacién ultravioleta durante 10

min., para evitar la contaminacion.
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4.4.3.1 Cultivo y desarrollo de los cultivos

La introduccién del medio en el reactor se realiza en una cabina de flujo laminar, provista de una goma
de silicona; el medio de cultivo es impulsado por una bomba peristaltica y haciéndolo pasar por un
portafiltro de policarbonato que contiene un pre-filtro y una membrana de 0,45 um de porosidad,
previamente esterilizados en autoclave. A continuacién se afiade el indculo. El pequefio laboratorio donde
estd situada la instalacién, previamente limpia y preparada, se somete a desinfeccién durante
aproximadamente 15 min mediante un tubo de rayos U.V. Una vez inoculado el cultivo, se trasladan los
reactores a la instalaciéon y se ajustan las variables de operacién a los valores seleccionados para el
experimento. Durante el primer dia se toman cuatro muestras y durante los tres siguientes dias de cultivo
se toman tres muestras diarias de la suspension de células, que se reducen a una a partir del cuarto dia. En
cada muestra se determinan los parametros del crecimiento celular y de composiciéon bioquimica de la
biomasa (clorofilas, carotenoides y proteinas de la biomasa). Los experimentos finalizan una vez el

crecimiento alcanza la fase estacionaria, para evitar el deterioro de la biomasa obtenida.

4.4.3.2 Medida de los caudales de aire y diéxido de carbono

La medida de los caudales de aire y di6xido de carbono suministrados a los fotobiorreactores se realizé
utilizando diafragmas de vidrio conectados a mandémetros diferenciales que contienen 1-pentanol con
yodo. Los diafragmas se han calibrado midiendo las diferencias de altura manométrica (Ah) que
originaban el paso de caudales conocidos de aire (@), mediante un medidor de burbuja conectado en serie
con la instalacién. Mediante el método de minimos cuadrados se han obtenido las ecuaciones que
relacionan los parametros Q y Ah, expresados en (dm3 min1) y (cm), respectivamente. Teniendo en cuenta

la pequefia variacién en la temperatura de trabajo, la calibracion se ha realizado a temperatura ambiente.

4.4.3.2.1 Ecuaciones de calibrado de los medidores de caudal
Por el método de minimos cuadrado, se han obtenido las ecuaciones que se recogen en la Tabla 4.3,

donde Q y Ah van expresados en (dm3 min'!) y (cm), respectivamente.

Tabla 4.3. Ecuaciones de calibrado de los medidores de caudal de aire y diéxido de carbono con indicacién
de la bondad del ajuste (r?)

Medidor Ecuacién r2

1 log Q= 0,523 log Ah - 0,330 0,997
2 log Q=0,577 log Ah - 1,03 0,999
3 log @ = 0,673 log Ah - 0,737 0,996
4 log Q =0,603 log Ah - 0,333 0,996
5 log Q@ = 0,529 log Ah - 0,428 0,999
Dioxido de carbono ( CO2)

6 log Q=0,6731log Ah - 1,54 0,998
7 log Q=0,6421og Ah - 1,81 0,999
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Figura 4.5 Rectas de calibrado de los medidores de caudal 1 (@) y 2 ().
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Figura 4.6 Rectas de calibrado de los medidores de caudal 3 [A), 4(@)y5 (M.
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Figura 4.7 Rectas de calibrado de los medidores de caudal 6 (O) y 7 (H) para el CO..

4.4.3.3 Determinacidn de la intensidad de iluminacién

La medida de la intensidad inicial de iluminacién (Io) se realiz6 con los fotobiorreactores vacios y con
el liquido de termostatacion circulando. Para la medida de (Io) se han realizado un total de 15
determinaciones puntuales en cada fotobiorreactor; tres grupos de cinco medidas a tres alturas diferentes
(a partir de la base) en los fotobiorreactores de 500 cm3.

Para el calculo de la intensidad media de iluminacién se han promediado en primer lugar a cada altura

(i) las medidas en la forma:

P+1P
P = IT*' [4.5]

donde IiDes la intensidad promediada para las medidas de la parte delantera del fotobiorreactor, IiP para

la parte posterior, en el sistema de iluminacién con tubos fluorescentes rectos, ya que en el otro es

indiferente. La ecuacion utilizada para promediar, ha sido del tipo:

[4.6]
' L/2

siendo L la longitud de la circunferencia del cilindro del fotobiorreactor (L/2 = 11,78 cm, L/4 = 5,89 cm en

reactor de 500 cm3). La ecuacién para ajustar los valores experimentales de las medidas ha sido:
li(x)=a+bx+cx? [4.7]

donde, x corresponde a la longitud del arco a partir de un punto de referencia (x = 0; 5,89 y 11,78 cm

reactor de 500 cm3). La determinacion de los coeficientes a, b y ¢ se efectiia resolviendo un sistema de tres
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ecuaciones. Finalmente, se determina la media para los tres niveles, asignandole al segundo nivel doble

peso respecto al primero y tercero, por estar situado en la parte central del fotobiorreactor:

_ L+ 1r+]3

[, = " [4.8]

- "
T
Figura 4.8 Medidor de Biospherical Instruments Inc. Mod.QSL-200.

Los valores medios de las medidas de intensidad inicial de iluminacion (o) y final (If) en cada una de
las series experimentales llevadas a cabo utilizando diferentes medios de cultivos se han calculado, asi

como el valor medio de todas las medidas realizadas, Tabla 4.4.

Tabla 4.4. Valores medios de las intensidades inicial y final de iluminacién obtenidos en cada una de los
diferentes medios de cultivos

Medios de cultivos Iluminacion inicial Iluminacion final
(ME m2s1) (ME m2s°1)
- Rodriguez-Léopez (R-L)* 136,4 112,6
- Rodriguez-Lépez (R-L)** 132,7 1219
- Aguas de lavado de aceitunas (ALF) 135,2 117,5
- Aguas de lavado de aceites (ALA) 126,2 123,1
-Aguas de lavado de almazara con aguas 140,6 116,8
residuales urbanas
- Aguas de lavado de aceitunas y CO; (ALFC) 134,2 117,7
- Aguas de lavado de aceites y COz (ALAC) 1374 117,7
- Aguas de lavado de almazara con aguas 141,2 113,4
residuales urbanas y CO;
Valor medio de todas las medidas 135,5 117,6

* Serie experimental sobre el efecto de la temperatura de operacién.
** Serie experimental sobre la influencia de la velocidad especifica de suministro de aire.
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4.5 MEDIDA DEL CRECIMIENTO CELULAR
Para la evaluacidn del crecimiento celular se han utilizado los siguientes parametros:
- Absorbancia de la suspension de células.
- Peso seco de la biomasa.

- Numero de células.

4.5.1 Absorbancia de la suspension de células

La absorbancia de la suspension de microalgas en los medios de cultivo que se han usado en este
trabajo de investigacion esta influenciada por el color que aporta el agua residual (procedente del proceso
continuo con decanter de dos salidas) presente en los mismos, mas o menos intenso en funcién de la
dilucion utilizada.

Para soslayar este inconveniente, hay que eliminar previamente el medio de cultivo. Para ello, se ha
utilizado el método siguiente:

»  Setoman 5 cm3 de cultivo mediante una jeringa estéril.

»  Se centrifugan 10 min a 6000 rpm.

»>  Seelimina el sobrenadante, realizando dos lavados con agua ultrapura.

» La biomasa obtenida se resuspende en agua ultrapura al volumen primitivo de la muestra y se

mide la absorbancia.

La medida de absorbancia se ha llevado a cabo con un espectrofotémetro de un solo haz, Thermo, Mod.
Helios v, a una longitud de onda de 600 nm, utilizando cubetas de paso de luz de 1 cm, de un sélo uso. La
eleccion de la longitud de onda se hizo considerando la revision bibliografica realizada (Camacho et al
1989). De acuerdo con la ley de Lambert-Beer, se pueden generar desviaciones de la recta de calibrado al
sobrepasar un valor determinado de absorbancia (en nuestro caso a partir de valores préximos a 0,550).
Para impedirlo se han realizado, previamente a la medida de la absorbancia, las diluciones adecuadas a las

muestras que superan dicho valor.

4.5.2 Peso seco de la biomasa

La concentracién celular, g dm=3, se ha medido indirectamente mediante la absorbancia de la
suspension celular a una longitud de onda de 600 nm, estableciendo previamente una recta de calibrado
peso seco-absorbancia. Para la obtencién de esta recta de calibrado se determiné la absorbancia y la
concentracién de biomasa al principio de la fase estacionaria de crecimiento para todos los experimentos.
La concentracién de biomasa (en peso seco) se ha obtenido tomando una muestra de 50 cm3 de
suspension celular que se centrifuga, se lava dos veces con agua ultrapura y se seca en estufa a 105 + 1°C
hasta pesada constante. Los valores de la concentracion celular frente a la absorbancia aparecen en las
Tablas 4.4 a 4.7 para los medios de cultivos formados a partir del usado por Rodriguez-Lépez (R-L), y
aquellos constituidos por aguas del lavado de aceitunas (ALF), aguas del lavado de aceites (ALA), y aguas

residuales urbanas (RU) respectivamente.
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Tabla 4.5. Relacién entre Peso seco y Absorbancia a 600 nm, cuando se us6 el medio Rodriguez-Lépez

x 102 x 102 x 102 x 102
Agoo g dm3 Agoo g dm3 Agoo g dm3 Agoo g dm
0,00 0,00 0,039 0,749 0,070 1,60 0,157 3,95
0,018 0,401 0,04 0,959 0,072 1,77 0,163 4,01
0,021 0,413 0,044 1,09 0,077 1,95 0,188 4,44
0,023 0,461 0,045 1,13 0,078 1,99 0,202 4,98
0,025 0,484 0,047 1,15 0,081 2,02 0,208 5,30
0,026 0,519 0,052 1,20 0,090 2,36 0,228 7,72
0,027 0,565 0,053 1,22 0,095 2,77 0,237 7,74
0,028 0,576 0,057 1,31 0,100 2,89 0,254 8,33
0,031 0,599 0,063 1,37 0,114 2,97 0,284 8,84
0,034 0,656 0,064 1,42 0,115 3,19 0,429 15,4
0,035 0,706 0,065 1,44 0,117 3,21 0,448 15,5
0,036 0,716 0,066 1,45 0,139 3,33 0,510 16,7
0,037 0,724 0,067 1,53 0,142 3,54 0,535 18,6

Tabla 4.6. Relacion entre Peso seco y Absorbancia a 600 nm, cuando se us6 el medio con aguas de lavado
de aceitunas

x 102 x 102 x 102
Aeoo g dm3 Aso0 g, dm-3 Asoo g, dm-3
0,00 0,00 0,083 2,30 0,164 4,68
0,027 0,920 0,084 2,31 0,167 4,74
0,033 0,955 0,087 2,34 0,170 4,81
0,035 1,148 0,088 2,43 0,176 4,90
0,041 1,19 0,090 2,56 0,179 5,23
0,045 1,24 0,091 2,68 0,183 5,77
0,047 1,26 0,093 2,88 0,185 5,87
0,053 1,31 0,094 291 0,189 6,04
0,055 1,44 0,099 2,96 0,217 6,23
0,057 1,48 0,100 3,05 0,219 6,30
0,059 1,55 0,105 3,11 0,221 6,48
0,060 1,62 0,109 3,14 0,227 6,59
0,064 1,74 0,115 3,24 0,273 7,09
0,065 1,82 0,117 3,81 0,279 9,00
0,066 1,83 0,130 4,18 0,281 9,15
0,068 1,87 0,145 4,34 0,312 9,27
0,071 1,98 0,147 4,51 0,315 9,39
0,072 2,10 0,151 4,57 0,330 9,49
0,076 2,22 0,154 4,60 0,335 9,63
0,077 2,28 0,157 4,64 0,361 11,4
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Tabla 4.7. Relacion entre Peso seco y Absorbancia a 600 nm, cuando se us6 el medio con aguas de lavado

de aceites
x 102 x 102
Asoo g dm Agoo g dm
0,00 0,00 0,062 2,06
0,024 0,930 0,064 2,11
0,027 1,11 0,065 2,22
0,029 1,16 0,070 2,36
0,032 1,19 0,072 2,38
0,034 1,21 0,077 2,40
0,038 1,36 0,079 2,44
0,040 1,45 0,080 2,61
0,046 1,52 0,082 2,76
0,048 1,58 0,087 2,90
0,050 1,63 0,091 2,97
0,055 1,66 0,098 3,06
0,058 1,83 0,099 3,21
0,059 1,98

Tabla 4.8. Relacién entre Peso seco y Absorbancia a 600 nm, cuando se usé el medio con aguas residuales

urbanas

x 102 x 102
Agoo g dm-3 Agoo g dm-3
0,00 0,00 0,158 5,62
0,111 3,76 0,158 5,70
0,114 3,89 0,174 5,95
0,116 3,99 0,179 6,36
0,119 4,09 0,231 7,87
0,136 4,42 0,232 8,13
0,147 4,74 0,293 9,31

La representacion grafica de los datos experimentales obtenidos de peso seco frente absorbancia

corresponden a rectas (Figuras 4.9 a 4.11), con coeficientes de regresion lineal aceptables, Tabla. 4.8.

0,25 1

0,20

0,15 ~

X, gdm

0,10 1

0,05 1

0,00 T T T T T 1
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

A600

Figura 4.9 Concentracién de biomasa (x) frente a la absorbancia de la suspension de
células a 600 nm (Aeoo) en el medio de Rodriguez-Loépez.
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Figura 4.10 Concentracion de biomasa (x) frente a la absorbancia de la suspension de
células a 600 nm (Aeoo), en el medio con aguas de lavado de aceitunas, y aguas
de lavado de aceitunas con agua residuales urbanas.
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Figura 4.11 Concentracién de biomasa (x) frente a la absorbancia de la suspensién de
células a 600 nm (Aeoo) en el medio con aguas de lavado de aceites, y aguas
de lavado de aceites con aguas residuales urbanas.
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Tabla 4.9. Ecuaciones de calibrado peso seco-absorbancia medida 600 nm
Medio de cultivo Ecuaciéon r2

- IHoatiTek pe ) x (g dm™) = 0,353 Agoo - 7 - 103 0,989

- Aguas lavado de aceitunas (ALF)

- Aguas lavado de aceitunas con X (gdm3) = 0,299 Ago- 610 0,987
aguas residuales urbanas (ALFRU)

- Aguas lavado de aceite (ALA)

- Aguas lavado de aceite con aguas X (gdm=3) = 0,331 Agoo + 610 0,982
residuales urbanas (ALARU)

4.5.3 Numero de células

El contaje celular se ha llevado a cabo directamente de las muestras obtenidas en el transcurso de los
experimentos, utilizando una cadmara de recuento Neubauer y un microscopio Moticam, mod BA210. En
esta camara se diferencian dos zonas, en cada una zona hay 25 cuadriculas y cada cuadricula esta dividida
en 16 cuadrados, de manera que el nimero total de cuadrados por zona es 400, Figura 4.12. El recuento
realizado corresponde al nimero de células que se encuentran en los cuadrados correspondientes a la
diagonal de cada cuadricula (100 cuadrados en cada zona) por lo que en total se cuentan las células que
hay en 200 cuadrados.

Las dimensiones de cada cuadrado son de 0,0025 mm? de area por 0,100 mm de profundidad; por

tanto, para calcular el nimero de células por litro de cultivo se utiliza la ecuacién [4.9]:

N® total de células __ N? células contadas
1 dm3 o 5

108 [4.9]
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Figura 4.12 Una de las dos zonas de la camara de Neubauer. En verde se marcan los cuadrados de la
diagonal de cada una de las 25 cuadriculas donde se utiliza el contaje celular para
determinar el nimero de células por unidad de volumen.
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4.6 COMPOSICION FiSICO-QUIMICA DE LA BIOMASA

La composicién de la biomasa obtenida en los diferentes experimentos se caracterizé realizando las

siguientes determinaciones:

Concentracion de proteinas.

Pigmentos: clorofilas y carotenoides totales.
Lipidos totales.

Acidos grasos en la fraccién lipidica.

Andlisis elemental.

4.6.1 Determinacion del contenido de proteinas

Para la determinacién del contenido en proteinas de la biomasa de microalgas se ha utilizado el

método de Bradford (1976).

Procedimiento:

»  Setomo6 una muestra de 5 cm3 de suspension de células.

>  Se centrifuga, se elimina el sobrenadante y se lava dos veces con agua ultrapura.

»  Seresuspende la biomasa obtenida en agua ultrapura al volumen primitivo.

» La muestra se somete a disrupcion celular durante 30 min a la maxima potencia y en un bafio de
hielo, utilizando un sonicador Branson, mod. Sonifier 450.

»  Setomd 1,6 cm3 de la muestra homogeneizada, y se le afiade 0,4 cm?3 de reactivo Bio-Rad.

»  Se agita suavemente evitando la formacion de espuma.

» Pasado un tiempo de 10 min, se mide la absorbancia a 595 nm, utilizando cubetas de cristal de
paso deluz 1 cm.

» Al mismo tiempo, se prepara un blanco hecho con agua ultrapura y reactivo Bio-Rad.

El calculo de la concentracién de proteinas en (mg dm-3), se realiz6 usando la ecuacion [4.10]:

Proteinas = (21 Asos) + 0,324 [4.10]

4.6.2 Pigmentos

La determinacién del contenido de pigmentos, clorofilas y carotenoides totales, se ha realizado segiin

el método de Strickland y Parsons (1968).

4.6.2.1 Concentracién de clorofilas

>
>
>

Se tom6 una muestra de 5 cm3 de cultivo.

Se centrifuga, se elimina el sobrenadante y se lava dos veces con agua ultrapura.

La biomasa obtenida se sumerge rapidamente en agua hirviendo durante 1 a 2 min, para asi
mejorar la extraccién con el disolvente y reducir posibles acciones enzimaticas (Strain y Svec,
1966; Holden, 1976).

Debido a la fotosensibilidad de los pigmentos se debe realizar el proceso evitando la iluminaciéon
de la muestra. Se envuelve el tubo en papel de aluminio, y se guarda en frigorifico 24 h para la
completa extraccion de los pigmentos.

Los extractos con el blanco se clarifican mediante centrifugacién durante 10 min a 6000 rpm.
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» Se mide la absorbancia del sobrenadante a las longitudes de onda de 647 y 664 nm utilizando
micro-cubetas de cristal.
La concentracion de clorofilas ‘a’ y ‘b’ (ug cm3), se obtuvieron utilizando las ecuaciones [4.11] y [4.12],

propuestas por Jeffrey y Humphrey (1975):

CHLa = (11,93) Aces - (1,93) A7 [4.11]
CHL = (20,36) Aes7 - (5,5) Asss [4.12]

El contenido total en clorofilas en (pug cm3), se obtiene sumando ambas ecuacion [4.13]:

CHLt = (6,43) A664 + (18,43) A647 [4—.13]

4.6.2.2 Carotenoides totales
Para la determinacién del contenido de carotenoides totales se mide la absorbancia del sobrenadante,
separado anteriormente, a la longitud de onda de 480 nm, utilizando cubetas de cristal y para su calculo se

uso6 la expresiéon propuesta por Strickland y Parsons (1972):

El calculo del carotenoides en (pug cm3), se realiz6 usando la ecuacidn [4.14]:

Carotenoides totales = (4) Asso [4.14]

4.6.3 Concentracion de lipidos totales

El andlisis de la concentracion de lipidos totales se realiz6 a la biomasa seca obtenida al final de cada
experimento. La biomasa es liofilizada en un equipo Thermo, Mod. VLP195F. Esta disefiado para trabajar
con una amplia variedad de accesorios de secado: frascos, viales,...

Entre las caracteristicas que presentan estan:

- Capacidad maxima de la cAmara de condensacion, 5 dm3.

- Temperatura de trabajo: -50°C.

- Rango de temperatura: Tambiente hasta -60°C.

- Rango de presion: 30 pbar a 50 mbar.

Figura 4.13 Elementos basicos del equipo liofilizador.
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Para la determinacién de los lipidos totales se lleva a cabo una extraccidon utilizando una mezcla de
cloroformo: metanol 2:1 (v:v) en una relacién aproximada de 100 cm3 de mezcla extractora por g de
biomasa liofilizada. Esta extraccion se lleva a cabo en un matraz Erlenmeyer cerrado para evitar pérdidas
de disolvente por evaporacidn, y con agitacidn magnética suave durante aproximadamente 24 h. Una vez
completada la extraccidn, se separa el extracto de la biomasa por centrifugacién a 6000 rpm durante 10
min.,, y la biomasa se vuelve a extraer durante otros 10 min., con metanol que tras ser separado
igualmente por centrifugacion se une al extracto anterior. El extracto total obtenido, que contiene los
lipidos totales de la muestra, se lleva a sequedad en rotavapor usando un matraz redondo previamente

tarado, y por diferencia de pesada se puede cuantificar el contenido en lipidos totales de la muestra.

4.6.4 Contenido en acidos grasos de la fraccion lipidica

Para la identificacion de los acidos grasos de la biomasa presente en la fraccion lipidica, se ha utilizado
la cromatografia de gases, siguiendo el método descrito por Lepage y Roy (1984), que no necesita la
separacion previa de la fraccion lipidica. En un tubo de rosca, se introducen de 10 a 15 mg de biomasa
seca a la que se adiciona 1 cm3 de una mezcla formada por cloruro de acetilo en metanol en la proporciéon
1:20 (v/v), y un pequefio iman para lograr la agitacién magnética durante la metanolisis realizada a 100°C
durante una hora. Una vez la muestra se ha enfriado a temperatura ambiente, se afiaden 0,5 cm3 de n-
hexano y 1 cm3 de agua ultrapura. Se agita, se centrifuga y se extrae la fase organica que contiene los
ésteres metilicos formados, la cual se almacena a 4°C, hasta su inyecciéon en el cromatdgrafo. Se ha
utilizado un cromatégrafo, Shimadzu, GC-2010 Plus ATF, provisto de detector de ionizacién de llama, con
el siguiente programa de temperaturas: temperatura inicial del horno 150 + 1°C durante 8 min. y a
continuacion elevacion de 3°C min? hasta alcanzar 190°C, permaneciendo a esta temperatura durante
23,5 min. Se ha empleado una columna capilar (Supelco) de silice fundida de alta polaridad SP2330 de 30
m de longitud y 0,25 pm de didmetro de espesor de pelicula. El flujo de gas ha sido de 0,7 cm3 min‘,
equivalente a una velocidad lineal de 0,238 m/s, y una relacién de venteo 100:1. Tanto la temperatura del
inyector como del detector ha sido 220°C. En todas las determinaciones se han inyectado 1,4 uL de
disolucion de ésteres metilicos. Los patrones utilizados han sido "Rapessed oil mix" y "Pufas-1", n? de

catalogo 4-7017 y 4-7033 de Supelco, respectivamente.

4.6.5 Andlisis elemental

El andlisis de la composicién elemental se realiz6 a la biomasa seca obtenida al final de cada
experimento. Para ello, se ha tomado de 1-2 mg de biomasa seca para cada muestra, utilizando un
Analizador elemental automatico CHNS, Leco, Mod. TruSpec. El equipo disponible en el CICT, esta
ubicado en la dependencia A2-211. Es un analizador elemental basado en la técnica de combustion total
de la micromuestra para la determinacion del contenido total de Nitrégeno, Carbono, Hidrégeno y Azufre,
en diferentes tipos de muestras sélidas o liquidas (sustancias organicas, organometalicas, farmacéuticas,
plasticos, polimeros, suelos y residuos agricolas, aceites, fertilizantes...), el rango analitico para 2 mg de
muestra:

- ParaC: 0,002 a 100% del contenido total del elemento en la muestra.

- Para H: 0,02 a 50% del contenido total del elemento en la muestra.

- Para N: 0,02 a 50% del contenido total del elemento en la muestra.

- ParaS: 0,04 a 65% del contenido total del elemento en la muestra.
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El analizador consta de un horno de combustién primario donde caera la muestra y tendra lugar la
combustién instantdnea de la misma. A continuacién, se encuentra un horno de postcombustion
secundario que retiene el exceso de oxigeno. Ambos hornos tienen un control de temperatura
independiente programable hasta 1100°C. Dispone de un sistema de deteccién mediante detectores
independientes para cada elemento:

- Carbono: detector selectivo de absorcion IR de CO».

- Hidrdégeno: detector selectivo de absorcion IR de H»O0.

- Nitrégeno: detector de termoconductividad diferencial TOD.

- Azufre: detector selectivo de absorcién IR de SOo.

También estd dotado de un cargador automatico de muestras con 2 carruseles de 30 posiciones cada uno.

Figura 4.14 Elementos basicos del equipo Analizador elemental automatico CHNS.
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RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 CARACTERIZACION FiSICO-QUIMICA DE LAS AGUAS RESIDUALES

El disefio de un sistema idéneo de tratamiento de estas aguas residuales requiere un conocimiento
exhaustivo de la composicidon de las mismas. En este trabajo de investigacion se ha analizado el estado
actual de las aguas residuales de almazaras y aguas residuales urbanas.

Inicialmente, se trata de establecer la caracterizacidn fisico-quimica de los diferentes efluentes liquidos
generados en almazaras que utilizan el proceso continuo de centrifugacién con decanter de dos salidas.
Ademas, se caracterizara las aguas residuales urbanas procedentes de tratamiento secundario o biolégico

que seran usadas conjuntamente con las de almazaras.

5.1.1 Aguas residuales de lavado de aceitunas

Alos dos lotes de aguas residuales, recogidas en la almazara San Antonio (Escafiuela, Jaén), y utilizadas
en el desarrollo de esta Tesis Doctoral, se le ha realizado una caracterizacion completa (Tablas 5.1y 5.2).
Estas aguas residuales fueron recogidas directamente de los equipos de lavado de aceitunas. En general,
existen diferencias significativas en el agua de lavado de aceitunas, debido a la época de muestreo y a la
periodicidad del cambio del agua en los equipos de lavado. Estos cambios deben llevarse a cabo de
acuerdo con las cargas de suciedad en las aceitunas tratadas.

En general, como resultado de la época de muestreo, la calidad del fruto, la extensién de su
contaminacién y la periodicidad del cambio del agua en el equipo de lavado, todos los parametros se
vieron afectados. Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por algunos grupos de investigacion
que indican que la composicién de las aguas residuales de almazaras depende de diferentes pardmetros
que incluyen el tipo de cultivo, la época de recoleccion, el clima y el método de extracciéon Chatzisymeon et
al. (2009). Las caracteristicas de las aguas residuales muestran una alta variacion y fluctuacién en la

composicion (Tablas 5.1 y 5.2).

Tabla 5.1. Caracterizacion fisica de las aguas de lavado de aceitunas usadas en el medio de cultivo

Parametro Aguas de lavado de aceitunas
07/02/2017 03/01/2018

pH 7,42+0,09 7,48+0,02

Conductividad idénica (mS/cm, 25°C) 2,70+0,03 1,69+0,02
Turbidez (FTU) 1585,00+0,07 1722,00+0,04
Sdlidos totales (%) 0,320+0,007 0,291+0,002
Cenizas (%) 0,234+0,005 0,259+0,001
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Tabla 5.2. Caracterizacidon quimica de las aguas de lavado de aceitunas utilizadas en el medio de cultivo

Parametro Aguas de lavado de aceitunas
(mg dm-3)
07/02/2017 03/01/2018

Oxigeno disuelto 2,65+0,02 1,50+0,02
Materia grasa (%) 0,452+0,000 0,328+0,000
Compuestos fendlicos totales 3,38+0,02 0,915+0,030
Materia organica volatil (%) 0,086+0,003 0,0327+0,01
DBOs 491,00+0,06 632,00+0,05
DQO 535,00+0,05 1810,00+0,04
Nitrégeno total 3,401+0,014 12,50+0,04
Ion nitrato 0,801+0,040 1,55+0,05
I6n nitrito 1,30£0,03 0,209+0,01
I6n amonio <4,0+0,0 <4,0+0,0
I16n fosfato 0,750+0,070 0,325+0,030
I6n sulfato 414,00+0,02 273,00+£0,03
Ion cobre 1,91+0,01 <0,05+0,00
I16n cloruro 649,00£0,02 458,00£0,08
I6n magnesio 47,00£0,01 26,02+0,00

5.1.2 Aguas residuales de lavado de aceites en procesos con decanter de dos salidas

Se observa una gran diferencia en la composicién fisico-quimica de las aguas de lavado de aceites
(Tablas 5.3 y 5.4). Ademas, esta composicion del agua es variable en términos de la presencia de sus iones,
lo que se puede explicar por la diferente composicion del suelo agricola, la variedad, el indice de madurez
del fruto, el origen del agua utilizada en el lavado de los aceites, e incluso el uso del talco como
coadyuvante para mejorar la extraccion de aceite a partir de las pastas de aceitunas.

Por otro lado, se pueden observar los altos valores de DBO5(1358 mg O, dm3) y DQO(1362 mg O, dm3)
en las aguas de lavado de aceites en comparacion con los de aguas residuales urbanas, aunque las aguas de
lavado de aceites tiene menos carga organica que la que se encuentran recogida en la literatura (DQO>
3000 mg O, dm3). Este hecho se debe al modo de operacién del molino en el que se tomaron las muestras.
Esta almazara respeta los ciclos de limpieza y cambio de agua en las lavadoras de aceitunas y en la
centrifuga vertical donde se obtiene las aguas de lavado de aceites. De hecho, las aguas de lavado de
aceites no tienen color, ya que la almazara realiza el control completo de las operaciones durante todo el
proceso para evitar la coloracion estas aguas.

El posible efecto inhibidor y téxico de las aguas residuales de almazaras, se debe principalmente a la
presencia de altas concentraciones de compuestos fendlicos, materia grasa residual y otras sustancias que
no proceden del olivo. Muchos de los compuestos fenélicos son inhibidores para los microorganismos,
animales y vegetales. Otros componentes, pueden ser persistentes y bioacumulativos; especialmente, las
formas cloradas pueden ser toxicas para la salud humana (Davi y Gnudi, 1999). El perfil de los compuestos
fendlicos en las aguas de lavado de aceites depende de varios factores: variedad, condicién climatica,

maduracion del fruto, procedimiento de extraccion de la aceituna Obied et al. (2008).
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Tabla 5.3. Caracterizacidn fisica de las aguas de lavado de aceites usadas en el medio de cultivo

Parametro Aguas de lavado de aceites
13/01/2017 03/01/2018
pH 6,29+0,02 7,41+0,01
Conductividad iénica (mS/cm, 25°C) 1,32+0,06 4,33+0,04
Turbidez (FTU) 190,00+0,04 218,00+0,03
Sdlidos totales (%) 0,127+0,010 0,0766+0,001
Cenizas (%) 0,0378+0,0 0,0376+0,0

Tabla 5.4. Caracterizacidon quimica de las aguas de lavado de aceites utilizadas en el medio de cultivo

Parametro Aguas de lavado de aceites
(mg dm3)
13/01/2017 03/01/2018

Oxigeno disuelto 2,01+0,01 2,05+0,02
Materia grasa (%) 0,337+0,001 0,778+0,002
Compuestos fendlicos totales 11,1+0,1 5,33+0,02
Materia organica volatil (%) 0,0892+0,006 0,0390+0,003
DBOs 1358,00+0,05 852,00+0,03
DQO 1362,00+0,01 1006,00+0,04
Nitrogeno total 5,40+0,02 1,36+0,06
Ion nitrato 1,95+0,02 0,625+0,03
I6n nitrito 0,387+0,001 0,166+0,006
Ion amonio <4,0+0,0 <4,0+0,0
Ion fosfato 1,63+0,01 0,655+0,06
I16n sulfato 217,00+£0,01 165,00+0,02
I6n cobre 1,60+0,04 1,19+0,02
I6n cloruro 172,00+0,01 62,50+0,08
I6n magnesio 62,40+0,07 46,50+£0,07

5.1.3 Aguas residuales urbanas procedentes de tratamiento biol6gico

Las actividades humanas han contribuido a una degradacion sustancial de la calidad del agua en los
ecosistemas acuaticos de todo el mundo. En la actualidad, se producen grandes cantidades de aguas
residuales cada afio, y la emisién de aguas residuales sigue aumentando Chen et al. (2019). Las aguas
residuales contienen una gran cantidad de materia organica que puede ser muy valiosa en la utilizacién de
medios de cultivos Sun et al. (2016), y el problema es que su composicién se modifica continuamente.

Las Tablas 5.5 y 5.6 recogen la caracterizacion fisico-quimica de las aguas residuales urbanas
procedentes de tratamiento biolégica. En general, se ha observado una conductividad eléctrica, y unos
contenidos en soélidos totales, nitrégeno total, nitritos, amonio, nitratos, fosfatos y cloruro, superior al
determinado en aguas residuales de lavado de aceitunas y aguas residuales de lavado de aceites. Es Este
hecho favorecio la idea de enriquecer las aguas residuales urbanas con las aguas de lavado de aceitunas y

aceites, ya que es rico en nutrientes esenciales para el crecimiento de microalgas como nitrégeno y fosforo.

Tabla 5.5. Caracterizacion fisica de aguas residuales urbanas usadas en el medio de cultivo

Parametro Aguas residuales urbanas
08/05/2014
pH 7,08+0,00
Conductividad iénica (mS/cm, 25°C) 5,47+0,00
Turbidez (FTU) 72,00+0,02
Sodlidos totales (%) 0,131+0,000
Cenizas (%) 0,113+0,001
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Tabla 5.6. Caracterizacidon quimica aguas residuales urbanas utilizadas en el medio de cultivo

Parametro Aguas residuales urbanas

(mg dm-3)
Oxigeno disuelto 3,70+0,04
Materia grasa (%) 0,0780+0,000
Compuestos fendlicos totales 0,07 <0,1+0,00
Materia organica volatil (%) 0,018+0,00
DBOs 132,00+0,03
DQO 252,00+0,004
Nitrdégeno total 265,00+0,03
Ion nitrato 34,50+0,02
Ion nitrito 31,70+0,05
I6n amonio 205,00+0,02
Ion fosfato 17,10+0,03
Ion sulfato 162,00+0,04
I6n cobre < 0,05+0,00
Ion cloruro 1200,00+0,04
I6n magnesio 14,80+0,01

Generalmente, en la produccion de biomasa con caracteristicas deseables, la composicién del medio de
cultivo es un factor fundamental. La relacién entre la concentracién de nutrientes y la composicién de la
biomasa es bien conocida, Becker (1994). Por otro lado, el medio de cultivo tiene un efecto sobre la tasa de
crecimiento especifica y el nivel maximo de produccion de biomasa. La deficiencia de un nutriente esencial
en el medio de cultivo conlleva la adaptacién del metabolismo de las microalgas en respuesta a nuevas
condiciones externas. En general, los cambios en el medio de cultivo dan como resultado la variacién de la
composicion bioquimica de la biomasa, fundamentalmente proteinas, lipidos, carbohidratos y pigmentos.
Ademas, diversos parametros fisicos y quimicos pueden afectar el crecimiento de algas, incluida la

radiacion de luz, la temperatura, el CO, el pH, la agitacion, la aireacién y la salinidad.
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5.2 ELECCION DE LA MICROALGA

Para llevar a cabo el proceso, lo primero que hay que elegir es el tipo de microalga que se va a utilizar
para la obtencidon de biomasa, en este caso se selecciona la microalga que debe tener las caracteristicas
adecuadas para unas condiciones de cultivo especificas y que permitan obtener los productos particulares
requeridos.

En general, las principales caracteristicas deseables son un crecimiento rapido, un alto contenido de
productos de alto valor afiadido, células de tamafio grande, un desarrollo en ambientes extremos con gran
tolerancia a condiciones ambientales y tolerancia a niveles altos de CO2 (14% o superior), ademas no
deben excretar compuestos con caracter inhibidor.

Esta seleccion se ha realizada entre dos microalgas, Chlorella pyrenoidosa y Scenedesmus quadricauda,
bien conocidas por el Grupo de Investigacion Bioprocesos donde se ubica el desarrollo de esta Tesis
Doctoral. Para ambas algas unicelulares se utilizado el mismo medio nutriente (utilizando las aguas
residuales anteriormente descritas), concentracion de indculo, iluminacién, pH de cultivo y temperatura
de trabajo. La cuantificacion del crecimiento celular se ha llevado a cabo mediante dos parametros
cinéticos:

1- Velocidad especifica maxima de crecimiento, pim (h'1).

2- Productividad en biomasa, Py (g dm-3h-1).

A partir de los resultados experimentales se ha calculado la concentracidon de biomasa y los valores del
logaritmo neperiano, In(x/xo), datos que se han utilizado para su representacion grafica frente al tiempo
en todos los cultivos.

Esta de representacion de las curvas de crecimiento permite identificar la fase exponencial. La
velocidad especifica maxima de crecimiento en la fase exponencial se ha calculado mediante ajuste por
minimos cuadrados la ecuacién [5.1]:

In (x/%X0) =umt+a [5.1]

La identificacién de la fase lineal se ha realizado a partir de la representacién en coordenadas lineales
de los valores de concentracién en biomasa x (g dm-3) frente al tiempo, t (h). Esta fase de desaceleracién
del crecimiento se encuentra inmediatamente después de la exponencial en la curva de crecimiento. El
ajuste de x frente a t se ha realizado a través de la ecuacién [5.2].

X =Pyt+D [5.2]

Tal como se ha descrito en la parte experimental, para llevar a cabo esta seleccién de microalgas, se
organizaron experimentos usando un Agitador orbital, y unas condiciones experimentales de 25°C, un
fotoperiodo luz-oscuridad de 12:12 h, una intensidad de iluminacién de 298 pE m*2 s1, pH = 8,0,
concentracion inicial de inocul6 10 % y una velocidad de agitacién de 150 rpm.

Para la determinacion de la composicién de la biomasa y sus variaciones durante de los cultivos, se han
calculado los valores de las concentraciones en biomasa, x (g dm=3), nimero de células, N (cel dm-3),
clorofilas totales, CHL (g dm-3), carotenoides totales, Ca (g dm-3), proteinas, P (g dm-3), y contenido total en
lipidos, L (%). Ademas, se ha determinado el perfil en acidos grasos de la fraccién lipidica de la biomasa y la
composicion elemental de la biomasa (%), segun los procedimientos indicados en el apartado 4 de este
trabajo.

A partir de los valores obtenidos, se han calculado durante el transcurso del cultivo los porcentajes de
clorofilas totales y carotenoides totales referidos a la biomasa seca, % CHL y % Ca, respectivamente.

Asimismo, se han evaluado la cantidad de clorofilas y carotenoides por célula, CHL/N y Ca/N,
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respectivamente y la relacion entre las concentraciones de clorofila ‘a’ y ‘b’, CHL./CHLy. Los contenidos de
clorofila total (CHL) y carotenoides (Ca) de las células, expresandose en porcentaje sobre biomasa seca.

Estos parametros se han calculado de acuerdo con las ecuaciones [5.3] y [5.4].

%CHL= ([CHL]/[x]) 100 [5.3]
%Ca = ([Ca]/[x]) 100 [5.4]

A partir de los valores experimentales de la concentraciéon de proteinas, numero de células y
concentraciéon en biomasa, se han calculado el porcentaje en proteinas referido a la biomasa seca, % P, de

acuerdo con la ecuacion [5.5], y el contenido de proteinas por célula, P/N.

%P = ([P]/[x]) 100 [5.5]

5.2.1 Cultivos con Chlorella pyrenoidosa
Es un alga unicelular de la divisiéon ‘Chlorophyta’. Tiene forma esférica, midiendo de 2 a 10 pm de
didmetro, y no posee flagelo, Figura 5.1. A través de la fotosintesis se multiplica rapidamente, requiriendo

di6éxido de carbono, agua, luz solar y sales minerales.

Figura 5.1 Microfotografia realizada de microscopio 6ptico de C. pyrenoidosa.

5.2.1.1 Produccién de biomasa

El primer experimento fue realizado con 50% del agua de lavado de aceitunas (1 ChSF) y 30% de agua
de lavado de aceites (2 ChSA). Generalmente, en todos los experimentos, las curvas de crecimiento no
mostraron fase de adaptacion. Por ello, la primera fase observada fue de crecimiento exponencial seguido
de una fase de desaceleracion del crecimiento, donde la concentracién de biomasa aumenté con el tiempo
en forma lineal. En todos los experimentos, se detect6 la fase estacionaria, e incluso el inicio de la muerte
celular. Curvas de crecimiento similares fueron reportadas en trabajos anteriores Hodaifa et al. (2009). Al
final del experimento, en el medio de cultivo formado con agua de lavado de aceites, la concentraciéon de
biomasa alcanzada fue 1,16 g dm3, mientras que en el medio de cultivo con agua de lavado de frutos fue
de 0,559 g dm- (Tablas B.1 y B.4), bastante inferior. Este hecho se justifica considerando que el agua de
lavado de aceites tiene mayor concentraciéon de nutrientes esenciales que las algas necesitan, que las

aguas de lavado de frutos. Tal como se ha descrito anteriormente, las curvas de crecimiento permiten
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calcular la velocidad especifica maxima de crecimiento en la fase exponencial y la productividad
volumétrica en biomasa en la fase de desaceleracion (Figuras 5.2 y 5.3).

El conocimiento de la cinética de crecimiento y la produccién de metabolitos es fundamental para
saber el crecimiento celular y ha evaluado con el calculo de la velocidad especifica maxima de crecimiento,

y la productividad en biomasa (Tabla 5.7).

x,g dm? In(x/x,)
0,6 3,0
[ )
A A
05 ad adily 25
A
A
04 - A L 2,0
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th
Figura 5.2 Variacién de la concentracién de biomasa (@) con el tiempo de proceso, y curva de crecimiento
de C. pyrenoidosa (A ), en el Exp. 1 ChSF.
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t,h
Figura 5.3 Variacién de la concentracién de biomasa (@) con el tiempo de proceso, y curva de crecimiento
de C. pyrenoidosa (A ), en el Exp. 2 ChSA.
Los resultados obtenidos de tum y Py son inferiores a los determinados por Livansky y Doucha (2012) en
cultivo mixotréfico con Chlorella vulgaris en un medio mineral sintético y con D-glucosa como sustrato
organico (78 g dm-3); estos autores no determinan una velocidad especifica de maxima crecimiento; sin

embargo, indican una velocidad media de crecimiento de 0,07 h-1, utilizando fotobiorreactores de 50 a 600
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dm3. En relacién a la productividad media en biomasa determinan un valor de 1,22 g dm3 h! a las 66,5 h
de cultivo; ademads indican un rendimiento celular de 0,539 kg de alga seca por kg de D-glucosa.

Por otra parte, Guldhe et al. (2017) muestran el tratamiento de aguas residuales urbanas con Chlorella
sorokiniana, en el cual realizan tanto cultivos autotréficos como heterotroficos tratando de realizar una
comparacién. Estos autores concluyen que con el cultivo heterotréfico se alcanza una concentraciéon de
biomasa tres veces superior en relacién al autotréfico para unas mismas condiciones de pH y temperatura.
Destaca también el potencial uso del agua residual como nutriente para el crecimiento heterotréfico con
microalgas, pero recomienda el uso de suplementacién durante el cultivo, para lograr mejorar la densidad
de alga seca final, mejorando también asi los contenidos en lipidos, hidratos de carbono y proteinas. Las
concentraciones finales de biomasa son muy bajas en comparacién con los resultados obtenidos por otros
grupos de investigacion (Livansky y Doucha, 2012; Jeon et al, 2014).

Tabla 5.7. Velocidades especificas maximas de crecimiento y productividades de biomasa, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas (1 ChSF) y aguas de lavado de aceites (2 ChSA)

HUm 2 P, 103 2

Expt (h1) r (g dm3h1) r
1 ChSF 0,0126 0,988 2,20 0,998
2 ChSA 0,0198 0,994 3,50 0,997

En general, las algas difieren en su respuesta al crecimiento en funcién del medio de cultivo. El medio
utilizado en este trabajo era pobre en nitrégeno y este hecho ha podido limitar el crecimiento de C
pyrenoidosa. Este hecho ha sido confirmado por Abhishek et al. (2017) que determinaron en el cultivo
heterotrofico de C. sorokiniana rendimientos en biomasa de 2,47 g dm usando como medio nutriente
aguas residuales de una instalaciéon de acuicultura en Durban (Sudafrica), y 4,02 g dm3 utilizando un
medio sintético (concretamente el medio BG11). El mayor rendimiento en biomasa empleando el medio
sintético (BG11) se debe a la mayor concentraciéon de nutrientes en comparaciéon con el de las aguas

residuales de la industria de acuicultura.

5.2.1.2 Composicién bioquimica de la biomasa
a) Pigmentos

En general, el porcentaje de clorofilas totales, CHL %, y el contenido de clorofilas totales por célula,
CHL/N, aumentan de forma rapida en el comienzo del cultivo y posteriormente disminuyen de forma lenta
en el transcurso de cada experimento, Figuras 5.4 y 5.5. Esta tendencia ha sido mas acusada durante la
fase exponencial y en los cultivos con aguas de lavado de aceitunas; este hecho es similar al observado por
Hodaifa et al. (2010a) usando el mismo tipo de agua residual pero con S. obliquus. Por otra parte, el
maximo porcentaje de clorofilas totales, 1,1%, y el minimo, 0,01%, estan dentro del intervalo de 0,01-6%,
proporcionado por Milner (1953) para C. pyrenoidosa.

En este punto cabe indicar que las aguas de lavado de aceitunas usadas como medio nutriente son
pobres en nitroégeno, y es conocido que la respuesta tipica de las células a la limitacién de nitrégeno pudo
inducir un menor contenido de clorofilas, lo que determina una desaceleracién global de las células
(Becker, 1994) que es consistente con la observada experimentalmente en este trabajo.

Generalmente, la producciéon de clorofilas se inicié durante la fase exponencial y disminuyé en la fase
de desaceleracion del crecimiento. Este hecho fue observado cuando se usan ambos tipos de aguas

residuales como medio nutriente.
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Figura 5.4 Porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas ‘a’y ‘b’ (A), y
contenido de clorofilas totales por célula (H) con el tiempo de proceso, en el Exp. 1 ChSF.

Por otro lado, se determiné que los contenidos de clorofila ‘a’ son mas elevados que los de clorofila ‘b’

cuando se usan ambos tipos de aguas residuales como medio nutriente. Sin embargo, la relacién

CHL./CHL, fue mas alta y rapida en los cultivos con agua de lavado de aceitunas que con aguas de lavado

de aceites.
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Figura 5.5 Porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas ‘@’ y ‘b’ (A), y
contenido de clorofilas totales por célula (H) con el tiempo de proceso, en el Exp. 2 ChSA.

En relacién a los carotenoides totales, se observé que los parametros %Ca, CHL/Cay Ca/N, al comienzo

del cultivo, aumentaron rapidamente y luego disminuifan lentamente durante el transcurso de cada

experimento, Figuras 5.6 y 5.7.
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Figura 5.6 Porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas y
carotenoides totales (A), y contenido de carotenoides totales por célula (H) con el tiempo de
proceso, en el Exp. 1 ChSF.

Por otra parte se ha detectado que la relacién, CHL/Ca, en los cultivos fue diferente en funcion del agua
usada como medio nutriente. En los cultivos con agua de lavado de aceitunas la relacién fue mas alta en la
fase exponencial y disminuyo en la misma fase, permaneciendo practicamente constante en la fase de
desaceleracion del crecimiento.

Los resultados observados para C. pyrenoidosa en aguas de lavado de aceitunas y en la fase de
desaceleracion, CHL/Ca = 4,0 (Figura 5.7), son muy proéximos a los obtenidos con el alga Botryococcus
braunii creciendo en un medio constituido por agua residual urbana procedente de tratamiento
secundario, Orpez (2015). Sin embargo, esta relacién CHL/Ca es menor (préxima a 3 en la misma fase de

crecimiento) cuando se usa aguas de lavado de aceites como medio nutriente de C. pyrenoidosa.
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Figura 5.7 Porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas y
carotenoides totales (A), y contenido de carotenoides totales por célula (H) con el tiempo de
proceso, en el Exp. 2 ChSA.
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b) Proteinas

Generalmente, se ha observado que el porcentaje de proteinas, %P, disminuye durante el transcurso
del cultivo en cada experimento. En relacién con el contenido de proteinas por célula, se detecta también
una disminucidn de este parametro en el transcurso del cultivo hasta el final de la fase desaceleracion y
luego permanece practicamente constante, Figuras 5.8 y 5.9. Este hecho es similar al obtenido por Hodaifa
et al (2010a) operando con S. obliquus.

Al final de los cultivos, los porcentajes en proteinas obtenidos son inferiores al 10 %, Figuras 5.8 y 5.9.
En este punto cabe indicar que la sintesis de proteinas esta relacionada con el contenido de N del medio de
cultivo. Por lo tanto, los bajos valores de proteinas al final del experimento se pueden justificar
considerando la pequefia concentraciéon de N de los medios de cultivo. En este sentido, la bibliografia
indica que en medios con concentraciones elevadas de compuestos de nitrégeno los porcentajes de C.
pyrenoidosa y S. obliquus pueden alcanzar valores de 57 y 56%, respectivamente, Becker (1994). También
cabe destacar que los valores obtenidos en esta experimentacién al inicio del cultivo, donde la
concentracion de nitrégeno es significativa, esta en el rango de 55-60%, valores que son concordantes con
los aportados por Becker (1994).

Con respecto a otras algas, y al final del cultivo, los porcentajes en proteinas obtenidos son muy bajos.
En este sentido en algas del género Spirulina el %P puede oscilar en el rango 46-63%, Becker (1994);
incluso son mas bajo que los reportados para microalgas marinas, como Tetraselmis maculata (52%),

Dunaliella salina (57%) o Dunaliella tertiolecta (30-70%), Fabregas et al. (1995).
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Figura 5.8 Variacién del porcentaje de proteinas (O), contenido de proteinas por célula (M), y proteina
cruda (@) con el tiempo de proceso, en el Exp. 1 ChSF.

Se observa que hubo un aumento significativo en el nimero de células y una disminucién en el
contenido en proteinas que conduce a una disminucién en la relacién (P/N) y esto coincide con observado
por Martin et al. (2010). Esto indica que las algas comenzaron a consumir nitrégeno del medio para
convertirlo en compuestos energéticos, y por lo tanto su concentracion se reduciria en el medio.

Wu y Miao (2014) han destacado que el nitrégeno es un nutriente esencial en muchas macromoléculas

como las proteinas, clorofilas, ARN y ADN. Los compuestos de nitrégeno actian como nutrientes
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esenciales para el crecimiento de las microalgas. La limitacién por nitrégeno, o la ausencia de fuente N,
normalmente conduce a una disminucién de la fotosintesis, la sintesis de proteinas y a un aumento de la

sintesis de lipidos y carbohidratos Simionato et al. (2013).
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Figura 5.9 Variacién del porcentaje de proteinas (O), contenido de proteinas por célula (M), y proteina
cruda (@) con el tiempo de proceso, en el Exp. 2 ChSA.

c) Lipidos totales y acidos grasos

Tal como se ha indicado anteriormente, el medio de cultivo utilizado contenia poca concentracién de
fuente de nitrégeno, lo que provoca estrés en las microalgas y, por lo tanto, el porcentaje de lipidos totales
fue alto.

Al final de los experimentos, la biomasa fue recolectada y se determind el contenido de lipidos. En
términos de contenido total de lipidos, 1a biomasa de C. pyrenoidosa alcanzé un 47,2% en cultivo con aguas
de lavado de aceitunas y 50,6% con aguas de lavado de aceites, Figura 5.10. Estos resultados son similares
a los obtenidos con S. obliquus cuando se cultivé en un medio bajo en nitrégeno, Hodaifa et al. (2012).
Estos altos porcentajes de lipidos obtenidos en esta experimentacion estan dentro del rango indicado por
Gouveia y Oliveira (2009) para esta microalga cuando se cultiva en un medio con bajo contenido de
nitrégeno.

La forma en la que esta presente el nitrégeno en el medio del cultivo puede afectar al crecimiento del
alga, y a la composicién bioquimica de la biomasa. Los efectos del ion nitrato frente al ion amonio como
fuente de nitrégeno se evaluaron para tratar de cuantificar su influencia en el crecimiento y en la
produccion de lipidos. La bibliografia indica que la formacidén de biomasa se ve favorecida cuando se
utiliza como fuente de nitrégeno ion amonio en comparacién con el ion nitrato Thomas et al. (2019).

La acumulacién de compuestos energéticos, tales como los lipidos, puede tener lugar en muchas
especies de microalgas en condiciones de limitacién de nitrégeno, Li et al. (2008a), y limitacién de fosfato,
Reitan et al. (1994).

Se han propuesto muchas estrategias basadas en el estrés para aumentar el contenido de lipidos, como
la limitacién nutricional por nitrato y fosfato Fan et al (2014). Curiosamente, se encuentra que un

aumento en el contenido de lipidos intracelulares suele ir acompafiado de un aumento en la acumulacién
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de especies reactivas de oxigeno en las células de microalgas que sufren este estrés (Arakaki et al. 2017;
Yu et al. 2018). También la intensidad de iluminacién puede modificar el contenido en lipidos en la

biomasa microalgal, Rodolfi et al. (2009).
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Figura 5.10 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con S. quadricauda en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas (1 ChSF M), y aguas de lavado de aceites (2
ChSA ).

El perfil de 4cidos grasos de la fraccién lipidica de la biomasa se determin al final del experimento en
todos los cultivos, expresandose como porcentaje respecto al total de acidos grasos. Los acidos grasos se
agruparon en acidos grasos saturados (SAT), acidos grasos monoinsaturados (MON), acidos grasos
poliinsaturados (POL), &cidos grasos esenciales (ESE) y acidos grasos superiores poliinsaturados (AGSP).

En general, en ambos experimentos el dcido graso mas abundante fue el dcido oleico (18:1), con 28,3%
en el medio con aguas de lavado de aceitunas y 26,9% con las aguas de lavado de aceites. El mayor
porcentaje se registr6 en la fraccion de POL (%), siendo el valor medio mas alto detectado de acidos
grasos poliinsaturados 35,8%, obtenido en el cultivo con aguas de lavado de aceites, Tabla 5.8. No
obstante, los valores de la fraccion de MON que se obtienen en los cultivos son muy préximos a los
observados para la fraccién de POL. Los principales POL identificados fueron: 18:2n3, 18:2n6, 18:3n3,
18:4n3, 20:2n6, 20:5n3 y 22:5n3, Tablas B3 y B6 (Anexo B).

Los componentes del medio del cultivo y condiciones experimentales tienen un impacto importante y
esencial en la formacién de los acidos grasos. Tal como se ha indicado anteriormente, el medio de cultivo
utilizado contenia poca concentracién de compuestos de fésforos, y nitrégeno lo que afecta al contenido
de acidos grasos. Se ha observado porcentajes altos de acidos linoleico 18:2n6 y linolénico 18:3n3 en los
cultivos. Este hecho coincide con lo indicado por Boersma (2000); este autor sefiala porcentajes altos de
4cido linoleico, 18:2n6, y linolénico, 18:3n3, cuando se cultivé en un medio bajo en P y usando S. obliquus,
pero no se encontraron los acidos graso eicosapentaenoico (20:5n3, EPA) o docosahexanoico (22:6n3,
DHA). Por lo tanto, la concentracién de N en el medio afect6 a la proporcion entre acidos grasos saturados
e insaturados; este hecho es similar al observado por Ben-Amotz et al. (1985), cuando utiliz6 medios

deficientes en N para Dunaliella bardawil y Dunaliella salina.

87



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla 5.8. Composiciéon en acidos grasos de la fraccién lipidica de C. pyrenoidosa. Influencia de la
composicion del medio de cultivo, en experimentos con aguas de lavado de aceitunas (1ChSF) y
aguas de lavado de aceites (2ChSA)

Fracciones de SAT MON POL ESE AGSP n3/n6

acidos grasos, % i
1 ChSF 28,2 32,8 33,0 28,9 0,862 1,29
2 ChSA 25,9 31,6 35,8 30,6 0,897 0,83

En relacion a la fraccion ESE, cabe destacar que en los cultivos con aguas de lavado de aceitunas se ha
determinado un valor de 28,9% y con aguas de lavado de aceites 30,6%. Por otra parte, el porcentaje de
acidos grasos AGSP fue préoxima en ambos cultivos y con valores bajos, 0,862 y 0,897%, respectivamente.
Los porcentajes de acidos grasos esenciales y poliinsaturados obtenidos con C. pyrenoidosa son menores
que los identificados con S. obliquus. Estos resultados son similares a los obtenidos por Sanchez et al
(2001), donde se observa que las fracciones de acidos grasos poliinsaturados y esenciales obtenidos al
utilizar la microalga C. pyrenoidosa son inferiores a los determinados al emplear S. obliquus en los mismos
medios de cultivos (disoluciones de alpechin).

El valor de la relacion n3/n6 fue 1,3 en el cultivo con agua de lavado de aceitunas, y 0,8 en el cultivo
con agua de lavado de aceites. En estos casos este valor no esta en el rango donde se considera que la
biomasa tiene cierto valor nutricional. En este sentido, la bibliografia indica que la biomasa producida en
el cultivo puede tener una aceptable calidad nutricional si la relacién n3/n6 esta en el rango 2-5, Webb y

Chu (1982).

d) Composicidn elemental de la biomasa

Inicialmente, cabe indicar que no se registraron diferencias significativas en la composicién elemental
de la biomasa recolectada en ambos tipos de cultivos. Tablas B.2 y B.5 (Anexo B). El porcentaje mas alto
en la biomasa de C. pyrenoidosa correspondié al ‘C’ en ambos tipos de aguas, usadas como medios
nutrientes, mientras que el ‘S’ fue el menor contenido, Figura 5.11. Por otro lado, hubo una diferencia en el
contenido de nitrégeno, esto puede ser debido a la diferencia en la composicién del medio del cultivo. Este
hecho ha conducido a que la relacién entre carbono y nitrégeno C/N, fuese 18,4 usando aguas de lavado de
aceitunas, y 7,2 con aguas de lavado de aceites. Beuckels et al. (2015) observaron que Chlorella y
Scenedesmus pueden ajustar la concentraciéon interna de N y P en la biomasa de acuerdo con la
concentraciéon de N y P en el medio de aguas residuales. En este sentido, Khalid et al. (2019) demostraron
la capacidad de Chlorella. sorokiniana para cambiar su composicion elemental interna en funcién de la

concentracion de nutrientes en el medio de cultivo.
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Figura 5.11 Composicién elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos,
con aguas de lavado de aceitunas (B 1 ChSF) y aguas de lavado de aceites (ll 2 ChSA).

5.2.2 Ensayos con Scenedesmus quadricauda

Scenedesmus es uno de los géneros de algas de agua dulce mas comunes; sin embargo, las morfologias
extremadamente diversas encontradas dentro de las especies dificultan la identificacién. Scenedesmus
puede existir como unicelular; también se encuentran con frecuencia en el cenobio de cuatro u ocho
células, Figura 5.12. S. quadricauda tiene una velocidad de crecimiento rapida y es rica en productos de

alto valor que son esenciales.

AT J

/e X | B
Figura 5.12 Microfotografia realizada de microscopio dptico de S. quadricauda.

5.2.2.1 Produccién de biomasa

Se llevaron a cabo cultivos para estudiar Scenedesmus quadricauda en las mismas condiciones
experimentales que fueron utilizadas con C. pyrenoidosa. El primer experimento fue usado con 50% del
agua de lavado de aceitunas (1 ScSF) y el segundo con 30% agua de lavado de aceites (2 ScSA).

La concentracién mas alta de biomasa se alcanz6 en el medio de cultivo formado con agua de lavado
de aceitunas, 0,598 g dm-3, mientras que la concentracién de biomasa alcanzada con agua de lavado de
aceites fue 0,578 g dm3, Tablas B.7 y B.10, (Anexo B). Se observa que la diferencia no es significativa. A
este respecto, debe tenerse en cuenta que el contenido de nutrientes en ambos medios no ha sido
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suficiente para alcanzar una alta concentracion de biomasa. Esto indica que el contenido de nutrientes en
la concentracién del 50% del agua de lavado de aceitunas puede ser equivalente a aproximadamente el
30% del agua de lavado de aceites.

En todos los experimentos, las curvas de crecimiento no mostraron fase de adaptacion. Por lo tanto, la
primera fase observada fue un crecimiento exponencial seguido de una desaceleracion en el crecimiento,
con el aumento de la concentracién de biomasa con el tiempo en forma lineal. En la siguiente etapa se
detecto la fase estacionaria y luego el comienzo de la muerte celular. Las curvas de crecimiento permiten
calcular la velocidad especifica maxima en la fase exponencial y la productividad volumétrica en biomasa
en la fase de desaceleracién (Figuras 5.13 y 5.14). Curvas de crecimiento similares fueron reportadas en
trabajos anteriores Hodaifa et al. (2013); en este caso los experimentos se realizaron con S. obliquus,
usando un fotobiorreactor discontinuo tanque agitado y el medio de cultivo estaba constituido por aguas
de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites, aguas de vegetacion, ademas de aguas de otras
actividades de limpieza en la almazara y aguas residuales urbanas de tratamiento secundario. El
conocimiento de la cinética de crecimiento y la produccién de metabolitos es fundamental para saber el
crecimiento celular y evaluar el calculo de la velocidad especifica maxima, y la productividad en biomasa

(Tabla 5.9).
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Figura 5.13 Variacién de la concentracién de biomasa (®) con el tiempo de proceso, y curva de
crecimiento de S. quadricauda (A), en el Exp. 1 ScSF.
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Figura 5.14 Variacién de la concentracién de biomasa (@) con el tiempo de proceso, y curva de
crecimiento de S. quadricauda (A), en el Exp. 2 ScSA.

Como ya se ha indicado, el medio utilizado con S. quadricauda fue pobre en nitrégeno y este hecho ha
podido limitar su crecimiento. El nitrogeno es uno de los factores limitantes mas cominmente reportado
en el crecimiento de microalgas, Li et al. (2008). También, este hecho ha sido indicado por Qiang y Junda
(2011) que observaron los efectos de la fuente de nitrégeno y su concentracién en la formaciéon de
biomasa usando Scenedesmus rubescens en fotobiorreactores interiores (a nivel de laboratorio) y externos
(tipo ‘raceway’). Las fuentes de nitrégeno empleadas en los medios de cultivos fueron: (NH4)2COs3, urea,
NaNO3z, mezcla de urea y NaNOs3; cuando el cultivo se realizé en un medio con mezcla de urea-N y NaNO3-
N se determinaron mayor concentraciéon de biomasa y ademds esta presentaba un nivel minimo de
cenizas.

Tabla 5.9. Velocidades especificas maximas de crecimiento y productividades de biomasa, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas (1 ScSF) y aguas de lavado de aceites (2 ScSA)
Py, 103

Hm 2 2

Expt (h1) r (g dm3h1) r
1 ScSF 0,0115 0,993 2,2 0,990
2 ScSA 0,0166 0,999 2,1 0,988

Cabe indicar que al comparar los pardmetros cinéticos, velocidad especifica maxima de crecimiento y
productividad en biomasa, obtenidos en el crecimiento de C. pyrenoidosa y S. quadricauda en las mismas
condiciones experimentales, tanto m como P, presentaron valores mas elevados en los cultivos con C.

pyrenoidosa.

5.2.2.2 Composicién bioquimica de la biomasa
a) Pigmentos

El porcentaje de clorofilas totales, y el contenido de clorofilas por células, aumenté desde el comienzo
del experimento hasta el final de la fase exponencial en los cultivos con aguas de lavado de aceitunas. Al

inicio de la fase de desaceleracion el %CHL comenz6 a disminuir, pero lentamente; por otra parte, la
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relacion CHL/N aument6 lentamente y persistio hasta el final de esta fase y luego disminuy6 rapidamente.
Al final de la fase de desaceleraciéon el %CHL comenz6 a disminuir rapidamente hasta el final del
experimento, Figura 5.15; este hecho es similar al observado por Hodaifa et al. (2008) usando el mismo

tipo de agua residual pero con S. obliquus.
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Figura 5.15 Porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas @’y ‘b’ (A), y
contenido de clorofilas totales por célula () con el tiempo de proceso, en el Exp. 1 ScSF.

En los cultivos con aguas de lavado de aceites como medio nutriente, el porcentaje de clorofilas totales
aumentd en la fase exponencial y comenzd a disminuir en la fase de desaceleraciéon hasta el final del
experimento. Por otro lado, la relacion CHL/N disminuyé significativamente desde el comienzo del

experimento, Figura 5.16.
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Figura 5.16 Porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas @’y ‘b’ (A), y
contenido de clorofilas totales por célula () con el tiempo de proceso, en el Exp. 2 ScSA.

Por otra parte, se determiné la relacién CHL,/CHLs, observandose que la relaciéon disminuye hasta el

final de la fase exponencial y posteriormente practicamente constante en los cultivos con aguas de lavado
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de aceitunas. Sin embargo, en los cultivos con aguas de lavado de aceites la relacidn fue diferente; a partir
del inicio del experimento hasta la fase de desaceleracién, CHL,/CHL}, aument6 y luego bajo rapidamente,
Figuras 5.15 y 5.16.

Se observo que CHL,/CHL, fue mas alta en los cultivos con agua de lavado de aceitunas que con aguas
de lavado de aceites.

Se ha detectado que la relacién CHL/Ca en los cultivos fue diferente en funcién del agua usada como
medio nutriente. En relaciéon a los carotenoides totales, se observo que los parametros %Ca, CHL/Ca y
Ca/N, al comienzo del cultivo, aumentaron y luego disminuian lentamente durante el transcurso de

experimento cuando se utiliz6 aguas de lavado de aceitunas, Figura 5.17.
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Figura 5.17 Porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas y
carotenoides totales (A), y contenido de carotenoides totales por célula (H) con el tiempo de
proceso, en el Exp. 1 ScSF.

Por otra parte, se observa que los parametros %Ca y Ca/N disminufan cuando se utiliz6 aguas de
lavado de aceites; sin embargo, la relacion CHL/Ca al inicio del cultivo aument6 y luego disminuyd

lentamente en el transcurso del experimento, Figura 5.18.
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Figura 5.18 Porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas y
carotenoides totales (A), y contenido de carotenoides totales por célula (H) con el tiempo de
proceso, en el Exp. 2 ScSA.

Los resultados observados para S. quadricauda en aguas de lavado de aceitunas y en la fase de
desaceleracion para la relacién CHL/Ca fue préoxima a 6; sin embargo, esta relaciéon CHL/Ca es un poco
menor cuando se usa aguas de lavado de aceites como medio nutriente (Figuras 5.17 y 5.18). La diferencia
de composicién de los medios genera una diferencia en la composicién bioquimica de la biomasa, tal
como se observa en los contenidos de clorofilas y carotenoides totales, y con ello en la relacién CHL/Ca.

Las condiciones de cultivo (temperatura, salinidad, irradiacién y concentracion de nutrientes) pueden
afectar a la produccidon de carotenoides en las microalgas, ya que la sintesis de carotenoides en algas
ocurre en respuesta a factores de estrés ambiental, Moore et al. (1989).

b) Proteinas

Se observd que, usando aguas de lavado de aceitunas como medio de cultivo, el porcentaje de proteinas
y el contenido de la proteina por célula aumentaba durante la fase exponencial, a partir de la fase de
desaceleracion comenzdé a disminuir hasta el final del experimento. Figura 5.19. En relacién con las aguas
de lavado de aceites se ha observado que %P y P/N disminuye durante el transcurso del cultivo, Figura
5.20. En este punto cabe indicar que la sintesis de proteinas esta relacionada con el contenido de N del
medio de cultivo; también la fuente del nitrégeno es un indicador para determinar el parametro %P.

Las células de microalgas deben reducir el nitrato para poder utilizarlo, pero este no es el caso del
amonio Chen et al. (2011). Esto puede conllevar un mayor requerimiento de energia para la utilizacion de

nitrégeno del nitrato en relacién con el amonio.
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Figura 5.19 Variacién del porcentaje de proteinas (O), contenido de proteinas por célula (), y proteina
cruda (@) con el tiempo de proceso, en el Exp. 1 ScSF.

Al final de los experimentos, se analiz6 la biomasa de S. quadricauda, y se determiné el contenido de

proteinas crudas, resultando un porcentaje de 10,7% en las aguas de lavado de aceitunas y 51,6% en las

aguas de lavado de aceites. Estos valores tan diferentes indican que el medio nutriente puede influir de

forma importante en el contenido de proteinas de la biomasa. En este caso se determina un porcentaje de

proteinas crudas 5 veces superior en aguas de lavado de aceites, aunque esta diferencia es bastante menor

en el caso proteinas reales.
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Figura 5.20 Variacién del porcentaje de proteinas (O), contenido de proteinas por célula (M), y proteina
cruda (@) con el tiempo de proceso, en el Exp. 2 ScSA.
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c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de los experimentos, se analizd la biomasa de S. quadricauda para determinar el porcentaje de
lipidos totales. En ambos medios cultivos, el porcentaje de lipidos totales estuvieron préoximos, 35,8% con
aguas de lavado de aceitunas y 37,7% con aguas de lavado de aceites, Figura 5.21. Estos valores son
superiores a los descritos por Becker (1994), entre 12 y 14%. Por otra parte, Choi et al (1987)
determinan un 11,2% usando S. obliquus.

Los medios de cultivos fueron pobres en nutrientes, y pesar de ello S. quadricauda ha tenido la
capacidad de producir lipidos. Estos resultados son similares a los obtenidos por Vishal et al. (2019), que
observaron que cuando las microalgas estan bajo condiciones de estrés, desvian sus rutas metabdlicas
hacia la sintesis de lipidos.

Por otra parte, Song-Fang et al. (2019) determinan que S. obliquus cultivada en fotobiorreactores de
columna de burbujeo, con un medio de cultivo conteniendo aguas residuales, muestra que la
productividad lipidica se increment6 significativamente en un 30,5 y un 23,6% después del tratamiento

con acido indol-3-acético (IAA) y 1-triacontanol (TRIA), respectivamente.
% Lipidos totales
40

10
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Figura 5.21 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con S. quadricauda en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas (1 ScSF B), y aguas de lavado de aceites (2
ScSAO).

En todos los cultivos y al final del experimento, el perfil de acidos grasos de la fraccidn lipidica de la
biomasa se determiné.

En la Tabla 5.9 se recogen los resultados del agrupamiento de estos porcentajes en acidos grasos
saturados (SAT), acidos grasos monoinsaturados (MON), acidos grasos poliinsaturados (POL), acidos
grasos esenciales (ESE) y 4cidos grasos superiores poliinsaturados (AGSP). En la misma tabla se recoge la

relaciéon n3/n6, obtenida considerando los sumatorios de las fracciones n3 y né.
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Tabla 5.9. Composicién en acidos grasos de la fraccién lipidica de S. quadricauda. Influencia de la
composicion del medio de cultivo, en experimentos con aguas de lavado de aceitunas (1 ScSF)
y aguas de lavado de aceites (2 ScSA)

Fracciones de SAT MON POL ESE AGSP n3/n6

acidos grasos, % i
1 ScSF 1,32 22,3 65,5 3,13 0,229 13,6
2 ScSA 1,36 26,1 66,2 2,42 0,798 19,8

En ambos experimentos el acido graso mas abundante fue el (18:2n3), 41,0%, en el medio con aguas de
lavado de aceitunas Tabla B9, y 37,1% con las aguas de lavado de aceites Tablas B12.

Cabe indicar que, los valores medios mas altos detectados en la fraccién lipidica de la biomasa fue la de
acidos grasos poliinsaturados 65,5%, obtenido en los cultivos con aguas de lavado de aceitunas y 66,2%
con aguas de lavado de aceites.

Como se explicoé anteriormente con respecto a la composicion quimica del medio del cultivo utilizado
en este trabajo, debe tenerse en cuenta que el medio afect6 directamente a la formacién de acidos grasos
durante el periodo de cultivo.

Qiang y Junda (2011) observaron que S. rubescens pudo cambiar su composicion de acidos grasos a
través de la falta de nitrégeno en el cultivo abierto; el contenido de C18:1n (7, 9 y 11) aumentd
dramaticamente pero C18:3n3 disminuy6 durante la limitacién de nitrégeno. La composicién en acidos
grasos en ciertas microalgas podria modificarse facilmente alterando las condiciones de cultivo, Damiani
etal (2010).

Johnson y Wen (2009) encontraron que el contenido de las series C16 y C18 de Chlorella sp. fue
cambiando significativamente durante el periodo de cultivo de 5 dias.

El valor de la relacién n3/n6 fue 13,6 en el cultivo con agua de lavado de aceitunas, y 19,7 en el cultivo
con agua de lavado de aceites. En este caso, estos altos valores estan muy alejados del rango 2-5, donde se

considera que la biomasa tiene cierto valor nutricional, Webb y Chu (1982).

d) Composicidn elemental de la biomasa

Cabe indicar que en ambos cultivos se registraron diferencias significativas en la composicién
elemental de la biomasa recolectada. Tablas B.8 y B.11 (Anexo B). El porcentaje mas alto en la biomasa de
S. quadricauda correspondié al ‘C’ en ambos tipos de aguas, mientras que el ‘S’ fue el de menor contenido,
Figura 5.22. Se observé una diferencia en el contenido de nitrégeno entre los dos medios de cultivos, y
este hecho ha conducido a que la relacién entre carbono y nitrégeno fuese 29,9 usando aguas de lavado de
aceitunas, y 5,7 con aguas de lavado de aceites. Esta diferencia se puede justificar considerando que los
medios con aguas de lavado de aceites tienen mayor concentracién de fuente de nitrégeno (Tablas 5.2 y
5.4) y por lo tanto las células han podido asimilar mas N en el interior de la célula, lo cual puede producir

una menor relaciéon C/N.
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Figura 5.22 Composicion elemental de la biomasa de S. quadricauda determinada al final de los cultivos,
con aguas de lavado de aceitunas (1 ScSF) y aguas de lavado de aceites (ll 2 ScSA).
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5.3 CRECIMIENTO DE Chlorella pyrenoidosa EN MEDIO RODRiIGUEZ-LOPEZ

En este trabajo las variables experimentales estudiadas, usando el medio de cultivo Rodriguez-Lépez
(R-L), han sido: temperatura en el rango 15 a 30°C y velocidad especifica de suministro de aire en el
intervalo 0,0 a 1,5 v/v/min.

Para la determinacién de la composicién de la biomasa y sus variaciones durante los cultivos, se han
calculado los valores de las concentraciones en biomasa, x (g dm-3), nimero de células, N (cel dm-3),
clorofilas totales, CHL (g dm-3), carotenoides totales, Ca (g dm-3), proteinas, P (g dm-3), y contenido total en
lipidos, L (%). Ademas, al final de los cultivos, se ha determinado el perfil en acidos grasos de la fraccion
lipidica de la biomasa y la composicién elemental de la biomasa (%), segtin los procedimientos indicados

en el apartado 4 de este trabajo.

5.3.1 Efecto de la temperatura de operacion

Si se proporcionan todos los nutrientes necesarios para el crecimiento de algas, la temperatura sera un
efecto directamente significativa principalmente en la cinética de formacién de biomasa de microalgas,
pudiendo incidir en su composicién bioquimica. Puede que no sea facil cultivar microalgas sin control de
temperatura. En esta parte se estudiara el efecto de la temperatura sobre la producciéon de biomasa y la
composicién bioquimica de la biomasa, a través de los resultados obtenidos en experimentos realizados a
15, 20, 25y 30°C.

Los resultados experimentales obtenidos con el objetivo de estudiar la influencia de las temperaturas
del medio de cultivo constituido se indican en las Tablas C1 a C24. (Anexo C).
5.3.1.1 Produccién de biomasa

A través de los resultados experimentales, se calcularon los valores de concentracién de biomasa y
numero de células, datos que se han utilizado para su representacién grafica frente al tiempo en todos los
cultivos, y que han permitido obtener las curvas de crecimiento, Figura 5.23, para los experimentos 1 RL, 3
RL, 6 RLy 8 RL, para el rango de temperaturas de 15 a 30°C. Se ha indicado con linea continua el intervalo
considerado para la fase exponencial.

Al igual que en el apartado anterior, la cuantificaciéon del crecimiento celular se ha llevado a cabo
mediante dos parametros cinéticos:

1- Velocidad especifica maxima de crecimiento, pm, a través de la ecuacién [5.1].

2- Productividad volumétrica en biomasa, Pp, mediante la expresion [5.2].
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Figura 5.23 Curvas de crecimiento de C. pyrenoidosa en los experimentos en medio R-L, a las temperaturas
15°C (@), 20°C (@), 25°C (®)y30°C (O).

En los cultivos de esta serie se detecta fase de adaptacion excepto a temperatura de 30°C; la fase de
adaptaciéon de mayor duracién tiene lugar a 15°C. Inicialmente, estos resultados ya indican que la
temperatura tiene un efecto directo en el crecimiento de las algas; a temperaturas mas altas la fase de
adaptacion es de menor duracion.

Por otra parte, los valores medios de la concentracién de biomasa mas elevada, velocidad especifica
maxima de crecimiento y productividad volumétrica en biomasa, junto con los valores de la desviacién

estandar correspondiente, se muestran para cada cultivo en la Tabla 5.10.

Tabla 5.10. Concentraciones de biomasa mas elevadas, velocidades especificas maximas de crecimiento y
productividades de biomasa, en cultivos realizados con medio Rodriguez-Lépez

EXP T Xmax Hm Py,103
(°Q) (g dm3) (h'1) (g dm3h1)

;gi 15 1,67 + 011 0,028 + 0,001 1,61+ 0,001
3RL
--------- 20 1,94 0,03 0,038 £ 0,001 470 % 0,003
ARL

5 RL
ZRE- 25 1,79 + 0,03 0,047 + 0,004 6,65 + 0,001
7RL
L 30 1,45 £ 0,20 0,041 + 0,001 5,10 + 0,001

Se observa que la concentracién mas alta de biomasa formada en el medio de extraccién Rodriguez-
Lépez fue 1,94 g dm-3 a 20°C, y la concentracién mas baja de biomasa se determiné a 30°C. Por otra parte,
se observd el nimero de célula y el crecimiento de las células durante el periodo de crecimiento en el
medio de cultivo, Por lo tanto, el aumento en la temperatura tuvo un efecto significativo en la biomasa de

C. pyrenoidosa en el medio de cultivo sintético.
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Se observod que al final del experimento el nimero de células disminuye y su tamafio aumenta, lo que
imposibilita durante el cultivo determinar la formacién de biomasa a través del pardmetro ‘células dm-3".
El mayor tamafio celular se detecta a 20°C en esta serie experimental, y el mas pequefio a 30°C.

Se puede observar que los valores maximos experimentales de pumy Py se han alcanzado a 25°C. A esta
temperatura pm es 0,047 h'ty P, 6,65 mg dm=3h-1

A partir de los resultados obtenidos, los valores medios de la velocidad especifica maxima de
crecimiento y productividad volumétrica en biomasa aumentaron de 15 a 25°C, y luego ambos parametros
empezaron a disminuir. En este punto, se puede indicar que experimentalmente 25°C es la temperatura

mas favorable para el crecimiento de C. pyrenoidosa con el medio de cultivo R-L, Figura 5.24.
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Figura 5.24 Velocidades especificas maximas de crecimiento, pm, h'* (@), y productividades volumétricas
en biomasa, Py, g dm3 h-! (@), Influencia de la temperatura usando el medio Rodriguez-Lépez.

Estos resultados coinciden con los publicados por Lee et al. (2015), al estudiar el efecto de la
temperatura en tres cepas de B. braunii aisladas en aguas naturales en tres zonas de Corea del Sur
cultivadas en medios sintéticos. Las temperaturas estudiadas por estos autores, coinciden con las
utilizadas en la investigacién que se ha realizado (15, 20, 25 y 30°C) obteniendo para las tres cepas que la
maxima velocidad de crecimiento y la maxima concentracién de biomasa se alcanzaba a 25°C y la minima
en los cultivos a 15°C lo que concuerda con lo determinado en este trabajo.

Un modelo ampliamente utilizado que representa los efectos combinados de la temperatura sobre el

crecimiento y muerte celular es el propuesto por Moser (1985), [5.6]:

(Ea) =) [5.6]
M=M06RT ) HdeRT

Siendo E, y Eq energias de activacién aparente para las zonas ascendente y descendente de la curva de

crecimiento, en k] mol-l, y x4, 1a dos factores pre-exponenciales caracteristicos del modelo.
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Los valores de um frente a temperatura se han ajustado segtn la ecuacién de [5.6], mediante regresion
no lineal utilizando el software estadistico OriginPro 8, obteniendo los siguientes resultados para los

distintos parametros:

Ea= 40k mol? Eq=323,3 k] mol! o = 511105 ht ua=1,30105*h!
Siendo el sumatorio de los cuadrados de los residuos:
SSQ=3,93107

En relacion con estos resultados cabe resaltar, los valores de las energias de activacion aparentes, E,, y
Eq, son proximos a los obtenidos con C. pyrenoidosa, en crecimiento heterotréfico y en medio Rodriguez-
Lopez, Camacho et al. (1988); en este trabajo, los valores de E, y Eq estan en los rangos 75,60-113,04 kJ
mol, y 296,41-329,93 k] mol-,, respectivamente. Por otra parte, si se compara el valor E, con el obtenido
en C. vulgaris (218/8k), cultivada en condiciones autotroéfica, el valor es muy préximos, E, = 56,68 k] mol-1,
Lee et al. (1985).

Aplicando condicién de extremo, en este caso la condicién de maximo, se llega a la expresion [5.7]:

Ed_Ea

TéDtima = [57]
Rin ((4yEp) / (4, E))

To’ptima =26,9°C

Este valor es muy proximo al obtenido con S. obliquus donde Tspima fue 23,9°C, usando también
efluentes liquidos de almazaras como medio nutriente, Hodaifa et al. (2010b).
Sustituyendo este valor de Teptima, junto con el resto de los pardmetros obtenidos, en la ecuacién [5.6],

se puede calcular el valor maximo de la velocidad especifica maxima de crecimiento:
(Hm) max = 0,0488 h'l

A partir del modelo se pueden reproducir los valores de i en el intervalo de 15 a 30°C, detectdndose
un ajuste aceptable en el intervalo de temperaturas considerado.

En relacién con el efecto de la temperatura sobre el crecimiento, se ha introducido el coeficiente Q1o,
definido como el cociente entre la velocidad especifica maxima de crecimiento a una temperatura y la

velocidad especifica maxima de crecimiento a una temperatura 10°C mas baja:

u
- LT
Q=7 5 [5.8]

Aplicando esta ecuacion entre la temperatura 25°C y otra 10°C mas baja, 15°C, se obtiene que:

Q10: 1,65

Calculando Q1o para las temperaturas 30 y 20°C el coeficiente de temperatura es:

QlO= 1,01
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Los valores de Q1o estan dentro del rango encontrado en la bibliografia para el crecimiento de distintos
microorganismos, que oscila entre 1,05 y 4,0, Rose (1977).

La temperatura afecta al medio de cultivo en relacion a la solubilidad de los gases y sales minerales. En
relacion a los gases, la disponibilidad de O; y CO; en el medio depende de la temperatura. En definitiva, la

temperatura afecta al crecimiento, a la conversion del sustrato y a la sintesis productos.

5.3.1.2 Composicién bioquimica de la biomasa

Durante el transcurso de los cultivo en medio Rodriguez-Lopez y para cada una de las temperaturas
ensayadas con C. pyrenoidosa, se calcularon los porcentajes de clorofilas, %CHL, y carotenoides totales,
%Ca, referidos a biomasa seca. Estos parametros se calcularon de acuerdo con las ecuaciones [5.3] y [5.4],
mencionadas anteriormente. Asimismo, se han evaluado la cantidad de clorofilas y carotenoides por célula,
CHL/N y Ca/N, respectivamente, y la relacion entre las concentraciones de clorofila a y b, CHL./CHLy., asi
como la relacion CHL/Ca. También, se ha determinado los valores las velocidades especificas y las
productividades en clorofilas totales, qcur y Pchi, y en carotenoides totales, gcay Pca-

Por otra parte, también se han calculado a lo largo del cultivo los porcentajes en proteinas referido a la
biomasa seca, % P, de acuerdo con la ecuacién [5.5]. También se ha determinado los valores de las
velocidades especificas, gp, y las productividades Pp, de formacion de proteinas.

Al final de cada cultivo se han determinado los contenidos en proteinas crudas, en lipidos totales,
composicion en acidos grasos y composicion elemental de la biomasa formada.

a) Pigmentos

A través de los resultados obtenidos, se ha observado que los valores de %CHL y %Ca aumentaron en la
fase exponencial y de desaceleracion del crecimiento a 15 y 20°C, y luego empezaron a disminuir hasta el
final del experimento. Sin embargo, los valores de %CHL y %Ca a 25 y 30°C disminuyeron rapidamente
desde las primeras horas de inicio del cultivo, Figura 5.25 y 5.26. Cabe indicar que, la diferencia en los
valores de %CHL es significativa con la temperatura, en todos los experimentos. En el cultivo a 15°C, se
observo el valor mas alto de %CHL, 3,36%. Ugwu et al. (2007), determiné que el contenido de clorofila en
Chlorella sorokiniana, en un medio de cultivo sintético (MM4 modificado), a pH ajustado a 6,0, disminuye
cuando la temperatura aumenta.

Los porcentajes de clorofilas totales obtenidos al final de los cultivos son inferiores a 0,4%, excepto
para el cultivo realizado a 15°C (Tablas C1 a C24, Anexo C). En este sentido, los resultados obtenidos en
esta investigacion estan de acuerdo con lo indicado por Milner (1953), que sefiala que el porcentaje de
clorofilas totales en C. pyrenoidosa se encuentra en el intervalo de 0,01 a 6,0%, dependiendo de las
condiciones de cultivo.

Por otra parte, también cabe destacar que los contenidos de clorofilas totales y carotenoides por célula
presentan una evolucion similar al %CHL y %Ca para las cuatro temperaturas. A 15 y 20°C, aumentan en la
fase exponencial y después disminuyen en las fases de desaceleracién y estacionaria. A 25 y 30°C, la

disminucién es desde el inicio del cultivo.
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Figura 5.25 Variacién del porcentaje de clorofilas totales (®), relacién entre los contenidos de clorofilas
‘a’y ‘b’ (A), y contenido de clorofilas totales por célula (H) en C. pyrenoidosa con el tiempo
en cultivo del medio R-L, a la temperatura 30°C, Exp. 8 RL.

En lo referente a la relacion CHL,/CHLy, se ha observé un aumento rapido durante la fase exponencial y
después disminuyd de forma lenta a partir de fase de desaceleracién hasta el final del cultivo. En este punto
se puede indicar que, el contenido de clorofila ‘a’ aument6 durante la fase exponencial y después disminuyo;
por otra parte, la concentracion de clorofila ‘b’ se increment6 durante el transcurso de todo del cultivo; este
hecho justifica la variacidon observada en la relacién CHL,/CHLy. Este resultado coincide con el obtenido por

Hammouda et al. (2015) utilizando la microalga Chlorella sp. en un medio sintético.
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Figura 5.26 Variacién del porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de
clorofilas y carotenoides totales (A), y contenido de carotenoides por célula (H) en C.
pyrenoidosa con el tiempo en cultivo del medio R-L, a la temperatura 30°C, Exp. 8 RL.
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La evaluacion de la velocidad especifica de formacién de clorofilas, de acuerdo con su definiciéon qcu. se
puede expresar de la siguiente ecuacién [5.9]:

_ 1 dCHL
R T:

[5.9]

Considerando como hipdtesis de partida que la formacion de clorofilas estd asociada al crecimiento, se

podria indicar que:

dOHL _ e, & 5.10
T %cHL g [5.10]

donde och es el coeficiente estequiométrico. Al multiplicar la ecuacién anterior por dt, resulta:
dCHL = aCHLdX [511]

La integracidn de esta expresion en un determinado intervalo de tiempo:

CHL X
CHLO X0
conduce a la siguiente ecuacion:
(CHL — CHLo) = acyr (x—Xo) [5.13]

El calculo de acui, se ha llevado a cabo representando la concentracién neta de clorofilas formadas
(CHL-CHLo) vs a la concentracién neta de biomasa producida (x- Xo).

Se ha observado una recta en valores experimentales de la fase exponencial de crecimiento, lo que
indicard que efectivamente la formacién de clorofilas estd asociada al crecimiento en el cultivo en este
periodo de tiempo.

Finalmente, dividiendo los dos miembros de la ecuacién [5.10] por la concentracién de biomasa, X, se
deduce la ecuacion:

qcHL= OcHL M [5.14]

De forma similar a la utilizada para la determinacién de la velocidad especifica maxima de formacién

de clorofilas, y bajo la hipdtesis de que la formacion de carotenoides esta asociada al crecimiento, se puede

deducir la expresion que determina la velocidad especifica maxima de formacion de carotenoides:

qca= Uca [515]
donde ac,, seria el coeficiente estequiométrico para la formaciéon de carotenoides, y u la velocidad
especifica de crecimiento. Aqui también, la determinacion de este coeficiente se ha realizado en aquellos
cultivos donde las representaciones de las concentraciones de carotenoides netas formada, Ca-Cay, frente a
las de biomasa neta producida, X-Xo, presentan cierta linealidad. Al igual que ha sucedido con las clorofilas,

en todos los cultivos en la fase exponencial de crecimiento se ha observado un linea recta y mediante
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ajuste por minimos cuadrado se han obtenidos los valores de a, Tabla 5.11. Por tanto, también se puede
confirmar que formacién de carotenoides esta asociada a la formacién de biomasa al menos en la fase

exponencial de crecimiento.

CHL - CHL,, mg dm™ Ca- Ca, mgdm"
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\ A 30
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Figura 5.27 Relacién entre la concentracién neta de clorofilas totales (@), y carotenoides totales (A), con
la concentracién de biomasa neta producida de C. pyrenoidosa en el cultivo con medio R-L, a la
temperatura de 30°C, Exp. 8 RL.

En general, a la vista de los resultados obtenidos para los parametros la relaciéon entre concentracién
neta de clorofilas y carotenoides totales con la concentracién de biomasa neta producida, a partir del
inicio del experimento hasta el final de la fase de desaceleracién aumento, Figura 5.27, y luego en algunos
experimentos disminuy6 hasta al final del cultivo. En esto punto, se puedo indicar que las condiciones de
operacion tal como temperatura, salinidad, y concentracién de nutrientes) pueden afectar a la produccién
y composicion bioquimica en las microalgas.

A efecto de comparacién, y a diferencia de lo encontrado en esta investigacion, cabe indicar que la
relacion entre CHL-CHLo y Ca-Cap con la biomasa neta producida, utilizando un medio sintético con la
microalga B. braunii a 30°C, fue aumentando durante el transcurso de todo el cultivo, Orpez (2015).

Para las cuatro temperaturas ensayadas, y partir de representaciones similares a la de la Figura 5.27,
se ha podido determinar los valores de la velocidad especifica maxima y productividad volumétrica en
clorofilas totales y carotenoides totales, utilizando las ecuaciones [5.14] y [5.15], Tabla 5.11. Para cada
temperatura se han realizado dos experimentos lo que ha permitido calcular el valor medio, junto con la

desviacidn estandar correspondiente.
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Tabla 5.11. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formacion de clorofilas y
carotenoides, a las temperaturas de 15 a 30°C en cultivos realizados con medio Rodriguez-

Lépez
T qcHL Pcy 102 qca Pca 102
(Y] (mgg'h?) (mg dm3h) (mgg'h) (mg dm3h)
15 0,75 £ 0,20 2,47 £ 0,12 0,16 + 0,02 0,483 +£0,17
20 0,40 + 0,03 5,50 + 0,85 0,10+ 0,01 0,658 + 0,01
25 0,81+0,10 8,11 + 0,20 0,18+ 0,01 2,19+ 0,08
30 0,36 + 0,02 4,59 £ 0,82 0,11 +0,01 1,25+ 0,30

Se observ¢ diferencias significativas para los valores de qcui, Pchi, qca, ¥ Pca. A temperatura de 25°C se
determinan valores mas altos. Se ha detectado que a medida que la temperatura aumenta de 15 a 25°C, los
valores de Pcuiy Pca aumentan y luego disminuian. Por otro parte, los variables qcui. y gcui, En este caso,
es posible que la iluminacién tenga un efecto sobre la formacién de clorofila y carotinoides con el efecto de
las temperaturas.

b) Proteinas

A partir de los valores experimentales de la concentracién de proteinas, nimero de células y
concentracion en biomasa, se han calculado el porcentaje en proteinas referido a la biomasa seca, %P, y el
contenido de proteinas por célula, P/N. También se ha determinado los valores de las velocidades
especificas, qp, y las productividades P, de formacidon de proteinas. Finalmente, a partir del analisis
elemental de la biomasa, se ha podido calcular el porcentaje de proteinas crudas, %P cruda-

De forma similar a la utilizada para la determinacion de la velocidad especifica maxima de formacién
de clorofilas, y bajo la hipdtesis de que la formacién de proteinas estd asociada al crecimiento, se puede

deducir la expresién que determina la velocidad especifica maxima de formacion de proteinas:

qr= api [5.16]

donde ay, seria el coeficiente estequiométrico para la formacién de proteinas, y u la velocidad especifica de
crecimiento. Aqui también, la determinacién de este coeficiente se ha realizado en todos cultivos y para
cada una de las temperaturas, a partir de las representaciones de las concentraciones de proteinas netas
formada, P-Py, frente a las de biomasa neta producida, x-xo. Este tltimo parametro se ha determinado en la
fase exponencial de crecimiento y en el periodo de comportamiento lineal de la biomasa.

En general, se observé que los parametros %P y P/N a 15 y 30°C disminuian en el transcurso del
experimento. Sin embargo, a 20 y 25°C, el %P y la relacion P/N aumentan durante la fase exponencial y
luego disminuyen de forma lenta a partir de la fase de desaceleracion. Al final de los experimentos, se
analiz6 la biomasa de C. pyrenoidosa, y partir del %N se determiné el contenido de proteinas crudas,

Figura 5.28.
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Figura 5.28 Variacién del porcentaje de proteinas (O), y contenido de proteinas por célula (H) con el
tiempo en C. pyrenoidosa, en medio R-L, y a la temperatura 30°C. Contenido de proteina
cruda al final del cultivo (@), Exp. 8 RL.

Cabe indicar que, todos los procesos metabdlicos que ocurren dentro de la célula y en todas las fases de
crecimiento tuvieron un efecto en la formacién de proteinas hasta el final del experimento.

A partir de los resultados se ha determinado que la relacién entre concentraciéon neta de proteinas y
concentracion de biomasa neta producida, a partir del inicio del experimento hasta el final de la fase de
desaceleraciéon aumentd. Posteriormente, disminuy6 hasta al final del cultivo tal como se observa para el
bioproceso llevado a cabo a 30°C, Figura 5.29. Igual comportamiento fue observado a las restantes
temperaturas, pero con disminuciones mas pronunciadas y a tiempos mas cortos en los cultivos llevados a
cabo a mas baja temperatura.

Los ajustes obtenidos en las representaciones de (P-Po) vs (x-xo) han sido aceptable para las fases
exponencial y de desaceleracion, y ello ha permitido determinar los coeficientes estequiométricos, o, en
ambas zonas que finalmente han conducido a calcular las velocidades especificas maximas y
productividades volumétrica de formacién de proteinas, utilizado la ecuacién [5.16]. Este hecho permite
confirmar que en esta serie experimental la formacién de proteinas esta ligada al crecimiento al menos en

las fases exponencial y de desaceleracion.
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Figura 5.29 Relacion entre la concentracién neta de proteinas (@) y la concentracién de biomasa neta
producida usando C. pyrenoidosa en el cultivo con medio R-L, a la temperatura de 30°C, Exp.
8 RL.

Se ha detectado que a medida que la temperatura aumenta de 15 a 25°C, los valores de g, v Pp
aumentan. A temperatura de 25°C se han determinado los valores mas altos. Por tanto, se ha observado

cierta influencia directa de la temperatura sobre la formacién de proteinas.

Tabla 5.12. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en proteinas en el rango de
15 a 30°C, en cultivos de C. pyrenoidosa en medio Rodriguez-Lépez

T v P, 10
(°C) (mgg'h') (mg dm=3h)
15 9,71+0,13 2,30 0,10
20 14,8408 6,40 * 0,22
25 19,9 0,7 7,57 0,81
30 14,9 +0,2 7,55 + 0,47

También los valores medios de proteina cruda determinada al final del cultivo, %P cruda, junto con la
desviacién estandar correspondiente se ha calculado para las cuatro temperaturas ensayadas, Tabla 5.13.
El valor mas alto del %Pcruda fue 44,6% a 25°C, utilizando un medio sintético de cultivo rico en nitrégeno,
tal como es el medio Rodriguez-Lopez. Estos porcentajes de proteinas obtenidos estan dentro del rango

general indicado (0-55%) para algas unicelulares del género Chlorella, Dubinsky et al. (1980).

Tabla 5.13. Porcentajes en proteinas crudas, en el rango de 15 a 30°C, en cultivos de C. pyrenoidosa en
medio Rodriguez-Lépez
T (°C) 15 20 25 30
Pcruda (%) 24,1+0,0 24,2 +0,0 44,7 £ 0,0 41,7+0,1

En este contexto, Rekha et al. (2012) utilizando Chlorella vulgaris, cultivada en un medio sintético

(Chu-10), a un pH préximo a 7,5, con iluminacién artificial (fotoperiodos 12 luz: 12 oscuridad),
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observaron que operando en el rango de 25 a 35°C, el porcentaje de proteinas mas elevado fue 51,9% en
el rango 25 a 30°C, mientras que a temperaturas mas elevadas (rango 30-35°C) este porcentaje fue mas
bajo, 47,9%. Esta diminucion observada a las temperaturas mas elevadas tiene cierta similitud con el

descenso detectado en esta investigacion a 25 y 30°C.

c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de todos los experimentos de esta serie, se alcanzd la fase estacionaria, la biomasa fue
recolectada y se determind el contenido de lipidos totales. A partir de la fraccién lipidica de la biomasa se
ha determinado su composicién en acidos grasos. Estos acidos grasos han sido agrupados en saturados
(SAT), monoinsaturados (MON), poliinsaturados (POL), esenciales (ESE), y acidos grasos superiores
poliinsaturados n-3 (identificados por AGSP); también se ha calculado la relacién 6 indice n3/n6.

Se ha observado que el porcentaje de lipidos totales aumenta con la temperatura en el rango 15 a 25°C
y luego disminuye a 30°C. El valor mas alto fue 48,8% a 25°C, Figura 5.30. En este punto, se puede indicar
que las altas temperaturas dafian a los microorganismos al desnaturalizar las enzimas, las proteinas
transportadoras y otras proteinas. El calor también deteriora la membrana microbiana, la doble capa
lipidica se funde y se desintegra; por ello, a pesar de que las enzimas funcionales actiian mas rapidamente
a temperaturas elevadas, el microorganismo puede alterarse hasta el punto inhibir su crecimiento,
pudiendo ocurrir que el dafio sea irreversible.

En relaciéon con los resultados obtenidos, previamente cabe indicar que el metabolismo en algas puede
modificarse de forma importante con las condiciones de operacion, Guschina y Harwood (2006). En este
sentido, Converti et al. (2009), en cultivos de Chlorella vulgaris comprueba que la temperatura de
operacion influye de forma importante en el porcentaje de lipidos totales.

Como conclusioén, se puede destacar que la variacion de temperatura ensayada en esta investigacion ha

inducido un cierto efecto en la produccién de lipidos, al menos hasta 25°C.
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Figura 5.30 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con C. pyrenoidosa en cultivo con
medio R-L, a las temperaturas 15(H), 20(H), 25(H), y 30 (J) °C.
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El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica de la biomasa se determind al final del experimento en
todos los cultivos, expresdndose como porcentaje respecto al total de acidos grasos. A partir de los
cromatogramas obtenidos, los porcentajes de cada una de estas fracciones de acidos grasos.

En general, en todos los experimentos el acido graso mas abundante fue el acido oleico (18:1) 40,1% a
la temperatura de 15°C. Se observé una estrecha relacidn entre la temperatura y el porcentaje de cada
4cido graso; cuando la temperatura aument6 las fracciones de POL (%) y ESE (%) se incrementaron. Por

otra parte, las fracciones de MON (%) y SAT (%) disminuyeron, Tabla 5.14.

Tabla 5.14. Composiciéon en acidos grasos de la fraccion lipidica de C. pyrenoidosa en cultivo con medio R-L,
a diferentes temperaturas

(07(;) SAT MON POL ESE AGSP n3/n6

15 23,7+0,4 41,2+0,2 3,1£0,5 28205 0,03+0,00 1,61 +0,03
20 21,3+0,2 409+0,1 31,5+0,1 287+0,0 0,10%0,01 1,31+ 0,00
25 21,6 +0,4 37,7+0,6 37205 29201 0,16+0,05 1,32 £ 0,03
30 21,2+0,5 346+0,1 41,3+0,1 344+01 0,15+0,01 1,24 + 0,05

El contenido de MON es mayor que el de POL debido a las mayores concentraciones de 4cido oleico a
las temperaturas 15 y 20°C. En la fraccién de acidos grasos poliinsaturados, cabe indicar que a medida que
la temperatura aumenta los contenidos de acido linolénico disminuyen. El valor mas alto de la fraccion
POL fue 41,3% a 30°C. Tanmay et al. (2019) han obtenido resultados similares con C. vulgaris a 28°C, en
un medio sintético.

El valor mas alto de la relacién n3/n6 fue 1,61 a temperatura de 15°C. En estos casos y con todas las
temperaturas, el valor n3/n6 no esta en el rango (2-5) donde se considera que la biomasa tiene cierto

valor nutricional, Webb y Chu (1982).

d) Composicidn elemental de la biomasa

El andlisis de la composicién elemental se realizé6 a la biomasa seca obtenida al final de cada
experimento, tal como se explica en el apartado 4 de este Memoria. También, se ha determinado la
relacion entre los porcentajes de carbono y de nitrégeno, C/N.

En consideracion a los resultados observados, el contenido de carbono fue mas alto a 15°C, 52,8%, y el
minimo a 30°C, 48,5%. El mayor contenido de nitrégeno. 7,16%, se obtiene a 25°C, mientras que el de
hidrégeno fue a 15°C. La biomasa procedente de cultivos a 30°C contenia el mayor porcentaje de oxigeno y
azufre 37,7% y 0,49%, respectivamente. Por otra parte, la relacién C/N mas alta fue a 15°C, 13,7. Figura

5.31 es un ejemplo que muestra el analisis elemental de biomasa seca de C. pyrenoidosa a 30°C.
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Figura 5.31 Composicion elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos, en
el medio R-L, a temperatura de 30°C, Exp. 8 RL.

5.3.2 Influencia de la velocidad especifica de suministro de aire

El aire es de primordial importancia ya que contiene la fuente de carbono para la fotosintesis en forma
de didxido de carbono. Para cultivos muy densos, el CO; que acompafia al aire (0,035%) burbujeado a
través del cultivo limita el crecimiento de algas y el suministro de aire puede complementarse con diéxido
de carbono puro. Ademas, la adiciéon de CO, amortigua el agua contra los cambios de pH como resultado
del balance de CO2/H2CO:s.

La aeracién del medio se puede realizar por agitacién mecanica o burbujeando una fase gaseosa; esta
segunda alternativa se puede realizar introduciendo gases puros (02, N2 y COz) en el aire o bien aire
enriquecido en CO;. La aeracién en ausencia de agitacién mecanica, mantiene una distribucién uniforme
de las microalgas. Sin embargo, debe tenerse en cuenta que no todas las especies de algas pueden tolerar
una mezcla vigorosa con el aire, Sanchez et al. (1993).
5.3.2.1 Produccién de biomasa

Los resultados experimentales correspondientes al estudio del efecto del nivel de aeracidn, utilizando
medio de cultivo sintético Rodriguez-Loépez, se recogen en las Tablas C.25 a C.48 y sus representaciones
graficas en las Figuras C.9 a C.16 (Anexo C).

Inicialmente, se han obtenido las curvas de crecimiento para los experimentos 9 RL, 11 RL, 13 RLy 15
RL, realizados a los niveles de aeracién de 0,0, 0,5 1,0, y 1,5 v/v/min, Figura 5.32. En estos cultivos se ha
detectado fase de adaptacion, excepto en el de mayor nivel de aeracién, 1,5 v/v/min, Figuras C.9 a C16
(Anexo C). Es necesario aclarar en este punto, que la informacidn que se encuentra en bibliografia respecto
a esta variable de operacion, suelen ser inexistente, o en multiples ocasiones el suministro de aire a los
cultivos es mediante simple agitacion orbital del cultivo; en otros casos, en los que se introduce una fase
gaseosa en el reactor, se indica un caudal volumétrico (dm3 min) pero no el volumen del biorreactor o

recipiente donde se lleva a cabo el cultivo.
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Figura 5.32 Curvas de crecimiento de C. pyrenoidosa, en medio R-L, realizados a niveles de aeracion de 0,0

(@), 0,5(9),1,0 (®)y1,5(O)v/v/min.

Por otra parte, los valores medios de la concentraciéon de biomasa mas elevada, velocidad especifica
maxima de crecimiento y productividad volumétrica en biomasa, junto con los valores de la desviacién

estandar correspondiente, se muestran para cada cultivo en la Tabla 5.15.

Tabla 5.15. Concentraciones de biomasa mas elevadas, velocidades especificas maximas de crecimiento y
productividades de biomasa, en cultivos realizados con medio Rodriguez-Lépez

EXP Q Xmax Hm Py 103
(v/v/min) (g dm) (h?) (gdm3h')
'1?61'%: 0,0 0,056 + 0,01 0,021 + 0,001 0,65 + 0,00
EEII: 0,5 0,65 + 0,01 0,024 + 0,002 322+ 0,10
ﬁﬁ{ 1,0 1,79 £ 0,03 0,047 + 0,001 6,65+ 0,11
izgt 1,5 1,50 0,10 0,048 + 0,005 4,95 + 0,20

En general, la concentraciéon de biomasa aumenta a medida que aumenta el flujo de aire; pero hasta
cierto limite del flujo de aire. Se observé que, el valor mas alto de concentracién de biomasa se obtuvo con
el nivel de aeracién 1 v/v/min.

A partir de los resultados obtenidos, el valor de la velocidad especifica maxima de crecimiento
aumenta de 0,0 a 1,5 v/v/v min. Por otra parte, la productividad en biomasa se incrementé de 0,0 a 1,0

v/v/min, y posteriormente disminuyd, Figura 5.33.
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Figura 5.33 Velocidades especificas de crecimiento, um, h'l (@), y productividades volumétricas en
biomasa, Py, g dm3 h-! (@). Influencia del nivel de aeracién, usando el medio Rodriguez-
Lépez.

El incremento en las concentraciones de biomasa es inducido por el aumento en Q; es posible explicar
que cuanto mayor flujo de aire dentro del biorreactor mas concentraciones de gases puros (02, N2 y CO2)
se determinard en el medio de cultivo. Esto indica que la entrada de aire es suficiente para alcanzar los
valores de crecimiento mas altos.

La variacion de la velocidad especifica maxima de crecimiento con la velocidad especifica de suministro

de aire, Q, se ha ajustado a una ecuacidn tipo polinémica:

fim = a + bQ + cQ? [5.17]

El ajuste se ha realizado mediante regresion no lineal utilizando el software estadistico OriginPro 8,

obteniendo los siguientes resultados para los distintos parametros:
a=0,0181 h't b=0,0272 h'! (v/v/min)-1 c=-0,40 10-2h! (v/v/min)1
Con los valores de los parametros a, b y ¢, se ha reproducido la ecuacién [5.17] quedando representada
en la Figura 5.35 por una linea continua.
Siendo el sumatorio de los cuadrados de los residuos:

$SQ =7,22 107

Derivando la ecuacién [5.17] e igualando a cero, se puede determinar la velocidad especifica de

suministro de aire que origina un valor maximo de pim ¥ Q msx resultando:

(4m) max= 0,0494 h-1 Qmsx = 1,46 v/v/min
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Con respecto a la fase de desaceleracion, se observa que la productividad en biomasa aumentd en el
rango de nivel de aeracién 0,5-1,0 v/v/m y luego disminuyé. Este comportamiento es diferente al
observado con otra cloroficea, S. obliquus. En el caso de S. obliquus se observo que la productividad
disminuia con el caudal de aire hasta Q = 0,5 v/v/min y permanecia constante a valores de Q mas elevados,

Hodaifa et al. (2010Db).

5.3.2.2 Composicién bioquimica de la biomasa

Durante el transcurso de los cultivos en medio Rodriguez-Lépez y para cada uno de los caudales de aire
ensayados con C. pyrenoidosa, se calcularon los porcentajes de pigmentos, %CHL, y %Ca, referidos a
biomasa seca. Estos parametros se calcularon de acuerdo con las ecuaciones [5.3] y [5.4]. También, se han
evaluado CHL/N, Ca/N, y la relaciéon entre CHL,/CHLy, asi como la relacion CHL/Ca. Asi mismo, se ha
determinado los valores las velocidades especificas y las productividades en clorofilas totales, qcut y PchL, ¥
en carotenoides totales, gcay Pca.

Por otra parte, se han calculado a lo largo del cultivo, %P, de acuerdo con la ecuacién [5.5]. También se
ha determinado los valores de las velocidades especificas, qp, y las productividades Py, de formacién de
proteinas.

Al final de cada cultivo se determiné los contenidos en proteinas crudas, en lipidos totales, composicion
en acidos grasos y composicion elemental de la biomasa formada.

a) Pigmentos

A través de los resultados obtenidos, se ha observado que, en general, los valores de %CHL y %Ca

disminuyeron desde la propia fase exponencial para los cuatro caudales ensayados, Figuras 5.34 y 5.35.

Cabe indicar que los valores %CHL y %Ca se afectan con el nivel de aeracion, en todos los experimentos.

CHL,/CHL, CHL/N, pg Cel
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Figura 5.34 Variacién del porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas
‘a’y ‘D’ (A), y contenido de clorofilas totales por célula (H) en C. pyrenoidosa con el tiempo,
en medio R-L, a nivel de aeracién 1,5 v/v/min, Exp. 15 RL.

Los porcentajes de clorofilas totales determinados al final de los cultivos estan en el rango 0,01 a 6,0%,

(Tablas C25 a C48, Anexo C). En este punto, los resultados obtenidos estan de acuerdo con lo indicado por
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Milner (1953), que sefiala que el porcentaje de clorofilas totales en C. pyrenoidosa se encuentra en el
intervalo de 0,01 a 6,0%, dependiendo de las condiciones de cultivo. Por otra parte, también cabe destacar
que los contenidos de clorofilas totales y carotenoides por célula presentan una evolucion similar al %CHL
y %Ca para los cuatro niveles de aeracion.

La relacién CHL,/CHL, en las niveles de aeraciéon 0,0 y 1,0 v/v/min, aumenté6 durante la fase
exponencial y después disminuyé de forma lenta a partir de la fase de desaceleracion hasta el final del
cultivo. En este caso se puede indicar que, el contenido de clorofila ‘a’ aumenté durante la fase
exponencial y después disminuyo; por otra parte, la concentracion de clorofila ‘b’ se incrementé durante el
transcurso de todo el cultivo; este hecho podria justificar la variacién observada en la relacién CHL,/CHLs,.

Sin embargo, se ha detectado que la relacién CHL,/CHL;, en los niveles de aeracién 0,5 y 1,5 v/v/min
disminuye desde las primeras horas del inicio del cultivo.

La relaciéon CHL/Ca en todas de las niveles de aeracion, excepto a nivel 0,0 v/v/min, disminuyé

durante el transcurso del experimento.
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Figura 5.35 Variacién del porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de
clorofilas y carotenoides totales (A), y contenido de carotenoides por célula (M) en C
pyrenoidosa con el tiempo en cultivo del medio R-L, a nivel de aeracién 1,5 v/v/min, Exp.
15 RL.

En general, a partir de los resultados, se puede observar que las condiciones de operacién bajo
diferentes niveles de flujo de aire pueden afectar la produccién y composiciéon bioquimica de las
microalgas. Con niveles de aeracién bajos, no se observaron relaciones claras entre la concentracidon neta
de clorofila y los carotenoides totales con la concentracion de biomasa neta producida en la fase
exponencial.

Por otro lado, con los niveles 1,0 y 1,5 v/v/min, la relacién entre la concentracion neta de clorofila y los
carotenoides totales aumentd con la concentraciéon neta de biomasa producida, desde el comienzo del

experimento hasta el final de la fase de desaceleracion, Figura 5.36.
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Figura 5.36 Relacion entre la concentracién neta de clorofilas totales (®) y carotenoides totales (A), vs

concentracion de biomasa neta obtenida de C. pyrenoidosa en medio R-L, a nivel de aeracion
1,5 v/v/min, Exp. 15 RL.

Para las cuatro niveles de aeracién ensayados, y a partir de representaciones similares a las de la
Figura 5.36, fue posible determinar los valores maximos de velocidad especifica maxima, y los

rendimientos en clorofilas y carotenoides totales, utilizando las ecuaciones [5.14] y [5.15], Tabla 5.16.

Tabla 5.16. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formacién de clorofilas y
carotenoides, a nivel de aeracion en cultivos realizados con medio Rodriguez-Lopez

Q qcHL Pcny, 102 qca 10 Pca 102
v/v/min (mgglh?) (mgdm3h1) (mgglh?) (mg dm-=3h-1)
0,0 - 1,49 £ 0,60 - 0,276 £ 0,016
0,5 0,33+0,00 1,77 £0,20 0,768 +0,05 0,515+ 0,032
1,0 0,81+0,12 8,11+ 0,20 1,79 £ 0,09 2,16 £ 0,08
1,5 0,46 + 0,08 3,21+0,05 1,54+ 0,10 0,817 + 0,074

En general, se ha observado que, los valores qcui, Pchi, Gca ¥ Pca aumenta y luego disminuyeron con el
nivel de aeracién suministrado al fotobiorreactor. A nivel de aeracién 1,0 v/v/min se determinan valores
mas altos. Cabe indicar que, con el nivel 0,0 v/v/min no se pudo determinar los valores de qcuL V qca,
debido a que apenas hubo crecimiento y la concentracién de la biomasa en la fase exponencial fue muy
pequena.

b) Proteinas

A partir de los resultados, de concentraciéon de proteinas, nimero de células y concentraciéon en
biomasa, se calcularon el porcentaje en proteinas referido a biomasa seca, %P, y el contenido de proteinas
por célula, P/N. Asi mismo, se ha determinado los valores de las velocidades especificas, g, y las
productividades Pp, de formacion de proteinas. Finalmente, se ha podido calcular el porcentaje de

proteinas crudas, %Pcuda.
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En general, se ha observado que el %P y P/N disminuye durante el transcurso del cultivo en todas los
niveles de aeracién, excepto cuando no se suministra aire, nivel 0,0 v/v/min; en este caso, el %P y P/N
disminuyen desde las primeras horas del inicio del cultivo hasta el fin de fase exponencial, y luego
aumenta hasta el final del experimento. En este punto, se puede indicar que los altos niveles de aeracion
pueden provocar estrés celular; este hecho podria justificar la disminucién observada en ambos

pardmetros en los ensayos realizados.
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Figura 5.37 Variacién del porcentaje de proteinas (O), y contenido de proteinas por célula (H) con el
tiempo en C. pyrenoidosa, en medio R-L, y a nivel de aeraciéon 1,5 v/v/min. Contenido de
proteina cruda al final del cultivo (@), Exp. 15 RL.

Los ajustes obtenidos en las representaciones de (P-Po) vs (x-xo) han sido aceptable para las fases
exponencial y de desaceleracidn, y ello ha permitido determinar los coeficientes estequiométricos, o, en
ambas zonas que finalmente han conducido a calcular las velocidades especificas maximas y
productividades volumétricas de formacién de proteinas, utilizado la ecuacién [5.16]. Este hecho nos
permite afirmar que la formacién de proteinas estd asociada al crecimiento al menos en las fases

exponencial y de desaceleracion.
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Figura 5.38 Relacion entre la concentracién neta de proteinas (@) y la concentracién de biomasa neta
producida usando C. pyrenoidosa en el cultivo con medio R-L, y a nivel de aeraciéon 1,5
v/v/min, Exp. 15 RL.

Se ha detectado que a medida que el nivel de aeraciéon aumenta de 0 a 1,5 v/v/min, los valores de g, y
P, se incrementan. Se ha observado influencia directa del nivel de aeraciéon sobre la formaciéon de

proteinas, Tabla 5.17.

Tabla 5.17. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en proteinas a nivel de
aeracidn, en cultivos de C. pyrenoidosa en medio Rodriguez-Lopez

Q v P, 10
v/v/min (mgglh1) (mg dm-3h-1)
0,0 = 1,51+0,11
0,5 8,73+0,48 6,90 + 0,35
1,0 19,9 £ 0,7 7,67 £ 0,91
1,5 20,3+0,7 8,47 +0,11

También los valores de proteina cruda determinada al final del cultivo, %P cruda, junto con la desviacion
estandar correspondiente se ha calculado para los cuatro niveles de aeracion, Tabla 5.18. Se observé que,
%Pcruda aumento ligeramente con el nivel de aeracién, determinandose el valor mas alto, 46,1%, a 1,5
v/v/min.

Tabla 5.18. Porcentajes en proteinas crudas, a nivel de aeracién, en cultivos de C. pyrenoidosa en medio
Rodriguez-Lopez
Qv/v/min 0,0 0,5 1,0 1,5
Pcruda (%) 41,7 £ 0,2 42,5+0,8 44,7 £ 0,0 46,1 +0,1

En este punto, cabe destacar que el %Pcrda aumenta con Q al igual que ocurre con qp y Pp. En relacion
con la proteina cruda, también es necesario tener en cuenta lo indicado por Becker (1994), que expresa
que es un parametro con cierto error y que no refleja de forma apropiada el contenido real de proteinas
que considera nitrogeno no proteico de la célula que forma parte de &acidos nucleicos, amidas,

glucosamidas u otros componentes de la pared celular.
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c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de los experimentos de esta serie, la biomasa fue separada y se determind el contenido de
lipidos totales. A partir de la fraccién lipidica de la biomasa se ha determinado su composicién en acidos
grasos. Estos acidos grasos han sido agrupados en saturados (SAT), monoinsaturados (MON),
poliinsaturados (POL), esenciales (ESE), y acidos grasos superiores poliinsaturados n-3 (AGSP); también
se ha calculado la relaciéon n3/n6.

Se ha observado que el porcentaje de lipidos totales aumenta con el nivel de aeracién en el rango 0,0 a
1,0 v/v/min, y luego disminuye a nivel 1,5 v/v/min. En términos de contenido total de lipidos, la biomasa
de C. pyrenoidosa alcanz6 un 48,8% en cultivos con nivel de aeracién de 1,0 v/v/min, Figura 5.39.
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Figura 5.39 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con C. pyrenoidosa en cultivos con
medio R-L, a nivel de aeracién 0,0 (H), 0,5 (H), 1,0 (M), y 1,5 ((O0) v/v/min.

Cabe sefialar que los mayores contenidos en lipidos totales en C. pyrenoidosa se determinan a niveles
de aeracién intermedios, 0,5 y 1,0 v/v/min. Estos resultados concuerdan con los obtenidos por Li et al
(2008b), Se ha reportado que las células con alto contenido de lipidos totales se producen en condiciones
de estrés fisiolédgico.

En todos los cultivos y al final del experimento, el perfil de acidos grasos de la fraccidn lipidica de la
biomasa fue determinado. A partir de los cromatogramas similares al que se muestra, se han calculado, los
porcentajes de acidos grasos obtenidos en la fraccion lipidica de la biomasa.

A partir de los resultados se observé que con niveles de aeracién 0,0 y 1,5 v/v/min el 4cido graso mas
abundante fue el linolénico (18:3n3), con 34,1% y 36,8, respectivamente. El acido graso de mayor
concentracion con nivel de 0,5 v/v/min fue linoleico (18:2n6) con 25,9%. Por otra parte, a 1,0 v/v/min el
acido oleico (18:1), present6 el maximo contenido, 35,2%. Otros POL identificados fueron: 18:2n3, 18:4n3,
20:2n6, 20:5n3 y 22:5n3, (Tablas C25 a €48, Anexo C).

El mayor porcentaje en la fraccion de SAT (%), se determind en el cultivo con nivel de aeracién 1,5
v/v/min. Sin embargo, la fracciéon de MON (%), fue mas alta a 1,0 v/v/min. El mayor porcentaje se registré
en la fracciéon de POL (%), siendo el valor medio mas alto detectado 52,0%, obtenido en el cultivo con 0,5
v/v/min. Al igual que con las anteriores fracciones, los porcentajes de ESE y AGSP no presentan una

tendencia definida de variacion con el nivel de aeracién, Tabla 5.19.
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Estos resultados son muy préximos a los obtenidos con C. vulgaris (microalga de caracteristicas muy
parecida a C. pyrenoidosa) cuando se cultivé en un medio sintético, a 25°C, un nivel de aeracién de 0,625
v/v/min y 0,29 %CO,, Melinda et al. (2012); estos autores determinan 23,5% de SAT, 49,0% de MON,
27,2% de POL y 30,3% de ESE.

Tabla 5.19. Composicién en acidos grasos de la fraccién lipidica de C. pyrenoidosa en cultivo con medio R-L,
a diferentes niveles de aeracién

v /V;zmin SAT MON POL ESE AGSP n3/né6
0,0 359+0,1 21,7+0,2 43,1+0,1 385%0,2 0,457 +£0,0 26,309
0,5 22,4+0,0 22,7+0,1 520%0,1 447+0,1 0,262+ 0,2 0,73+0,7
1,0 21,6 £ 0,4 377+06 37205 292+0,5 0,161+ 0,5 1,32+0,0
1,5 38,3+0,0 199+03 46,105 423=x08 0,390+ 0,6 18,5+0,2

Cabe destacar que la relaciéon n3/n6 presenta valores muy elevados en condiciones extremas del nivel
de aeracion.

d) Composicidn elemental de la biomasa

El analisis de la composicién elemental se realiz6 a la biomasa seca obtenida al final de cada
experimento. También, se ha determinado la relaciéon C/N.

A partir de los resultados, el contenido de carbono fue mas alto en todos los niveles de aeracion, siendo
el valor mas alto (50,1%) a 1,5 v/v/min, y el minimo (48,1%) a 0,0 v/v/min. La biomasa procedente de
cultivos a nivel 1,5 v/v/min contenia el mayor porcentaje de nitrogeno y azufre 7,4% y 0,71%,
respectivamente. El contenido mas elevado de hidrogeno 6,89%, se obtuvo a 1,0 v/v/min, mientras que el
oxigeno fue 38,6% sin suministro de aire. Por otra parte, la relacién C/N mas elevado (7,21) fue a nivel de
aeracion 0,0 v/v/min. A titulo de ejemplo se muestra el andlisis elemental de la biomasa seca de C
pyrenoidosa obtenida a 1,5 v/v/min, Figura 5.40.
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Figura 5.40 Composicién elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos, en
el medio R-L, a nivel de aeracién 1,5 v/v/min, Exp. 15 RL.
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5.4 CULTIVOS DE Chlorella pyrenoidosa EN AGUAS RESIDUALES

En este apartado se ha abordado el estudio de la utilizacién de los diferentes tipos de aguas residuales
de almazara como medio nutriente para el crecimiento de C. pyrenoidosa fijando las variables de
operacion temperatura (25°C) y velocidad especifica de suministro de aire (1,0 v/v/min) que condujeron a
una mayor produccién de biomasa y a una composicién fisico-quimica enriquecida en lipidos. Por otra
parte, se ha tratado de mejorar el medio nutriente utilizando conjuntamente aguas residuales de
almazaras y urbanas procedentes de tratamiento secundario. Finalmente, en los medios de cultivos con
aguas residuales que has conducido a los mejores resultados, de tipo cinético y de composicién, se ha
estudiado la influencia de la concentracién de CO; (en la fase gas que se introduce en el fotobiorreactor) en
el rango de 1,0 a 15,0 v/v/min.

Al igual que en el apartado anterior, la cuantificaciéon del crecimiento celular se ha llevado a cabo

mediante dos parametros cinéticos:

1- Velocidad especifica maxima de crecimiento.

2- Productividad volumétrica en biomasa.

Para la determinacion de la composicion de la biomasa, y sus variaciones durante los cultivos, se han
calculado los valores de las concentraciones en biomasa, numero de células, pigmentos (clorofilas y
carotenoides totales) y proteinas, Asi mismo, se ha determinado los valores de las velocidades especificas y
productividades en clorofilas totales, y en carotenoides totales. También, se ha determinado las velocidades
especificas, y las productividades de formacién de proteinas. Ademas, al final de los cultivos, se ha
determinado el contenido total en lipidos, el perfil en 4cidos grasos de la fraccion lipidica de la biomasa y la
composicion elemental de la biomasa. Finalmente, a partir del andlisis elemental de la biomasa, se ha

podido calcular el porcentaje de proteinas crudas.

5.4.1 Utilizando aguas residuales de lavado de aceitunas

En esta serie se ha estudiado el uso de diferentes concentraciones de aguas de lavado de aceitunas (5,
10, 20, 30, 50 y 100%) como medio nutriente para el crecimiento de C. pyrenoidosa en cultivos llevados a
cabo en fotobiorreactores discontinuos, tipo tanque agitado, a 25°C y un nivel de aeracién de 1,0 v/v/min.

Los resultados experimentales correspondientes al estudio de la utilizacién de las aguas de lavado de
aceitunas como medio de cultivo, se recogen en las Tablas D.1 a D.36 y sus representaciones graficas en las
Figuras D.1 a D.12 (Anexo D).
5.4.1.1 Produccién de biomasa

A través de los resultados experimentales, se calcularon los valores de concentraciéon de biomasa, el
numero de células por unidad de volumen y los datos utilizados para la representaciéon grafica frente al
tiempo, que permitieron obtener las curvas de crecimiento y establecer la duraciéon de la fase exponencial,
tal como se indica a titulo de ejemplo para tres cultivos de esta serie en la Figura 5.41.

En general, en los cultivos de esta serie se ha observado fase de adaptacién; la de mayor duracion
tiene lugar en los cultivos con 5 y 50% de agua residual. Por otra parte, también cabe destacar que la
concentraciéon maxima de biomasa alcanzada al final del experimento aument6 cuando en el cultivo se
incrementd el porcentaje de 5 a 30%, y luego disminuy®. El valor mas alto fue 0,571 g dm-3 usando 30% de

agua residual como medio de cultivo, Tabla. 5.20.
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Figura 5.41 Curvas de crecimiento de C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de
aceitunas con 5% (@), 50% (@), 100% (@), a 25°C y nivel de aeracién de 1 v/v/min, en los
experimentos 1 ALF, 9 ALF, 12 ALF.

Se puede observar que los valores maximos experimentales de pumy Ps se han alcanzado en medios de
cultivos con 50% de aguas de lavado de aceitunas. Con esta concentracion, pum es 0,036 h'ly P, 2,22 103 g

dm=3h-1, Tabla 5.20.

Tabla 5.20. Concentraciones de biomasa mas elevadas, velocidades especificas maximas de crecimiento y
productividades de biomasa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas

EXP o/0 ALF Xmax Ilm Pb 103
(v/v) (g dm3) (h™) (gdm3h)
1ALE 5 0,336 0,008 0,024 + 0,009 1,75+0,1
ZALF ) - ) ) - ) ) - )
3 ALF
A ALF 10 0,410 £ 0,053 0,029 £ 0,001 1,80+0,1
5 ALF
AT 20 0,422 + 0,015 0,030 £ 0,002 1,99 + 0,00
7 ALF
SALF 30 0,571 £ 0,048 0,032 = 0,006 2,15+0,2
9 ALF
10 ALF 50 0,500+ 0,117 0,036 + 0,008 2,22 £ 0,00
11 ALF
13 ALF 100 0,478 £ 0,024 0,034 £ 0,002 2,10+0,3

A partir de los resultados obtenidos, se ha observado que los valores medios de la velocidad especifica
maxima de crecimiento y productividad volumétrica en biomasa aumentaron conforme la proporcion de
agua residual fue mayor en el medio de cultivo (de 5 a 50%), y concentraciones mayores de 50% ambos
parametros empezaron a disminuir. En este punto, se puede indicar que un porcentaje del 50% de agua
residual de lavado de aceitunas constituye el medio de cultivo mas favorable para el crecimiento de C.
pyrenoidosa, Figura 5.42. Estos resultados son inferiores a los obtenidos por Jaiswal y Prasath (2016) con
C. pyrenoidosa usando como medio de cultivo aguas residuales urbanas procedentes de una residencia

universitaria. Estos autores indican un crecimiento efectivo y una producciéon de biomasa elevada cuando
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el medio de cultivo contenia una concentraciéon superior al 50% de agua residual, alcanzandose
concentraciones de biomasa de 1,369 g dm=3 en los ensayos realizados a 25°C, fotoperiodo 12 h
iluminacién/12 h oscuridad y Erlenmeyer en agitador orbital. En este caso, aunque en nuestra
investigacion se ha usado un fotobiorreactor y condiciones de operaciéon mas controladas, el agua de
lavado de aceitunas tiene menor concentracién de compuestos de nitrégeno y fésforo que un agua residual
urbana. Ademas, las aguas procedentes de almazaras contienen en mayor o menor medida compuestos
fendlicos que como es bien conocido tienen cardcter antioxidante y son por tanto inhibidores del
crecimiento celular. Estos hechos pueden justificar esta menor concentracion de biomasa en los

experimentos realizados en esta investigaciéon usando aguas residuales de lavado de aceitunas.
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Figura 5.42 Velocidades especificas maxima de crecimiento, um, h-! (@), y productividades volumétricas
en biomasa, Py, g dm3 h'! (@). Influencia de la concentracién en cultivos realizados usando
aguas de lavado de aceitunas (ALF).

5.4.1.2 Composicién bioquimica de la biomasa
a) Pigmentos

A través de los resultados obtenidos por todos los experimentos en esta serie, se ha observado que los
valores de %CHL y %Ca aumentaron en la fase exponencial y de desaceleraciéon y luego empezaron a
disminuir hasta el final del experimento. Se observé que los parametros %CHL y %Ca, determinados al
final del experimento, aumentan con la concentracién de ALF en el medio de cultivo; con una
concentracion del 100% de ALF se obtuvo los mas altos porcentajes de clorofila total, 2,4%, y carotenoides
totales, 0,50%. Se detecta que en medios con mayor contenido en nitrégeno y otros nutrientes la
formacion de pigmentos estd favorecida. Este resultado y justificacion estaria de acuerdo con lo indicado
de forma general por Rhees (1978), donde observé que las algas unicelulares bajo restriccién de nitrégeno
contienen un contenido de clorofila mas bajo.

Por otra parte, también cabe destacar que los contenidos de clorofilas totales y carotenoides por célula
a lo largo del cultivo presentan una evolucién similar al %CHL y %Ca, excepto con el porcentaje del 5% de
ALF; en estos cultivos con el 5% de ALF, los parametros CHL/N y Ca/N disminuyen con el tiempo de

cultivo, Figuras 5.43 y 5.44.
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Se observd que hubo un cambio en el tamafio de la célula a medida que aumentaba la concentracion
del %ALF en el cultivo; estos resultados coinciden con la apreciaciéon de Sharma et al. (2012) que detectan
que la deficiencia de magnesio interrumpia la division celular en C. vulgaris, lo que originaba células de
gran tamafio. Por tanto, si el nimero de células permanece constante y sin embargo el porcentaje de
clorofilas aumenta con el tiempo, el pardmetro CHL/N aumenta a lo largo del experimento, hecho que

justifica lo observado experimentalmente.
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Figura 5.43 Variacién del porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas
@’y ‘b’ (A), y contenido de clorofilas totales por célula (H) en C. pyrenoidosa con el tiempo,
en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50%, Exp. 10 ALF.

En lo referente a la relacién CHL,/CHLy, se observé un aumento rapido durante la fase exponencial y
después disminuy6 de forma lenta a partir de fase de desaceleracién hasta el final del cultivo. En este
punto se puede indicar que, el contenido de clorofila ‘a’ aumenté durante la fase exponencial y después
disminuy06; por otra parte, la concentracion de clorofila ‘b’ se increment6 durante el transcurso de todo del
cultivo; este hecho justifica la variacion observada en la relacién CHL./CHLy.

El contenido de clorofila de un cultivo es un indicador de su actividad fotosintética y crecimiento. Las

células de algas cultivadas bajo estrés por nitrégeno muestran un bajo contenido de clorofila, Rhees

(1978).
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Figura 5.44 Variacién del porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de
clorofilas y carotenoides totales (A), y contenido de carotenoides por célula (M) en C
pyrenoidosa con el tiempo, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al
50%, Exp. 10 ALF.

La relacion CHL/Ca en todos los experimentos, excepto a concentraciéon 100% de ALF, aument6 a partir
de las primeras horas del cultivo hasta al final de la fase exponencial, y luego disminuy6 hasta el final del
experimento. Como se sefialé anteriormente, a medida que aumenta la concentraciéon de ALF, aumenta el
contenido de nitrégeno, fésforo y otros nutrientes, y esta modificacién del medio parece afectar mas
positivamente a la formacion de clorofilas totales que a la produccion de carotenoides totales. Esto podria
justificar que la relacién CHL/Ca aumente con el tiempo de proceso.

En general, el ajuste de (CHL —-CHLy) y (Ca -Cap) vs (x - Xo), ha sido posible en el transcurso de todo el
experimento, a diferencia de lo observado en las otras series, Figura. 5.45. Por tanto, si se tiene un unico
ajuste se ha podido a determinar un solo coeficiente estequiométrico, acui 0 aca, para todo el cultivo. Este
hecho indica que la formacién de pigmentos esta asociada a la formacién de biomasa en todo el cultivo.
Este resultado observado en esta seria del experimentos coincide con lo determinado en B. braunii usando
la misma instalaciéon experimental y configuracién de fotobiorreactor, aunque solo se usaron aguas

residuales urbanas procedentes de tratamiento secundaria, Orpez (2015).
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Figura 5.45 Relacion entre la concentracién neta de clorofilas totales (®) y carotenoides totales (A), vs
concentraciéon de biomasa neta obtenida de C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando
aguas de lavado de aceitunas al 50%, Exp. 10 ALF.

Este tnico valor de achi, 0 aca permite determinar tanto la velocidad especifica maxima de formacién

de clorofilas, o de carotenoides, como las productividades volumétricas de ambos pigmentos, Tabla 5.21.

Para cada medio de cultivo (%ALF) se han realizado dos experimentos lo que ha permitido calcular el

valor medio, junto con la desviacién estandar correspondiente.

Tabla 5.21. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formacién de clorofilas y
carotenoides, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas

% ALF qen Pci 102 gca 10 P, 103

(v/v) (mgg!h) (mg dm3h) (mgg'hl) (mg dm3h)
5 0,359 + 0,010 2,62+ 0,08 0,876 + 0,012 6,39 £ 0,00
10 0,454 + 0,030 2,82 40,15 1,09 + 0,00 6,75 + 0,00
20 0,597 + 0,090 3,96 + 0,62 1,34+ 0,05 8,86 + 0,30
30 0,598 + 0,090 4,02 +0,58 1,26 + 0,11 8,49 + 0,80
50 0,682 + 0,005 4,17 + 0,03 1,37 0,04 8,36 + 0,20
100 0,801 + 0,043 4,95 * 0,26 1,56 + 0,03 9,66 + 0,21

Cabe destacar que en el cultivo con 100% de ALF se alcanzaron los valores mas elevados de la
velocidad especifica maxima y productividad volumétrica en clorofilas y carotenoides totales.
b) Proteinas

Se observd que, usando aguas de lavado de aceitunas como medio de cultivo, el porcentaje de
proteinas, %P, aumentaba durante la fase exponencial hasta la fase de desaceleracion, y posteriormente
comenz6 a disminuir hasta el final del experimento. Figura 5.46.

Por otra parte, se ha obtenido el contenido de proteinas por célula determindndose que a
concentraciones bajas de ALF (en el rango 5 a 30%) disminufa durante el transcurso de todo el
experimento, mientras que a concentraciones mas altas de ALF en el medio de cultivo (50 y 100%) la

relacion P/N aumentaba en las fases exponencial y desaceleracién y posteriormente disminuia, Figura
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5.46. La variacion observada puede explicarse considerando que la sintesis de proteinas esta relacionada
con el contenido de N del medio de cultivo. El descenso continuo de P/N observado en medios con bajas

concentraciones de ALF esta ligado con la disminucién exhaustiva de N en el medio.
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Figura 5.46 Variacién del porcentaje de proteinas (O), y contenido de proteinas por célula (H) con el
tiempo en C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50%.
Contenido de proteina cruda al final del cultivo (®), Exp. 10 ALF.

A diferencia de lo observado en los pigmentos, los ajustes obtenidos en las representaciones de (P-Po)
vs (x-x0) han sido aceptable en todos los cultivos, considerando por separado las fases exponencial y de
desaceleracion, y ello ha permitido determinar los coeficientes estequiométricos, oy, en ambas fases. En
esta serie de experimentos en los que se ha usado como medio de cultivo aguas de lavado aceitunas, esta
apreciacion sobre o, permite justificar que la formacién de proteinas esta asociada al crecimiento al
menos en la fase exponencial, Figura 5.47. A partir de estos valores de o, se ha podido calcular las

velocidades especificas maximas y productividades volumétricas de formacién de proteinas.
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Figura 5.47 Relacién entre la concentracién neta de proteinas (@) y la concentracién de biomasa neta
producida usando C. pyrenoidosa en cultivos realizados con aguas de lavado de aceitunas al
50%, Exp. 10 ALF.

En general, se ha detectado que a medida que la concentraciéon de ALF en el medio de cultivo
aumentaba de 5 a 100%, no se observa una tendencia definida en los valores de q, y Pp. Por tanto, no se ha

observado influencia directa de la concentracion del ALF sobre la formacion de proteinas, Tabla 5.22.

Tabla 5.22. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en proteinas en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas con C. pyrenoidosa

% ALF v P,
(v/v) (mggth) (mg dm=3h1)
5 13,6 + 0,4 0,497 + 0,089
10 11,1+0,2 0,596 + 0,173
20 12,3+0,3 0,358 + 0,128
30 13,7+0,5 0,422 + 0,045
50 14,9+ 0,2 0,480 + 0,231
100 14,6 + 0,2 0,450 + 0,121

También los valores medios de proteina cruda determinada al final del cultivo, %P cruds, junto con la
desviacidn estandar correspondiente se ha calculado para las concentraciones de ALF ensayadas. No se ha
observado una tendencia definida cuando se modific6 el porcentaje del ALF en el medio de cultivo, Tabla

5.23, registrandose valores promedios en el rango 44,2-46,0%.

Tabla 5.23. Porcentajes en proteina cruda, en cultivos de C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando
aguas de lavado de aceitunas
% ALF

5 10 20 30 50 100
(v/v)
P(%;u;a 451£06 44204  460%02 448003  444:05 9 a ]
(J
LN
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c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de todos los experimentos de esta serie, se alcanzé la fase estacionaria, la
biomasa fue recolectada y se determin6 el contenido de lipidos totales. A partir de la
fraccion lipidica de la biomasa se ha determinado su composicién en acidos grasos.

Se ha observado que el porcentaje de lipidos totales aumenta con la concentracién de ALF. El valor méas
alto fue 48,0% en cultivo 100% de las aguas lavado de aceitunas, Figura 5.48. Estos resultados son
consistentes con los obtenidos en estudios previos en los que las microalgas se cultivaron bajo
condiciones de estrés, tales como alta concentraciéon de OMW, limitaciéon de nitrégeno y fosfato o alta
salinidad. En condiciones de estrés, la formacién de lipidos estd favorecida ya que estos son compuestos
de almacenamiento preferidos debido a su estado altamente reducido y se empaquetan en las células y
son claves para la supervivencia de las microalgas (He et al. 2015; Wang et al. 2015; Yao et al. 2015 y
Pruvost et al. 2011).

En general, existe una relaciéon inversa entre el contenido de lipidos totales y la concentraciéon

nitrégeno, Gouveia y Oliveira (2009).
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Figura 5.48 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con C. pyrenoidosa en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas en concentraciones de 5 (H), 10 (H), 20 (H),
30 (@), 50 (M), 100% (Mm).

A partir de los resultados se observé que con las diferentes concentraciones de ALF, el 4cido graso mas
abundante fue linolénico (18:3n3). Otros acidos grasos poliinsaturados identificados fueron: 18:2n3,
18:4n3, 20:2n6, 20:5n3 y 22:5n3, (Tablas D.1 a D.36, Anexo D).

A partir de los cromatogramas similares al que se muestra, se ha observado que la fraccién de acidos
grasos saturados disminuye con la concentracién de ALF. Se detect6 el valor mas alto de MON 14,6% en
cultivos con 100% de ALF, destacando que el acido oleico (18:1) presentaba el mas alto porcentaje. Por
otra parte, la fracciéon de poliinsaturados presenta el valor mas alto en todos los experimentos; en
concentracion al 10% de ALF fue 47,2%. Al igual que con las anteriores fracciones, el porcentaje de AGSP
no presenta una tendencia definida con las concentraciones de ALF. El valor mas alto de la relacién n3/n6

fue 1,97 a concentracion 30% de ALF; este valor estd préximo al rango donde se considera que la biomasa
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tiene cierto valor nutricional. En este sentido, la bibliografia indica que la biomasa producida en el cultivo
puede tener una aceptable calidad nutricional si la relacién n3/n6 estd en el rango 2-5, Webb y Chu

(1982), Tabla 5.24.

Tabla 5.24. Composicion en acidos grasos de la fraccion lipidica de C. pyrenoidosa en cultivos realizados
usando aguas de lavado de aceitunas, a diferentes concentraciones

%ALF SAT MON POL ESE AGSP n3/n6
5 30,4+0,3 125+03 434+01 389%0,7 0,145%0,1 1,65 + 0,02
10 29,0+0,3 12,701 47,205 413+06 0918%0,7 1,41 +0,03
20 28,8+0,3 12,6 +05 455+0,1 39,707 1,39+0,7 1,39+0,01
30 28,6 +0,1 13802 42406 384+05 0,764%0,1 1,97 £ 0,02
50 28,5+0,2 143+0,1 41,7+0,1 347+01 0447+0,0 1,23 +0,01
100 26,7 +0,3 14601 46406 41,4+05 0,330%0,0 1,26 £ 0,01

Los componentes del medio del cultivo y condiciones experimentales tienen un impacto importante y
esencial en la formacion de los acidos grasos. Tal como se ha indicado, el medio de cultivo usado contenia
poca concentracidén de compuestos de nitrégeno, y fésforos lo que afecta al contenido de acidos grasos.

La disponibilidad inicial de N en el medio sintético de control fue de 140 mg dm-3, Rodriguez-Lépez,
(1964). Este hecho indic6 que todos los experimentos en esta serie se realizaron bajo condiciones de

deficiencia de nitrégeno.

d) Composicidn elemental de la biomasa

Cabe indicar que en todos los cultivos se registraron diferencias en la composiciéon elemental de la
biomasa recolectada, siendo el porcentaje de nitrégeno muy bajo. Este hecho se puede justificar
considerando que el medio con aguas de lavado de aceitunas tiene menor concentraciéon de fuente de
nitroégeno (Tablas 5.2 y 5.4) y por lo tanto las células han podido asimilar menos N. El porcentaje mas alto
en la biomasa de C. pyrenoidosa correspondié al ‘C’, mientras que el ‘S’ fue el de menor contenido, Figura
5.48. No se observo una diferencia en el contenido de nitrégeno entre los medios de cultivos, y este hecho

ha conducido a que la relaciéon C/N estuviese en el rango 6,25-6,75.
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Figura 5.48 Composicién elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos, en
experimentos realizados usando aguas de lavado de aceitunas de concentraciéon 50%, Exp. 10
ALF.
5.4.2 Usando aguas residuales de lavado de aceites
En esta serie se ha estudiado el uso de diferentes concentraciones de aguas de lavado de aceites (5, 10,
20, 30, 50 y 100%) como medio nutriente para el crecimiento de C. pyrenoidosa. Los resultados
experimentales correspondientes al estudio, se recogen en las Tablas D.36 a D.72 y sus representaciones
graficas en las Figuras D.12 a D.24 (Anexo D).
5.4.2.1 Produccién de biomasa
Inicialmente, se han obtenido las curvas de crecimiento para los experimentos 1 ALA, 7 ALA, 11 ALA.
En los cultivos de esta serie se detecta fase de adaptacion en el medio de cultivo con concentraciones 10,
20y 30% de %ALA, Figura 5.49. Estos resultados ya indican que la concentraciéon de %ALA como medio de

cultivo tiene un efecto directo en el crecimiento.
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Figura 5.49 Curvas de crecimiento de C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de
aceites con 5% (@), 30% (@), 100% (®), a 25°C y nivel de aeracién de 1 v/v/min, en los
experimentos 1 ALA, 7 ALA, 11 ALA.

En relaciéon a la formacién de biomasa, y en experimentos con replica, los valores medios de la
concentracion de biomasa mas elevada, velocidad especifica maxima de crecimiento y productividad

volumétrica en biomasa, junto con los valores de la desviacién estdndar correspondiente, fueron

In(x/x,)
2,5
@
o ® @ @
@ @
20 | s
'.00‘
1,5 o N
1,0
0,5
0,0 - . . :
0 100 150 200 250

calculados en cada cultivo, Tabla 5.25.

Tabla 5.25. Concentraciones de biomasa mas elevadas, velocidades especificas maximas de crecimiento y

350

productividades de biomasa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites

12 ALFA

A partir de los resultados obtenidos, los valores medios de pum y P, aumentaron de 5 a 30% de ALA, y
luego ambos pardmetros empezaron a disminuir. En este punto, se puede indicar que experimentalmente

el 30% es la concentraciéon mas favorable para el crecimiento de C. pyrenoidosa con el medio de ALA,

Figura 5.50.

% ALA
(v/v)

100

Xmax

(g dm)
0,278 + 0,015

0,254+ 0,030
0,243 £ 0,037
0,218 £ 0,013
0,196 = 0,005

0,174 + 0,029

Hm
(h?)
0,021 £ 0,001
0,025 £ 0,001
0,027 £ 0,008
0,028 £ 0,003
0,023 £ 0,002

0,019 + 0,004

Py,103
(g dm-3h-1)

1,01 0,01
1,30+ 0,10
1,40 + 0,00
1,40 £ 0,30
1,05+ 0,05

0,750 £ 0,150
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Figura 5.50 Velocidades especificas maxima de crecimiento, um, h! (@), y productividades volumétricas
en biomasa, Py, g dm3 h'! (@). Influencia de la concentracién en cultivos realizados usando
aguas de lavado de aceites (ALA).

En este caso, a pesar del uso de condiciones de operacion mas controladas, el agua de lavado de aceite
tiene una baja concentracion de compuestos de nitrégeno y fésforo; ademas, contiene mayor contenido de
compuestos fendlicos en comparacién con las aguas residuales urbanas. Como es bien conocido los
compuestos fendlicos son antioxidantes y, por lo tanto, inhiben el crecimiento celular. Este hecho puede
inducir a pensar que la concentraciéon del 30% del agua de lavado de aceite en todos los experimentos
realizados en esta investigacion es el nivel maximo que fue capaz de soportar C. pyrenoidosa en las
condiciones de operacidon ensayadas; a concentraciones superiores, los efectos de inhibicién son mas
acusados.

Cabe indicar que, el medio de cultivo utilizado contenia poca concentracién de fuente de nitrégeno e
ion fosfato; estos compuestos afectar en forma directa en el crecimiento. El crecimiento estd influenciado
por el contenido de nutrientes del medio de cultivo, especialmente la relacion entre N: P; en este sentido la
bibliografia indica que la relacién 6ptima es 8:1 si se desea un crecimiento mayor de microalgas del genero
Chlorella, Aslan y Hepdan (2006). Por otra parte, tal como se ha indicado, la concentracién de compuestos

fenolicos tiene un claro afecto inhibitorio en el crecimiento de C. pyrenoidosa.

5.4.2.2 Composicién bioquimica de la biomasa
a) Pigmentos

A partir de los resultados obtenidos, se observé que los valores de %CHL y %Ca aumentaron en las
fases exponenciales y de desaceleracion del crecimiento, y luego comenzaron a disminuir hasta el final del
experimento, excepto que a bajas concentraciones de ALA (5 y 10%) estos contenidos aumentaron
ligeramente durante todo el cultivo, Figuras 5.51 y 5.52. Cabe sefialar que los valores de %CHL presenta
una variabilidad diferente para cada concentraciéon de ALA. Cabe indicar que, el porcentaje de clorofilas
totales en C. pyrenoidosa se encuentra en el intervalo de 0,5 a 1,5%, dependiendo de las condiciones de
cultivo. Por otro lado, también se debe tener en cuenta que los contenidos totales de clorofilas y
carotenoides por célula aumentaron durante el transcurso del experimento. Se observé que el contenido

de clorofilas aumentaba con las concentraciones de aguas de lavado de aceites, ya que se incrementaba el
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contenido de magnesio en el medio responsable de la formacién de clorofilas en las células. En este
sentido, cabe indicar que el i6n Mg2+ tiene un papel clave en la agregaciéon de ribosomas en unidades

funcionales y para la formulacidn de catalasa, Finkle y Appleman (1953).
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Figura 5.51 Variacién del porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas
@’y ‘b’ (A), y contenido de clorofilas totales por célula (H) en C. pyrenoidosa con el tiempo,
en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites al 30%, Exp. 7 ALA.

Por otro lado, se determiné que los contenidos de clorofila ‘a’ son mas elevados que los de clorofila ‘b’
cuando se usan ALA como medio nutriente, observandose que la relacién CHL./CHLp, presenté un valor
maximo en los cultivos con concentraciéon 100% de ALA. Por otra parte, se ha detectado que la relaciéon
CHL/Ca en los cultivos fue diferente para cada concentracién de %ALA usada como medio nutriente. En
los cultivos con 5 y 10% de ALA, la relacion CHL/Ca aumenté durante el transcurso de todo el
experimento. Sin embargo, con otras concentraciones la relaciéon fue alta en la fase exponencial

permaneciendo practicamente constante en la fase de desaceleracion.
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Figura 5.52 Variacién del porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de
clorofilas y carotenoides totales (A), y de carotenoides por célula (H) en C. pyrenoidosa
con el tiempo, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites al 30%, Exp. 7 ALA.

En general, el ajuste de los datos de (CHL -CHLy) y (Ca -Cao) vs (x - Xo), ha sido posible en el transcurso

de todo el experimento, Figura. 5.53. Por ello, se ha llevado a cabo un unico ajuste que ha permitido

determinar un solo coeficiente estequiométrico, acu. 0 a@ca, para todo el cultivo. Este hecho sobre los

coeficientes estequiométricos permite justificar que la formaciéon de pigmentos estd asociada al

crecimiento en todo el cultivo. A partir de estos valores de acui. 0 @ca se ha podido calcular las velocidades

especificas maximas y productividades volumétricas de formacién de clorofilas y carotenoides, Tabla 5,26.
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Figura 5.53 Relacién entre la concentracién neta de clorofilas totales (@) y carotenoides totales (/) vs
concentracion de biomasa neta obtenida de C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas
de lavado de aceites al 30%, Exp. 7 ALA.
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En general, se ha detectado que a medida que la concentracion de ALA en el medio de cultivo

aumentaba de 5 a 30%, se observa una tendencia definida en los valores de qcui, Pchi, qca ¥ Pca; @

concentraciones superiores a 30% se detecta una disminucion estos parametros tanto en clorofilas como

en carotenoides, Tabla 5.26. Concretamente, se ha observado influencia directa de la concentracion del

ALA sobre la formacién de ambos pigmentos. Cabe destacar que en el cultivo con 30% de ALA se

alcanzaron los valores mas elevados de la velocidad especifica maxima y productividad volumétrica en

clorofilas y carotenoides totales.

Tabla 5.26. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formacion de clorofilas y
carotenoides, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites

% ALA

(v/v)
5

10
20
30
50
100

b) Proteinas

qcu. 10
(mgg!ht)
2,87 £ 0,07
3,20+0,28
3,65 +0,78
4,13 £0,66
3,46 £ 0,01
2,60+ 0,06

PcyL 102

(mg dm-3h1)

1,37 £ 0,04
1,66 + 0,14
1,89+0,41
2,07 £0,33
1,66 = 0,00
1,03 +0,02

qca 102
(mgg'ht)
8,93 +0,11
7,38 + 0,38
8,91+ 0,81
10,6 + 0,14
8,28 + 0,00
6,65+ 0,11

Pca 103
(mg dm-=3h-1)
4,25 £ 0,00
3,84+0,19
4,62 0,42
532+0,70
3,96 0,00
2,63 0,45

A partir de los resultados obtenidos para todas las concentraciones de ALA, se observd que los

parametros %P y P/N disminuian en el transcurso de todos los experimentos. Al final de los cultivos, se

analiz6 la biomasa de C. pyrenoidosa, y partir del %N se determiné el contenido de proteinas crudas,

Figura 5.54. Como es bien conocido la sintesis de proteinas estd relacionada con el contenido de N del

medio de cultivo y por tanto la fuente del nitrégeno es un indicador para determinar el pardmetro %P.
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Figura 5.54 Variacién del porcentaje de proteinas (O), y contenido de proteinas por célula (H) con el
tiempo en C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites al 30%.
Contenido de proteina cruda al final del cultivo (®), Exp. 7 ALA.



RESULTADOS Y DISCUSION

Los porcentajes de proteinas fueron diferentes de los reportados para C. pyrenoidosa en trabajos
previos del Grupo Bioprocesos, en medios que utilizaban mezclas de aguas de lavado de aceitunas y aguas
de lavado de aceites, Malvis et al. (2019); en este ultimo trabajo se determinaron porcentajes de proteinas
entre 6,2% y 30,8%, correspondiente a cultivos con 5% y 50% de aguas residuales de almazaras.

Los ajustes obtenidos en las representaciones de (P-Po) vs (x-xo0) han sido aceptable para las fases
exponencial y de desaceleracion, y ello ha permitido determinar los coeficientes estequiométricos, o,. De
nuevo se comprueba en esta serie que la formacién de proteinas estd asociada a la formacién de biomasa.
Estos coeficientes estequiométricos, determinados en ambas zonas, permiten calcular las velocidades

especificas maximas y productividades volumétricas de formacion de proteinas, Figura 5.55.
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Figura 5.55 Relacién entre la concentraciéon neta de proteinas (®) y la concentracién de biomasa neta

producida usando C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites al
30%, Exp. 7 ALF.

En general, se ha detectado que a medida que la concentracién de ALA en el medio de cultivo
aumentaba de 5 a 20% o 30% de ALA, se detecta que ¢gp 0 P, se incrementa; a concentraciones de ALA
superiores a 20 0 30% ambos parametros disminuyen. Por tanto, se ha observado influencia directa de la

concentracién de ALA sobre la formacién de proteinas, Tabla 5.27.

Tabla 5.27. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en proteinas en cultivos de C.
pyrenoidosa, realizados usando aguas de lavado de aceites

% ALA @ P, 10
(v/v) (mgg'h) (mg dm3h)
5 6,19 + 0,56 1,37 +0,12
10 9,36 + 0,27 2,68+ 0,10
20 13,0 +0,2 2,91+0,84
30 10,2+0,1 3,61+0,12
50 10,1+ 0,4 1,80 + 0,45
100 8,08 + 0,27 1,69+ 0,13
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Por otra parte, en el contenido de proteinas crudas calculado al final de cada experimento, se observé
que el valor de Pcruda estaba en un rango muy estrecho, del 43,1 al 44,6%, Tabla 5.28, no detectandose una

tendencia definida con el aumento de la concentracion de agua residual en el medio de cultivo.

Tabla 5.28. Porcentajes en proteinas crudas, en cultivos de C. pyrenoidosa realizados usando aguas de
lavado de aceites
% ALA

5 10 20 30 50 100
(v/v)
P(COZ;" 44,6 + 0,1 43,3+0,1 43,1+0,1 44,4 + 0,2 44,6 + 0,3 43,8+0,1

A efecto de comparacidén, se puede indicar que el contenido de proteinas en S. obliquus, alga muy
similar a C. pyrenoidosa, alcanzé un valor de hasta 43,8% (Hodaifa et al, 2013) cuando las microalgas se

cultivaron en un medio sin deficiencia de N como es el medio sintético de Rodriguez-Lépez (1964).

c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de todos los experimentos de esta serie, se alcanz6 la fase estacionaria, la
biomasa fue recolectada y se determind el contenido de lipidos totales. A partir de la
fraccion lipidica de la biomasa se ha determinado su composicién en acidos grasos.

Se ha observado que el porcentaje de lipidos totales aumentaba con la
concentracion de ALA, Figura 5.56. El valor mas alto fue 50,0% en cultivos realizados

usando aguas de lavado de aceites con concentraciones de 100%.
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Figura 5.56 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con C. pyrenoidosa en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites en concentraciones de 5 (H), 10 (H), 20 (H),
30 (@), 50 (M), 100% ().
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El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica de la biomasa se determind al final del experimento en
todos los cultivos, expresandose como porcentaje respecto al total de acidos grasos. A partir de los
cromatogramas obtenidos, se han calculado, los porcentajes de cada una de las fracciones de acidos grasos
obtenidos.

En general, en todo los experimentos de esta serie el 4cido graso mas abundante fue el acido linolénico
(18:3n3), con 28,5% en el medio con concentraciéon 5% de aguas de lavado de aceites. El mayor porcentaje
se registréd en la fraccion de POL (%), siendo el valor medio mas alto detectado de acidos grasos
poliinsaturados 47,1%, obtenido en el cultivo con 30% de ALA, Tabla 5.29. No obstante, los valores de la
fraccion de ESE que se obtienen en los cultivos son muy préximos a los observados para la fraccion de
POL. Los principales acidos grasos poliinsaturados identificados fueron: 18:2n3, 18:2n6, 18:3n3, 18:4n3,
20:2n6, 20:5n3 y 22:5n3, Tablas D.36 a D.72 (Anexo D).

El contenido del medio del cultivo y condiciones experimentales tienen un efecto muy importante y
esencial en la formacién de los acidos grasos. Tal como se ha indicado anteriormente, el medio de cultivo
utilizado contenia poca concentraciéon de compuestos de fosforos, y nitrogeno lo que afecta al contenido
de acidos grasos. Es necesario indicar que el mayor porcentaje de SAT en el cultivo de 5% podria
atribuirse al bajo porcentaje de la fracciéon de acidos grasos monoinsaturados identificados en la fraccion
lipidica de la biomasa, Tabla 5.29. Este hecho es similar al observado por Malvis et al. (2019), cuando

utilizo medios deficientes en N y P para C. pyrenoidosa.

Tabla 5.29. Composicién en acidos grasos de la fraccidn lipidica de C. pyrenoidosa en cultivos realizados
usando aguas de lavado de aceites, a diferentes concentraciones

%ALA SAT MON POL ESE AGSP n3/né6
5 299+0,7 13,7+0,0 439+08 414+05 0,855+0,055 2,76 £ 0,02
10 29,7+0,8 16,006 36,701 33407 0,677+0,017 1,37 £ 0,05
20 28,6 £0,1 156 +0,1 426+03 383%0,2 0,837 0,025 1,79 £ 0,01
30 27,0+ 0,3 11,7+05 47,1+0,7 419%0,6 0,566x0,076 1,56 £ 0,20
50 279 %04 19,5+0,5 44,7+05 38609 - 1,18 + 0,04
100 27,8+0,1 168+00 428+04 368+0,3 - 1,28 £ 0,01

d) Composicidn elemental de la biomasa

Inicialmente, cabe indicar que se registraron diferencias en la composicién elemental de la biomasa
recolectada en todos los experimentos realizados. Por otro lado, hubo una diferencia destacada en el
contenido de nitrégeno, y ello puede ser debido a la diferencia en la composicion del medio del cultivo. El
porcentaje mas alto en la biomasa de C. pyrenoidosa correspondi6 al carbono, este hecho ha conducido a
que la mayor relaciéon entre carbono y nitrégeno C/N, fuese 6,30 cuando se utiliz6 aguas de lavado de
aceites en un 20%, Figura 5.57. Beuckels et al. (2015) observaron que Chlorella y Scenedesmus pueden
ajustar la concentracién interna de N y P en la biomasa en funcién de la concentraciéon de N y P en el medio

de aguas residuales.
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Figura 5.57 Composicién elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos, en
experimentos realizados usando aguas de lavado de aceites de concentraciéon 30%, Exp. 7 ALA.

5.4.3 Ensayos con aguas residuales de almazara y aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico

En esta serie experimental, las aguas residuales urbanas de tratamiento biol6gico, RU, se han utilizado
como medio de cultivo, mezcladas con el agua producida en almazaras. Especificamente, se ha usado 50%
de aguas de lavado de aceitunas (ALF) con RU, y 30% de aguas de lavado de aceites (ALA) con RU. Por
otra parte, se ha usado los tres tipos de aguas conjuntamente como medio de cultivo con concentraciones
diferentes; un primer ensayo con 15% de ALF, 30% de ALA y el resto con RU, y otro ensayo con 20% de
ALF, 30% de ALAy el resto RU.
5.4.3.1 Produccién de biomasa

A partir de los resultados experimentales, se ha calculado los valores de concentracién de biomasa (x)
y el nimero de células por unidad de volumen. Con los valores de x se ha podido obtener las curvas de
crecimiento y establecer la duracién de la fase exponencial, para los cultivos de esta serie, Figura 5.58.
Paralelamente, a partir delo datos x vs t se ha establecido la duracién de la fase de desaceleracién del

crecimiento, observandose que tiene comportamiento lineal.
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Figura 5.58 Curvas de crecimiento de C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de almazaras y
aguas residuales urbanas: 50% ALF y RU (@), 30% ALA y RU (@), 15% ALF, 30% ALA y RU
(@), y 20% ALF, 30% ALA y RU (O). Se operé a 25°C y a un nivel de aeracién de 1 v/v/min, en
los experimentos 2 ALFRU, 2 ALARU, 2 ALFARU y 4 ALFARU.

En todos los cultivos de esta serie no se ha observado fase de adaptacidn. Por otra parte, el valor mas
alto de biomasa alcanzada al final del experimento fue 0,996 g dm-3 en cultivo usando 50% de aguas de
lavado de aceitunas mezclada con aguas residuales urbanas. En este caso cabe destacar que las aguas
residuales urbanas fueron un factor influyente en la formacién de biomasa al aumentar la concentracién
de nutrientes en el medio de cultivo, Tabla 5.30. Se puede observar que los valores maximos
experimentales de pum y Pp se han alcanzado en medios de cultivos con 50% de aguas de lavado de
aceitunas y 50% de aguas residuales urbanas. A esta concentracién, um fue 0,035 hly P, 3,05 10-3 g dm-3

h-1,

Tabla 5.30. Concentraciones de biomasa mas elevadas, velocidades especificas maximas de crecimiento y
productividades de biomasa, en cultivos realizados usando las aguas de lavado de almazara
mezclada con aguas residuales urbanas

EXP % Xmax Hm Py, 103
(v/v) (gdm?3) (h) (gdm3h?)

;ﬁigg 50:50 0,996 +0,034 0,035 0,001 3,05 + 0,00
%ﬁ%ﬁ%% 30:70 0,289 + 0,035 0,026 + 0,001 2,40 % 0,30
;:iiﬁﬁg 15:30:55 0,862 + 0,016 0,030 + 0,001 2,65+ 0,25
i—ﬁ{-g—%ﬁ% 20:30:50 0,696 + 0,062 0,031 + 0,001 2,00 % 0,00

A partir de los resultados obtenidos, los valores medios de um y P, estuvieron directamente
influenciados por el porcentaje de la concentraciéon de agua de lavado de aceitunas, fundamentalmente en

la velocidad especifica maxima de crecimiento, Figura 5.59.
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Figura 5.59 Velocidades especificas maxima de crecimiento, um, h! (@), y productividades volumétricas
en biomasa, Py, g dm3 h'! (@). Influencia de la concentracién en cultivos realizados usando
aguas de lavado de aceitunas mezcladas con aguas residuales urbanas.

Por otro lado, estos resultados ya indican que la concentraciéon de ALA con RU, como medio de cultivo,
tiene un efecto directo sobre el crecimiento. La proporcién de ALA es un factor muy importante porque
contiene compuestos fendlicos que a su vez inhiben el crecimiento. En este punto, se puede indicar que el
50% de ALF mezclado con RU empiricamente es la concentracién mas favorable para el crecimiento de C.
pyrenoidosa en esta serie.
5.4.3.2 Composicién bioquimica de la biomasa
a) Pigmentos

A través de los resultados obtenidos, se ha observado que las concentraciones de agua residual urbana
tiene un efecto importante sobre la composicién bioquimica de la biomasa. En los cultivos con 50% de ALF
mezclada con RU, y en aquellos con 30% de ALA mezclada con RU, 15% de ALF, 30% de ALA mezclada con
RU, los valores de %CHL, y %Ca, aumentaron en la fase exponencial y de desaceleracion del crecimiento, y
luego empezaron a disminuir hasta el final del experimento, Figuras 5.60 y 5.61. Por otra parte, cabe
indicar que, cuando se mezclan las aguas de almazara (20% de ALF y 30% de ALA) con RU, los %CHL, y

%Ca, empezaron a disminuir en forma lenta desde el inicio hasta el final del cultivo.
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Figura 5.60 Variacién del porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas
@’y ‘b’ (A), y contenido de clorofilas totales por célula (H) en C. pyrenoidosa con el tiempo,
en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50% mezcla con agua
residuales urbanas, Exp. 2 ALFRU.

Se ha observado que los porcentajes de clorofilas son bajos y ello puede deberse a que el medio de

cultivo no constituye un sistema alimentario integrado para el crecimiento. Wu y Miao (2014) destacaron

que el nitrégeno es un nutriente esencial para microalgas. La limitacion de nitrégeno normalmente

conlleva una disminucién de la fotosintesis, Li et al. (2012)

En lo referente a la relacién CHL,/CHLy, se ha observado una disminucién durante la fase exponencial y

después aument6 de forma lenta a partir de fase de desaceleracion hasta el final del cultivo. En este punto

se puede indicar que, el contenido de clorofila ‘a’y ‘b’ cambié durante el transcurso de todo del cultivo.
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Figura 5.61 Variacién del porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de
clorofilas y carotenoides totales (A), y de carotenoides por célula (H) en C. pyrenoidosa
con el tiempo, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50% mezclada
con aguas residuales urbanas, Exp. 2 ALFRU.

Por otra parte, se ha observado que la relacion CHL/Ca en los cultivos fue diferente para cada
concentracion de aguas de almazara mezclada con RU. En todos los cultivos de esta serie, la relaciéon
CHL/Ca aument6 de forma muy lenta durante el transcurso, excepto en los experimentos con 15% ALF,
30% de ALAy el resto RU, donde se detect6 un aumento rapido.

Los ajustes obtenidos en las representaciones de (CHL-CHL,) vs (x-%x0) ¥ (Ca-Co) vs (x-X,) han sido
aceptable en el transcurso de todo el experimento, y ello ha permitido determinar los coeficientes
estequiométricos, acuL ¥ aca, €n ambas zonas que finalmente han conducido a calcular las velocidades
especificas maximas y productividades volumétricas de formacion de clorofilas y carotenoides totales,
Figura 5.62. Este hecho nos permite afirmar que la formacién de clorofilas y carotenoides totales estan

asociada al crecimiento.



RESULTADOS Y DISCUSION

CHL - CHL,, mg dm™ Ca- Ca,, mg dm™
0,03 0,005
0,02 - 0,004
0,02 - 0,003
0,01 - 0,002
0,01 - 0,001
0,00 : : : : : 0,000

0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2

-3
X-X, gdm

Figura 5.62 Relacién entre la concentracién neta de clorofilas totales (@) y carotenoides totales (A) vs
concentracion de biomasa neta obtenida de C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas
de lavado de aceitunas al 50% mezcla con aguas residuales urbanas, Exp. 2 ALFRU.

Este Unico valor de acuL 0 aca permite determinar tanto la velocidad especifica maxima de formacion
de clorofilas, o de carotenoides, como las productividades volumétricas de ambos pigmentos, Tabla 5.31.
Se observd que el valor mas alto, en todos los parametros, se registrd en el cultivo que contenia 50% de
ALF y 50% de RU; se puede explicar que cuando se ha usado ALA, el contenido de compuestos fenélicos
inhibe el crecimiento y tiene un mayor efecto sobre el mismo que los nutrientes presentes que en las
aguas residuales urbanas. En general, se ha observado una disminucién en los valores de qcu. y PchL

cuando en el medio existia ALA.

Tabla 5.31. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formacién de clorofilas y
carotenoides, en cultivos realizados usando aguas de almazara mezclada con aguas residuales

urbanas
% qcu. 10 Pcy1 102 qca 102 Pca 103
(v/v) (mgg!ht) (mg dm3h) (mgg'ht) (mgdm3ht)
50ALFRU 7,00 £ 0,39 6,07 £ 0,34 149 +0,18 13,0+0,2
30ALARU 4,36 + 0,46 4,02 +0,42 10,3+0,12 9,48 + 0,11
15ALF30ALARU 5,55+ 0,15 4,90+ 0,13 12,5+ 0,15 11,0+ 0,13
20ALF30ALARU 4,93 +0,19 3,18+0,12 11,9+0,16 7,70 £ 0,00

b) Proteinas

Generalmente, se ha observado que el porcentaje de proteinas y el contenido de proteinas por célula
disminuyen durante el transcurso del cultivo en cada experimento. Este hecho es similar al obtenido por
Hodaifa et al. (2010a) operando con S. obliquus. Al final de los cultivos, los porcentajes en proteinas
obtenidos son inferiores al 25%; el mayor valor de %P, 24,9%, se obtuvo en cultivo que contiene 30% de
ALA mezclada con RU, Figura 5.63. En este punto cabe indicar que la sintesis de proteinas esta relacionada

con el contenido de N del medio de cultivo. También cabe destacar que los valores obtenidos en esta serie
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al inicio del cultivo, donde la concentraciéon de nitrégeno es significativa, esta en el rango de 55-60%,

valores que son concordantes con los aportados por Becker (1994).
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Figura 5.63 Variacién del porcentaje de proteinas (O), y contenido de proteinas por célula (l) con el
tiempo en C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50%
mezclada con aguas residuales urbanas. Contenido de proteina cruda al final del cultivo (@),
Exp. 2 ALFRU.

Los ajustes obtenidos en las representaciones de (P-Po) vs (x-xo0) para las fases exponencial y de
desaceleracion, han permitido determinar los coeficientes estequiométricos, op. Estos coeficientes
estequiométricos, determinados en ambas zonas, permiten calcular las velocidades especificas maximas y

productividades volumétricas de formacién de proteinas, Figura 5.64.
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Figura 5.64 Relacion entre la concentracién neta de proteinas (@) y la concentracién de biomasa neta
producida usando C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas
al 50% mezclada con aguas residuales urbanas, Exp. 2 ALFRU.

En general, se ha detectado que a medida que la concentracién de ALF en el medio de cultivo aumenta,
se observa que g, se incrementa, mientras que P, disminuye si esta en presencia de ALA. Por tanto, se ha
observado influencia directa de la concentraciéon del RU y ALF sobre la formacién de proteinas, Tabla
5.32.

Tabla 5.32. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en proteinas en cultivos de C.
pyrenoidosa, realizados usando aguas de almazaras mezclada con aguas residuales urbanas

% @ P, 10

(v/v) (mgg'h') (mg dm=3h)
50ALFRU 15,6 £0,7 7,82 % 0,14
30ALARU 10,3+0,7 4,62 +0,13
15ALF30ALARU 12,8£0,2 4,27 +0,08
20ALF30ALARU 13,6 + 0,4 2,95+ 0,03

También los valores medios de proteina cruda determinada al final del cultivo, %P cruds, junto con la
desviacidn estandar correspondiente se ha calculado para cada las experimentos. No se ha observado una
tendencia definida cuando se modifico el porcentaje del RU en el medio de cultivo, Tabla 5.33,

registrandose valores promedios en el rango 42,5-46,6%.

Tabla 5.33. Porcentajes en proteina cruda, en cultivos de C. pyrenoidosa realizados usando aguas de
almazaras mezclada con aguas residuales urbanas

%

w/v) S0ALFRU 30ALARU 15ALF30ALARU 20ALF30ALARU
e 46,4+ 0,0 46,6 +0,3 42,5+0,2 42,7+0,2
(%)

L N
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c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de los experimentos, se analiz6 la biomasa de C. pyrenoidosa para determinar el porcentaje de
lipidos totales. En todos los medios de cultivos, el porcentaje de lipidos totales estuvieron en el rango de
41,3-46,0%, Figura 5.65. Estos valores son superiores a los descritos por Becker (1994) para C. vulgaris
(14-22%).

Los medios de cultivos fueron pobres en nitrégeno, y ello ha facilitado que C. pyrenoidosa incremente
su la capacidad de producir lipidos. Estos resultados son similares a los obtenidos por Gardner et al
(2011), que observaron que cuando las microalgas estan bajo de nivel de N limita y con pH controlado, se

facilita la sintesis de lipidos.
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Figura 5.65 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con C. pyrenoidosa en cultivos
realizados usando aguas de almazaras mezclada con aguas residuales urbanas en EXP.
50ALFRU (), 30ALARU (), 15ALF30ALARU (M), 20ALF30ALARU (O).

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica de la biomasa se determiné al final del experimento en
todos los cultivos, expresdndose como porcentaje respecto al total de acidos grasos. A partir de los
cromatogramas obtenidos, se han calculado, los porcentajes de cada una de las fracciones de acidos
grasos.

En consideracién a los resultados obtenidos, se observa que el contenido de ALF tiene un efecto
favorable en la formacién de los acidos 18:1 y 18:3n3; en los cultivos de 50ALFRU y 20ALF30ALARU el
acido graso mas abundante fue el (18:1), mientras que en los cultivos 30ALARU y 15ALF30ALARU fue el
18:3n3. Por otra parte, el mayor porcentaje se registré en la fraccién de poliinsaturados, siendo el valor
medio mas alto detectado de acidos grasos poliinsaturados 46,3%, obtenido en el cultivo con 15% de ALF,
30% de ALA y 55% de RU, Tabla 5.34. No obstante, los valores de la fracciéon de ESE que se obtienen en los

cultivos son muy préoximos a los observados para la fraccion de POL. El valor mas alto de la relacién n3/n6
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fue 1,37 en el cultivo con agua de lavado de aceites y aguas residuales urbanas. En este caso, este valor
esta mas préximo al rango 2-5, donde se considera que la biomasa tiene cierto valor nutricional, Webb y

Chu (1982).

Tabla 5.34. Composicion en acidos grasos de la fraccion lipidica de C. pyrenoidosa en cultivos realizados
usando aguas de almazaras mezcladas con aguas residuales urbanas, a diferentes

concentraciones
% SAT MON POL ESE AGSP n3/né6
(v/v)
50ALFRU 265+0,5 277+05 39202 350+04 0,586+0,00 0,940 + 0,098
30ALARU 28,7+0,7 244+00 41107 414+01 0,400+0,014 1,37 £ 0,008
15ALF30ALARU 22,7+0,8 26,7+08 463+05 41,7+04 0,553+£0,041 0,988 + 0,054
20ALF30ALARU 25200 274+00 415+07 372+05 0,488x0,042 1,02 £ 0,003

Los componentes del medio del cultivo y condiciones experimentales tienen una influencia importante
y esencial en la formacion de los acidos grasos. Tal como se ha indicado anteriormente, los medios de
cultivos utilizado contenia poca concentracion de compuestos de fosforo y nitrégeno lo que afecta al
contenido de &cidos grasos, Hu et al. (2008). Por otra parte, se ha observado porcentajes altos de acidos
linoleico y linolénico en la fraccion lipidica de la biomasa obtenida y este hecho coincide con lo indicado

por Hu et al. (2008).

d) Composicidn elemental de la biomasa

El andlisis de la composicién elemental se realizé a la biomasa seca obtenida al final de cada
experimento. También, se ha determinado la relacidn entre los porcentajes de carbono y de nitrégeno, asi
como la relacién C/N.

A partir a los resultados observados, en esta serie el contenido de carbono fue el valor mas alto, 46,8%,
el mayor contenido de nitrégeno 7,46%, se obtiene en la biomasa procedente del cultivo con 30% de ALA

mezclada con RU, mientras que el contenido de azufre estaba en el rango 0,34-0,54%, Figura 5.66.
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Figura 5.66 Composicién elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos, en
experimentos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50% mezclada con aguas
residuales urbanas, Exp. 2 ALFRU.
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5.4.4 Efecto de la concentracion de diéxido carbono en diferentes medios de cultivos

En esta serie experimental, se utiliz6 las aguas generadas en almazara y aguas residuales urbanas de
tratamiento secundario. Se ha usado 50% aguas de lavado de aceitunas y 30% aguas de lavado de aceites,
temperatura 25°C, un caudal volumétrico de aire de 1 v/v/min y concentraciones de diéxido de carbono en
el aire en un rango de 0,035 - 15,0%.
5.4.4.1 Cultivos realizados con aguas de lavado de aceitunas
A. Produccion de biomasa

Los resultados experimentales correspondientes al estudio del efecto del nivel de concentracion de
COg, utilizando como medio de cultivo aguas de lavado de aceitunas, se recogen en las Tablas D.97 a D.126
y sus representaciones graficas en las Figuras D.33 a D.42 (Anexo D).

Inicialmente, se han obtenido las curvas de crecimiento para los experimentos realizados a las
concentraciones de COz de 1, 2, 5, 10 y 15% en aire, con un caudal volumétrico de fase gaseosa de 1
v/v/min en los fotobiorreactores. En los cultivos de esta serie no se detecta fase de adaptacion. Por otra
parte, se observé que la duracién de la fase exponencial disminuye al aumentar la concentracion de CO»,
donde el periodo mas largo se detecta para una concentracién de 0,035% de CO; en aire, Figura 5.67.

Por otra parte, los valores medios de la concentracién de biomasa mas elevada, velocidad especifica
maxima de crecimiento y productividad volumétrica en biomasa, junto con los valores de la desviaciéon

estandar correspondiente, se muestran para cada cultivo en la Tabla 5.35.

In (x/x,)
4,0
o ®°
® Co0®® 00
°o® ®
2,0 - ®
1,0 1
0,0 . . :
0 100 200 300 400
th

Figura 5.67 Curvas de crecimiento de C. pyrenoidosa, en cultivos realizados con aguas de lavado de
aceitunas al 50% con diferentes % de CO: en la fase gas, 1% (@), 10% (@), 15% (@). Se
operéd a 25°C y a un nivel de aeracién de 1 v/v/min, en los experimentos 1 ALFC, 7 ALFCy 9
ALFC.

En principio, y en relacidn con los experimentos 9 ALF y 10 ALF, debe tenerse en cuenta que el medio
de cultivo que se ha utilizado con 50% de aguas de lavado de aceitunas con concentracién 0,035% de CO»,
fue diferente en todas las especificaciones fisicas y quimicas de las aguas usadas en esta serie

experimental. En este sentido, en las Tablas 5.1 y 5.2, es posible observar las caracterizaciones fisico-
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quimicas de las aguas de lavado de aceitunas empleadas como medios de cultivos en esta serie, y que

fueron tomadas el 3 de enero de 2018.

Tabla 5.35. Concentraciones de biomasa mas elevadas, velocidades especificas maximas de crecimiento y
productividades de biomasa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas y
adicién de diéxido de carbono en la fase gas de entrada al fotobiorreactor

EXP COZ Xmax Hm Pb 103
(%) (g dm3) (h1) (gdm3h)
DALE. 0,035 0,500+ 0,117 0,036 £ 0,01 2,22 £ 0,00
10 ALF ) ) - ) ) - ) ) - )
1 ALFC
2 ALFC 1 0,310 £ 0,002 0,029 £ 0,00 2,40 £ 0,30
3 ALFC
A ALFC 2 0,520 + 0,005 0,031 £ 0,00 2,75+ 0,09
5 ALFC
6 ALFC 5 0,826 £ 0,009 0,031 £ 0,00 3,05+0,00
7 ALFC
8 ALFC 10 1,03 £ 0,008 0,032 £ 0,00 3,35+ 0,03
9 ALFC
10 ALFC 15 0,954 + 0,009 0,025+ 0,00 3,45+0,02

En general, en esta serie la concentracién de biomasa aumenta a medida que se incrementa el %COy;
pero hasta cierto limite del CO». El incremento en las concentraciones de biomasa es inducido por el
aumento en el % de CO2; en principio, este hecho se podria justificar considerando que cuanto mayor
concentracion de CO; disuelto en el biorreactor se facilita la fotosintesis pudiéndose alcanzar valores de
crecimiento altos. Los resultados que se ha obtenidos son muy similares a los indicados por Sun et al.
(2015) y Abd El Baky et al. (2012). A partir de los resultados obtenidos, los valores de la velocidad
especifica maxima de crecimiento y la productividad aumentan de con el porcentaje de diéxido de carboén,

de 1 a 10%, y posteriormente disminuyd, Figura 5.68.
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Figura 5.68 Velocidades especificas maxima de crecimiento, um, h't (@), y productividades volumétricas

en biomasa, Py, g dm3 h-! (@). Influencia de la concentracién en cultivos realizados usando
aguas de lavado de aceitunas al 50% con diferentes % de COx.
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B. Composicién bioquimica de la biomasa
a) Pigmentos

A través de los resultados obtenidos, se ha observado que los valores de %CHL, CHL/N, y Ca/N
disminuyen durante el transcurso de todos los experimentos, Figura 5.69. Por otra parte, el %Ca
disminuy6 durante el transcurso del cultivo, excepto en los experimentos con los 10 y 15% de CO; en el
aire de entrada al fotobiorreactor, donde se detect6 un aument6 a partir de las primeras horas hasta la
fase de desaceleracion y luego disminuy6 hasta el final del experimento, Figura 5.70. Los porcentajes de
clorofilas totales determinados al final de los cultivos estan en el rango 0,01 a 6,0%. Estos resultados estan
de acuerdo con lo indicado por Milner (1953), que sefiala que el porcentaje de clorofilas totales en C.

pyrenoidosa se encuentra en el intervalo de 0,01 a 6,0%.
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Figura 5.69 Variacién del porcentaje de clorofilas totales (.), relacion entre los contenidos de clorofilas
@’y ‘b’ (A), y contenido de clorofilas totales por célula (H) en C. pyrenoidosa con el tiempo,
en cultivos usando aguas de lavado de aceitunas al 50% y 10% CO: en la fase gas, Exp. 7
ALFC.

La relaciéon CHL,/CHL, y CHL/Ca, disminuydé durante el transcurso del cultivo, excepto con los
porcentajes de CO, de 0,035, 10 y 15% en el aire de entrada, donde se detecté un aumentd desde el inicio
del cultivo hasta la fase de desaceleraciéon y luego disminuy6 hasta el final del experimento. En este caso
se puede indicar que, el contenido de clorofila ‘a’ aument6é durante la fase exponencial y después
disminuyo; por otra parte, la concentracion de clorofila ‘b’ se increment6 durante el transcurso de todo el

cultivo; este hecho podria justificar la variaciéon observada en la relacién CHL,/CHLy.
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Figura 5.70 Variacién del porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de
clorofilas y carotenoides totales (A), y de carotenoides por célula (H) en C. pyrenoidosa
con el tiempo, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50% con 10%
COen la fase gas, Exp. 7 ALFC.

En general, a la vista de los resultados obtenidos para los diferentes parametros la relacion entre
concentracion neta de clorofilas y carotenoides totales con la concentraciéon de biomasa neta producida, a
partir del inicio del experimento hasta el final (o bien en tiempos préximos al final) de la fase de
desaceleraciéon aumento, y luego en algunos experimentos disminuyd hasta al final del cultivo. El ajuste de
(CHL-CHL,) vs (x-X0) vy (Ca-Co) vs (x-Xo) producida es aceptable, y por ello se puede confirmar que
formacion de pigmentos estd asociada a la formacién de biomasa al menos en la fase exponencial de
crecimiento y parte de la zona de desaceleracion, Figura. 5.71. Por tanto, mediante el ajuste realizado se ha

podido a determinar los coeficientes estequiométricos, acur 0 aca, para el cultivo.
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Figura 5.71 Relacién entre la concentracién neta de clorofilas totales (@) y carotenoides totales (A) vs
concentracion de biomasa neta obtenida de C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas
de lavado de aceitunas al 50% con 10% CO2, Exp. 1 ALFC.

Para las concentraciones de CO; ensayadas, y partir de representaciones similares a la de la Figura
5.76, se ha podido determinar los valores de la velocidad especifica maximay productividad volumétrica
en clorofilas totales y carotenoides totales, Tabla 5.36. En este punto, se puedo indicar que las

concentraciones de CO; pueden afectar a la produccién y composicién bioquimica en las microalgas.

Tabla 5.36. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formacién de clorofilas y
carotenoides, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50% con
diferentes % de CO;

CO; e 10 Pcu, 102 gca 102 Pca 102
(%) (mgg'hT) (mg dm3h) (mgg'h) (mg dm3h)
0,035 6,82 + 0,05 4,17 + 0,03 13,7+ 0,4 0,836 + 0,02
1 4,91+0,54 5,80 + 0,26 9,08 + 0,29 1,85+ 0,26
2 5,19 + 0,52 1,96 + 0,35 8,60 + 0,61 0,78 + 0,06
5 7,15 + 0,29 2,95 0,11 12,1+0,31 0,88 +0,00
10 5,49 + 0,88 3,57 + 0,02 10,9+ 0,19 1,06 + 0,08
15 4,94+ 0,01 3,66 + 0,00 9,71+ 0,69 1,38+ 0,07

La mayor velocidad especifica de formacién de clorofilas, 0,715 mg g1 h-1, se alcanza cuando en la fase
gas el %CO0; es del 5%, que no coincide con la concentracién de diéxido de carbono que da lugar a la mayor
velocidad especifica de formacion de carotenoides, 0,137 mg g1 h-1, obtenida cuando el %CO; en la fase gas
es minimo (0,035%). Sin embargo, las productividades volumétricas de ambos pigmentos estan

sincronizadas, presentando el maximo valor para el mismo porcentaje de CO en la fase gas (1,0% CO3).
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b) Proteinas

A partir de los resultados obtenidos para todas las concentraciones de CO; se observo que los
parametros %P y P/N disminuian en el transcurso de todos los experimentos. Al final de los cultivos, se
realizé un andlisis elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa, y considerando el %N se determiné el

contenido de proteinas crudas, Figura 5.72.
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Figura 5.72 Variacién del porcentaje de proteinas (O), y contenido de proteinas por célula (H) con el
tiempo en C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50%
con 10% CO>. Contenido de proteinas crudas al final del cultivo (@), Exp. 7 ALFC.

Los ajustes obtenidos en las representaciones de (P-Po) vs (x-xo) han sido aceptable en todos los
cultivos, considerando por separado las fases exponencial y de desaceleracidn, y ello ha permitido
determinar los coeficientes estequiométricos, o, en ambas fases. En esta serie de experimentos en los que
se ha usado como medio de cultivo aguas de lavado de aceitunas al 50% con % de CO de 0,035-15%, esta
apreciacion sobre o, permite justificar que la formacién de proteinas esta asociada al crecimiento al
menos en la fase exponencial, Figura 5.73. A partir de estos valores de o, se ha podido calcular las
velocidades especificas maximas y productividades volumétricas de formacién de proteinas, en la fase
exponencial de crecimiento y en parte de la fase de desaceleracién (concretamente en los experimentos

realizados con 10 y 15% de CO3).
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Figura 5.73 Relacién entre la concentracién neta de proteinas (@) y la concentracién de biomasa neta
producida usando C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas
al 50% con 10% CO, Exp. 7 ALFC..

En general, Se observé que los valores g, y P, son minimos en presencia de altas concentraciones de
di6éxido de carbono. Por ello, esto permite justificar que, la concentracién de CO; tiene influencia directa

sobre la formacion de proteinas, Tabla 5.37.

Tabla 5.37. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en proteinas en cultivos de C.
pyrenoidosa realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50% con diferentes % de CO;

CO: qp Py, 10
(%) (mgg'ht) (mg dm=h-1)
0,035 14,9 +0,2 4,80+ 0,23
1 10,7 + 0,4 8,37 £0,29
2 11,2+ 0,4 6,00 £ 0,61
5 13,2+0,1 583 +0,92
10 11,1+0,6 6,85+ 0,33
15 9,02 +0,7 2,53+0,25

También los valores medios de proteinas crudas determinada al final del cultivo, %P cruda, junto con la
desviacidn estandar correspondiente se ha calculado para las concentraciones de CO; ensayadas. Se ha
observado una tendencia definida cuando se modificé el porcentaje de CO; en el medio de cultivo, Tabla
5.38, disminuyendo cuando se aumenta el % de CO en el aire de entrada al fotobiorreactor. Los valores de

%Pcruda estdn en un amplio rango, 44,4-28,2%.

Tabla 5.38. Porcentajes en proteinas crudas, en cultivos de C. pyrenoidosa realizados usando aguas de
lavado de aceitunas al 50% con diferentes % de CO;

Co;
%) 0,035 1 2 5 10 15
P(f;;;a 444+05 44101 439:01 31,100 289£0,1 28,2%0,2
o0 0
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c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de los experimentos de esta serie, la biomasa fue separada y se calculé el contenido de lipidos
totales. A partir de la fraccidn lipidica de la biomasa se ha determinado su composicién en acidos grasos.
Estos acidos grasos han sido agrupados en saturados, monoinsaturados, poliinsaturados, esenciales, y
acidos grasos superiores poliinsaturados n-3; también, se ha calculado la relacién n3/né6.

En términos de contenido total de lipidos, la biomasa de C. pyrenoidosa alcanzé un 47,4% con 10% de
CO,, Figura 5.74. Se ha observado que no existen diferencias apreciables cuando se compara el contenido
de lipidos totales maximo con aquellos obtenidos en cultivos que utilizan en la fase gas otros porcentajes
de CO:. El contenido de lipidos totales fue mayor que el reportado para C. pyrenoidosa por Tang et al.

(2011), en medio de cultivo sintéticos, concentraciéon de CO2 10% y temperatura 25°C.
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Figura 5.74 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con C. pyrenoidosa en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50% con diferentes % CO2. 0,035% (),
1% (M), 2% (M), 5% (), 10% (M) y 15% (0).

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica de la biomasa se determiné al final del experimento en
todos los cultivos, expresdndose como porcentaje respecto al total de acidos grasos. A partir de los
cromatogramas obtenidos, se han calculado, los porcentajes de cada una de las fracciones de acidos
grasos.

En general, en todos los experimentos de esta serie el acido graso mas abundante fue el 18:1, con
28,3% en el medio con concentraciéon 15% de CO2, excepto cuando se ha utilizad el porcentaje 0,035 de
CO; donde el acido mayoritario fue 18:3n3. Los valores de la fraccién de saturados que se observaron,
disminuy6 cuando aumenté el % de CO.. El mayor porcentaje se registré en la fraccién de poliinsaturados
siendo el valor medio mas alto detectado de poliinsaturados 41,7%, obtenido en el cultivo con 0,035% de
COy, Tabla 5.39. Por otra parte, los valores de la fraccion de esenciales son préximos a los observados para
la fracciéon POL. Los principales acidos grasos poliinsaturados identificados fueron: 18:2n3, 18:2n6,

18:3n3, 18:4n3, 20:2n6, 20:5n3 y 22:5n3, Tablas D.97 a D.126 (Anexo D). El valor mas alto de la relacién
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n3/n6 fue 1,52 a concentracion 2% de CO»; este valor estd proximo al rango donde se considera que la
biomasa tiene cierto valor nutricional. En este sentido, la bibliografia indica que la biomasa producida en
el cultivo puede tener una aceptable calidad nutricional si la relacién n3/n6 esta en el rango 2-5, Webb y
Chu (1982).

Cabe indicar que los resultados obtenidos son consistentes con la idea expresada por Hoshida et al.
(2005), que indica que la concentraciéon de CO, tiene un efecto esencial en la formacion de los acidos
grasos.

Tabla 5.39. Composicién en acidos grasos de la fraccion lipidica de C. pyrenoidosa en cultivos realizados
usando aguas de lavado de aceitunas al 50%, a diferentes concentraciones de CO..

f"(/?); SAT MON POL ESE AGSP n3/n6

0,035 285+0,2 143+0,1 41,7+x0,1 347zx01 0,447 £ 0,0 1,23 +0,01
1 282+03 279+0,7 375%0,7 31,2x09 1,37 +0,21 1,29 + 0,08
2 27,1+05 259+x09 40,002 35300 0,670+0,081 1,52 +0,01
5 264+01 27101 391%01 351%02 0,749+0,029 1,47 £ 0,00
10 23,702 30,102 395+04 345+04 0,510+0,013 1,46 + 0,02
15 225+0,1 30302 402x07 34208 0,883+0,007 1,31+ 0,02

d) Composicion elemental de la biomasa

Cabe sefialar que en todos los cultivos se registraron diferencias en la composicién elemental de la
biomasa separada. Este hecho se puede justificar considerando que el porcentaje de CO tiene un afecto
positivo en la composicién elemental de la biomasa. Se ha observado que los contenidos del ‘N’ y ‘0’
disminuyeron cuando aumenté el % de CO;. El porcentaje mas alto en la biomasa de C. pyrenoidosa
correspondi6 al ‘C’, mientras que el ‘S’ fue el de menor contenido, Figura 5.75. Se observé diferencias
apreciables en el contenido de nitrégeno entre las biomasas obtenidas utilizando distintos medios de

cultivos, y este hecho ha conducido a que la relacién C/N estuviese en el rango 4,5-7,1.
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Figura 5.75 Composicién elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos, en
experimentos realizados usando aguas de lavado de aceitunas al 50% con 10% CO», Exp. 7
ALFC.
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5.4.4.2 Cultivos realizados con aguas de lavado de aceites
A. Produccion de biomasa

A través de los resultados experimentales, se calcularon los valores de concentracion de biomasa (x), y
los datos utilizados para la representacion grafica frente al tiempo t (h), que permitieron obtener las
curvas de crecimiento y establecer la duracion de la fase exponencial, tal como se indica a titulo de ejemplo

para tres cultivos de esta serie en la Figura 5.76.
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Figura 5.76 Curvas de crecimiento de C. pyrenoidosa, en cultivos realizados con aguas de lavado de aceites
al 30% con diferentes % de CO en la fase gas, 1% (@), 10% (@), 15% (@®). Se operé a 25°Cy a
un nivel de aeracién de 1 v/v/min, en los experimentos 2 ALAC, 8 ALACy 10 ALAC.

En general, en los cultivos de esta serie no se ha observado fase de adaptacion. Por otra parte, el valor
mas alto de la concentraciéon de biomasa fue 1,60 g dm=3 usando 30% de aguas lavado de aceites como
medio de cultivo con adicidon de 10% CO; en la fase gas, Tabla 5.40. Como se menciond anteriormente, con
respecto a los experimentos 7 ALA y 8 ALA, debe tenerse en cuenta que el medio de cultivo que se ha
usado fue 30% de aguas de lavado de aceites con una concentracién 0,035% de CO», siendo diferente en
todas las especificaciones fisico-quimicas de las aguas usadas en esta serie experimental, Tablas 5.3 y 5.4,

ya que corresponden a lotes diferentes, tal como se puede apreciar en estas tablas.
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Tabla 5.40. Concentraciones de biomasa mas elevadas, velocidades especificas maximas de crecimiento y
productividades de biomasa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites y adicion
de diéxido de carbono en la fase gas de entrada al fotobiorreactor

EXP €O, Xmax Hm Py 103
(%) (g dm3) (h1) (g dm3h-1)
il 0,035 0,218 + 0,013 0,0275 0,00 1,40 £ 0,30
8ALA ) ) - ) ) - ) ) - )
1 ALAC
SaTaC 1 0,283 + 0,018 0,0277 + 0,004 3,55+ 0,10
3 ALAC
T 2 0,425 + 0,010 0,0289 + 0,004 420 +0,10
5 ALAC
2 5 0,697 + 0,00 0,0299 + 0,005 450 + 0,00
7 ALAC
s 10 1,60 0,120 0,0331 £ 0,006 5,70 0,00
9 ALAC
TV, 15 1,36 + 0,020 0,0309 + 0,003 3,30 + 0,00

A partir de los resultados obtenidos, los valores de la velocidad especifica maxima de crecimiento y la
productividad aumentan con el porcentaje de didxido de carbén, de 1 a 10%, y posteriormente disminuyd,
Figura 5.77.
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Figura 5.77 Velocidades especificas maxima de crecimiento, um, h't (@), y productividades volumétricas
en biomasa, Py, g dm3 h-! (@). Influencia de la concentracién en cultivos realizados usando
aguas de lavado de aceites al 30% con diferentes % de CO-.

Se ha observado que el crecimiento fue madas alto cuando se utiliz6 10% de CO.. Este efecto,
probablemente, se debié a una mayor disponibilidad de diéxido de carbono disuelto por parte de la
microalga, Gongalves et al. (2016). A altas concentraciones de CO; en el medio de cultivo, se produce un

efecto acidificante (una caida en el pH), lo que afecta el crecimiento de las microalgas, Zeiler et al. (1995).
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B. Composicién bioquimica de la biomasa
a) Pigmentos
A partir de los resultados obtenidos, se observé que los valores de %CHL, CHL,/CHLy,, CHL/N, %Ca,
CHL/Ca, y Ca/N con concentracion 1% de CO; son casi similares a los obtenidos con 0,035% de CO-.
Generalmente, a partir de concentraciones de CO; en la fase gas en el rango 2-15%, se observé que los
valores de %CHL y CHL/N disminuyeron durante el transcurso, Figura 5.78. Por otra parte los valores de
%Ca, CHL/Ca 'y Ca/N, aumentaron en la fase exponencial y luego comenzaron a disminuir en la fase de
desaceleracion del crecimiento hasta el final del experimento, Figura 5.79. Cabe sefalar que los valores de
%CHL presenta una variabilidad diferente para cada concentracién de CO,. En este sentido, cabe indicar

que el % de CO; tiene un papel clave en la formacion de los pigmentos.
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Figura 5.78 Variacién del porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas
@’y ‘b’ (A), y contenido de clorofilas totales por célula (H) en C. pyrenoidosa con el tiempo,
en cultivos usando aguas de lavado de aceites al 30% y 10% COz en la fase gas, Exp. 8 ALFA.

Por otro parte, se determiné que los contenidos de clorofila ‘b’ son mas elevados que los de clorofila ‘a’.

Asi mismo, se ha detectado que la relaciéon CHL/Ca, en todos los cultivos aument6é durante la fase

exponencial y luego disminuy6 hasta el final del experimento.
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Figura 5.79 Variacién del porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de
clorofilas y carotenoides totales (A), y de carotenoides por célula (H) en C. pyrenoidosa
con el tiempo, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites al 30% y 10% CO;
en la fase gas, Exp. 8 ALAC.

En general, se observa que la relacién entre concentracién neta de clorofilas y carotenoides totales con
la concentracién de biomasa neta producida aumenta desde el inicio del experimento hasta la fase de
desaceleracion y luego disminuye hasta al final del cultivo. El ajuste de (CHL-CHL) vs (x-x0) y (Ca-Co) vs
(x-x0) en estos periodos de tiempo es aceptable, y por ello se puede indicar que la formacién de pigmentos
estd asociada a la generacién de biomasa al menos en la fase exponencial de crecimiento y parte de la zona
de desaceleracidn, Figura. 5.80. Por tanto, mediante el ajuste realizado se ha podido determinar los

coeficientes estequiométricos, acur 0 0ca, para el cultivo.
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Figura 5.80 Relacién entre la concentracién neta de clorofilas totales (@) y carotenoides totales (A) vs
concentracion de biomasa neta obtenida de C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas
de lavado de aceites al 30% con 10% CO, Exp. 8 ALAC.

Para las concentraciones de CO; usadas, y partir de representaciones similares a la Figura 5.86, se ha
calculado las velocidades especificas maxima y productividades volumétricas de los pigmentos, Tabla 5.41.

Tabla 5.41. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formacion de clorofilas y

carotenoides, en cultivos con aguas de lavado de aceites al 30% y diferentes % de CO

CO, gen 10 Py 102 qca 102 Pca 102
(%) (mgg'hl) (mg dm-=3h1) (mgg'ht) (mg dm3ht)
0,035 4,13 + 0,66 2,07 0,33 10,6 + 0,14 0,532 + 0,070
1 3,60 £ 0,41 3,59+0,11 9,14+ 0,83 0,994 + 0,00
2 4,97 + 0,30 3,63 +0,23 9,54 + 0,48 1,39 + 0,084
5 5,01+0,12 4,66+ 0,25 10,0 0,15 1,60 £ 0,11
10 7,33+ 0,61 7,18 £ 0,20 12,7 £0,15 2,19 + 0,88
15 519+0,11 3,14+0,17 9,42+ 0,16 1,57 + 0,83

Se observé que las velocidades especificas maximas y productividades volumétricas de ambos

pigmentos estdn sincronizadas, presentando el maximo valor para el mismo % CO; en la fase gas (10%).
Sin embargo, los valores de Pcy. y Pca aumentaron con el %CO; en el rango 0,035-10%, y luego
disminuyeron. En este caso, se puedo indicar que las concentraciones de CO; pueden afectar a la

produccion y composicidon bioquimica en las microalgas.
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b) Proteinas
En los resultados obtenidos para todas las concentraciones de CO2, se observé que los parametros %P
y P/N disminuian en el transcurso de todos los experimentos. Al final de los cultivos, se analizé la biomasa

de C. pyrenoidosa, y a partir del %N se determiné el contenido de proteinas crudas, Figura 5.81.
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Figura 5.81 Variacién del porcentaje de proteinas (O), y contenido de proteinas por célula () con el
tiempo en C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites al 30% y
10% CO>. Contenido de proteinas crudas al final del cultivo (@), Exp. 8 ALAC.

Se ha observado, que al final del cultivo, el porcentaje de proteinas es menor que el obtenido en otras
series experimentales. Los medios de cultivos fueron pobres en nitrégeno, y ello ha afectado a la
produccién en proteinas. La limitacién de nitrégeno conllevard una disminucién de la fotosintesis y de la

formacion de proteinas, Li et al. (2013).

Los ajustes obtenidos en las representaciones de (P-Po) vs (x-xo) han sido aceptable en todos los
cultivos, considerando por separado las fases exponencial y de desaceleracidn, y ello ha permitido
determinar los coeficientes estequiomeétricos, o, en ambas fases. En esta serie de experimentos, en los que
se ha usado como medio de cultivo aguas de lavado de aceites al 30% con porcentajes de CO; en el rango
0,035-15%, esta apreciacion sobre oy, permite justificar que la formacién de proteinas esta asociada al
crecimiento al menos en la fase exponencial, Figura 5.82. A partir de estos valores de o, se ha podido
calcular las velocidades especificas maximas y productividades volumétricas de formacién de proteinas, en

la fase exponencial y en parte de la fase de desaceleracién (concretamente en los experimentos con 10 y

15% de CO,).
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Figura 5.82 Relacién entre la concentracién neta de proteinas (@) y la concentracién de biomasa neta
producida usando C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites al
30% y 10% CO2, Exp. 8 ALAC..

En general, se observé que el valor de g, aumenté con el %CO; en la fase gas, por otra parte el valor P,
se incrementd en el rango 0,035-10% de COz y luego disminuy6. Este hecho permite justificar que, la

concentracioén de CO; tiene influencia directa sobre la formacién de proteinas, Tabla 5.42.

Tabla 5.42. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en proteinas en cultivos de C.
pyrenoidosa realizados usando aguas de lavado de aceites al 30% y diferentes %CO>

CO: qp Py, 10
(%) (mgg'ht) (mg dm=h-1)
0,035 10,2+0,1 3,61+0,12
1 12,0+0,6 9,92 +0,71
2 - 10,8+ 0,12
5 12,2+0,5 11,0+ 0,70
10 13,4 +0,4 15,4 + 0,89
15 13,7+0,7 8,12+ 0,31

También los valores medios de proteina cruda determinada al final del cultivo, %P cruda, junto con la
desviacidn estandar, se ha calculado para todas las concentraciones de CO; ensayadas, Tabla 5.43. El valor
mas alto fue 44,4% para 0,035% de CO.. Estos porcentajes de proteinas obtenidos estan dentro del rango

general indicado (0-55%) en algas unicelulares del género Chlorella, Dubinsky et al. (1980).

Tabla 5.43. Porcentajes de proteinas crudas, en cultivos de C. pyrenoidosa realizados usando aguas de
lavado de aceites al 30% y diferentes porcentajes de diéxido de carbono.

CO:
(%) 0,035 1 2 5 10 15
P(cor/;;a 44,4+02 27400 442+04 41,9+ 0,4 27,1+0,8 24,4+0,1
o000
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c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de los experimentos, se analiz6 la biomasa de C. pyrenoidosa para determinar el porcentaje de
lipidos totales. En todos los medios de cultivos con diferentes concentraciones de CO; en la fase gas, los
porcentajes de lipidos totales estuvieron en el rango de 45,5-48,9%, Figura 5.83.

Los medios de cultivos fueron pobres en nitrégeno, y ello ha facilitado que C. pyrenoidosa incremente
su la capacidad de producir lipidos. La limitacién de nitrégeno o la inanicidn resultaran en un aumento de
la sintesis de lipidos y carbohidratos, Simionato et al. (2013). Por otra parte, las concentraciones de CO-
tiene un papel clave en el control del pH durante el transcurso del cultivo, y esto ha afectado a la
produccion de lipidos totales. Estos resultados son similares a los obtenidos por Deepti et al. (2019), que
observaron que cuando las microalgas se han cultivado bajo un nivel de nutriente limitante, con

diferentes concentraciones de CO2 y con pH controlado, se facilita la sintesis de lipidos.

% Lipidos totales
60

50 A

40 1

30 1

20 1

10

0035 1 2 5 10 15
% CO,

Figura 5.83 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con C. pyrenoidosa en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites al 30% y diferentes % CO2. 0,035% (H), 1%
(i), 2% (M), 5% ([J), 10% (M) y 15%(M).

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica de la biomasa se determiné al final del experimento en
todos los cultivos, expresandose como porcentaje respecto al total de acidos grasos. A partir de los
cromatogramas obtenidos, se han calculado, los porcentajes de cada una de las fracciones de &cidos
grasos.

A partir de los resultados se observé que con las diferentes concentraciones de CO», el acido graso mas
abundante fue el oleico, 18:1. Otros acidos grasos poliinsaturados identificados fueron: 18:2n3, 18:3n3,
18:4n3, 20:2n6, 20:5n3 y 22:5n3 (Tablas D.127 a D.156, Anexo D).

Se detectd el valor mas alto de SAT 28,4% en cultivos usando el 2% de CO. En general, se ha
observado que la fracciéon de acidos grasos MON aumentd con el %CO.. Por otra parte, las fracciones de
POL y ESE presentan los valores mas altos de la fraccion lipidica y concretamente para una concentraciéon

de 0,035% de CO2. Al igual que con las anteriores fracciones, el porcentaje de AGSP no presenta una
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tendencia definida con los porcentajes de CO; en la fase gas. El valor mas alto de la relacién n3/n6 fue 1,68
para concentracion del 5% de COz; este valor estd proximo al rango donde se considera que la biomasa
tiene cierto valor nutricional, Tabla 5.44.

Tabla 5.44. Composicion en acidos grasos de la fraccion lipidica de C. pyrenoidosa en cultivos realizados
usando aguas de lavado de aceites al 30%, a diferentes concentraciones de CO».

?0(/?); SAT MON POL ESE AGSP n3/n6

0,035 270+03 11,7+0,5 471+0,7 419+0,6 0,566+0,076 1,56 £ 0,20
1 27,7+0,2 284+06 36600 32001 0,182%0,000 1,18 +£0,01
2 284+0,0 277+05 386+03 340+03 0434+0,018 1,61+0,01
5 24,0+03 30,209 37902 329%+00 0,179%0,018 1,68 £ 0,03
10 27,1+0,2 320+03 33601 290+02 0,218+0,019 1,31+0,01
15 246+03 30502 37602 32,703 0,174+0,074 1,27 £ 0,03

En general, los perfiles de acidos grasos con altos porcentajes de CO; mostraron una disminucion en la
fraccion de saturados y un aumento en la de monoinsaturados. Estos resultados son similares a los
obtenidos por Zhilan et al. (2016), que observaron que Chlorella sorokiniana, en cultivo heterotrofico y
con alta concentracién de CO, los perfiles de acidos grasos saturados disminuyeron, mientras que los de

monoinsaturados aumentaron.

d) Composicidn elemental de la biomasa

El andlisis de la composicion elemental se realizé a la biomasa seca obtenida al final de cada cultivo. A
partir de los resultados, la biomasa procedente de ensayo a un nivel de 2% CO; contenia el mayor
porcentaje de nitrégeno y azufre, 7,1% y 0,47%, respectivamente. El contenido de carbono fue mas alto en
todas las concentraciones de CO3, siendo el valor méas elevado (50,1%) a 10% CO2 y el minimo (45,1%) a

5% CO.. Por otra parte, la relaciéon C/N mas alta (12,8) se obtuvo con 15% CO, Figura 5.84.
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Figura 5.84 Composicién elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos, en
experimentos realizados usando aguas de lavado de aceites al 30% y 10% CO., Exp. 8 ALAC.
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5.4.4.3 Cultivos realizados con aguas de almazaras y aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico
A. Produccién de biomasa

Los resultados experimentales correspondientes al estudio del efecto de aguas de almazaras mezcladas
con aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico y usando una concentracion del 10% de CO,, como
medio de cultivo, se recogen en las Tablas D.157 a D.162 y sus representaciones graficas en las Figuras
D.53 a D.54 (Anexo D).

Inicialmente, se han obtenido las curvas de crecimiento para los experimentos realizados usando aguas
de almazaras mezcladas con aguas residuales urbanas de tratamiento bioldgico y una concentracidon de
10% de COy, con un caudal volumétrico de fase gaseosa de 1 v/v/miny a 25°C en los fotobiorreactores. En

los cultivos de esta serie no se detecta fase de adaptacion, Figura 5.85.
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Figura 5.85 Curvas de crecimiento de C. pyrenoidosa, en cultivos realizados con 50% aguas de lavado de
aceitunas, 30% aguas de lavado de aceites, aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico,
y 10% de CO2 en la fase gas, 1 ALFARUC (@) y 2 ALFARUC (@®). Se operé a 25°C con un nivel de
aeracion de 1 v/v/min, en los experimentos 1y 2 ALFARUC.

A partir de los datos primarios se han determinado los valores medios de la concentracién de biomasa
mas elevada, la velocidad especifica maxima de crecimiento y la productividad volumétrica en biomasa,
junto con los valores de la desviacion estandar, Tabla 5.45. Se ha observado que el valor de la
concentraciéon de biomasa fue 0,94 g dm-3 usando como medio de cultivo 50% de aguas de lavado de

aceitunas, 30% de aguas lavado de aceites, y 20% aguas residuales urbanas de tratamiento biol6gico con

adicién de 10% CO; en la fase gas.
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Tabla 5.45. Concentraciones de biomasa mas elevadas, velocidades especificas maximas de crecimiento y
productividades de biomasa, en cultivos realizados con aguas de almazaras y aguas residuales
urbanas de tratamiento biol6gico, y 10% de CO; en la fase gas de entrada al fotobiorreactor

EXP (gdm?) ) g dmh)
-%-%%:—g—g 1,03+ 0,01 0,0315 + 0,0006 3,35+0,03
-g-ﬁ-il‘:gg 1,60+ 0,12 0,0331 +0,0001 570+ 0,00

-%-%%g—%gg-g 0,94 +0,11 0,0322 + 0,0003 4,35+ 0,02

Estos resultados estan de acuerdo con los obtenidos por Hodaifa et al. (2013), donde se observa que los
valores mas elevados de la concentraciéon de biomasa, velocidad especifica maxima de crecimiento y
productividad volumétrica en biomasa se obtienen al utilizar la microalga S. obliquus en un cultivo
formado por 25% de aguas de almazaras mezclada con aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico.

A partir de los resultados obtenidos y considerando un porcentaje constante de CO2 (10%), los valores
de las velocidades especificas maxima de crecimiento y las productividades volumétricas en biomasa se

vieron afectadas al cambiar el medio de cultivo, Figura 5.86.

p P,gdm”h’
0,04 0,008
) ° ®
0,03 1 ° - 0,006
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Figura 5.86 Velocidades especificas maxima de crecimiento, um, h't (@), y productividades volumétricas
en biomasa, Py, g dm3 h'l (@) en cultivos realizados usando aguas de almazaras, aguas
residuales urbanas de tratamiento bioldgico y 10% de CO,.

En general, a través de los valores de um y Py, se observd que las aguas residuales urbanas no favorecen
la formacion de biomasa, ya que los valores de um eran muy préximos, mientras que los valores de P}, eran
mas altos cuando se usaba aguas de lavado de aceites como medio de cultivo.

B. Composicion bioquimica de la biomasa
a) Pigmentos

A través de los resultados obtenidos en los experimentos de esta serie, se ha observado que los valores
de %CHL y %Ca, empezaron a disminuir durante el transcurso del cultivo hasta el final del mismo, en
forma muy lenta. Por otra parte, también cabe destacar que los contenidos de clorofilas totales y
carotenoides por célula a lo del experimento presentan una evolucién diferente al %CHL y %Ca, ya que

aumentaron con el tiempo de cultivo, Figuras 5.87 y 5.88.
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Figura 5.87 Variacién del porcentaje de clorofilas totales (@), relacién entre los contenidos de clorofilas
@’y ‘b’ (A), y contenido de clorofilas totales por célula (H) en C. pyrenoidosa con el tiempo,
en cultivos usando aguas de almazaras, aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico y
10% de COz en la fase gas, Exp. 2 ALFARUC.
En lo referente a la relacion CHL./CHL, y CHL/Ca, se observé que ambos paradmetros disminuian

durante el transcurso del cultivo. E1 contenido de clorofila ‘b’ aumenté y la concentracién de clorofila ‘a’

disminuy0, este hecho justifica la variacion observada en la relacion CHL,/CHLs.
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Figura 5.88 Variacién del porcentaje de carotenoides totales (@), relacién entre los contenidos de
clorofilas y carotenoides totales (A), y de carotenoides por célula (H) en C. pyrenoidosa
con el tiempo, en cultivos realizados usando aguas de almazaras, aguas residuales urbanas
de tratamiento biol6gico y 10% de CO: en la fase gas, Exp. 2 ALFARUC.
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Los contenidos de clorofilas totales determinados al final de los cultivos estan en el rango 0,01 a 6,0%.
En este punto, los resultados obtenidos estan de acuerdo con lo indicado por Milner (1953), que sefiala
que el porcentaje de clorofilas totales en C. pyrenoidosa se encuentra en el intervalo de 0,01 a 6,0%,
dependiendo de las condiciones de cultivo.

En general, el ajuste de los datos de (CHL -CHLy) y (Ca -Cag) vs (X - Xo), ha sido posible en el transcurso
de todo el experimento, Figura. 5.89. Por ello, se ha llevado a cabo un unico ajuste que ha permitido
determinar un solo coeficiente estequiométrico, acu. 0 a@ca, para todo el cultivo. Este hecho sobre los
coeficientes estequiométricos permite justificar que la formaciéon de pigmentos estd asociada al

crecimiento en todo el cultivo.

CHL-CHL,, mg dm™ Ca-Ca,, mg dm™

20,0 4,0
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0,0 0,2 0,4 0,6 08 1,0 1,2

-3
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Figura 5.89 Relacién entre la concentracion neta de clorofilas totales (@), (O) y carotenoides totales (A),
(A) vs concentracién de biomasa neta obtenida de C. pyrenoidosa en cultivos realizados con
aguas de almazaras, aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico y 10% de CO2, Exp. 1y
2 ALFARUC.

A partir de estos valores de acur 0 aca se ha podido calcular las velocidades especificas maximas y
productividades volumétricas de formacidn de clorofilas y carotenoides, Tabla 5.46. Se ha detectado que,
las aguas residuales urbanas no aumentaron los valores de qcui, gca ¥ Pca, S6l0 se observd un ligero
incremento en Pcui. En general, cabe destacar que en el cultivo con 30% de ALA y 10% de CO., se
alcanzaron los valores mas elevados de la velocidad especifica maxima y productividad volumétrica en
clorofilas y carotenoides totales, Tabla 5.46.

Tabla 5.46. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en formacién de clorofilas y
carotenoides, en cultivos usando aguas de almazaras y aguas de almazaras mezcladas con
aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico y 10% de CO,

EXP qcw. 10 Pcu 102 gca 102 Pca 102
(mgg'ht) (mg dm3h) (mggth1) (mg dm3h1)
;ﬁtgg 5,49 + 0,88 3,57 £ 0,02 10,9 £ 0,19 1,06 + 0,08
;:f:g 7,33 £ 0,61 7,18 £ 0,20 12,7 +0,15 2,19 + 0,88
;:‘iiﬁggg 5,41 + 0,39 7,31+ 0,52 11,8 + 0,48 159 £ 0,07
coo
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b) Proteinas

En esta serie, la composiciéon de proteinas fue diferente al resto de las series experimentales. Se
observé que, usando aguas de almazaras, aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico y 10% de CO>
como medio de cultivo, el porcentaje de proteinas, %P, aumentaba hasta el final de la fase de
desaceleracion, y posteriormente comenzé a disminuir hasta el final del experimento, Figura 5.97. Por
otra parte, se ha observado que el contenido de proteinas por célula disminuia durante el transcurso de

todo el experimento; a partir del %N se determind el contenido de proteinas crudas, Figura 5.90.
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Figura 5.90 Variacién de los porcentaje de proteinas (O), y contenido de proteinas por célula (H) con el
tiempo en C. pyrenoidosa, en cultivos realizados usando aguas de almazaras, aguas residuales
urbanas de tratamiento biol6gico y 10% CO>. Contenido de proteinas crudas al final del cultivo
(@), Exp. 2 ALFARUC.

Estos resultados pueden explicarse considerando que la sintesis de proteinas esta relacionada con el
contenido de N del medio de cultivo. Ademas, la fuente de nitrégeno es un indicador para determinar el
parametro %P. En este caso, se demuestra que las aguas residuales han afectado directamente la
formacion de proteinas al suministrar el nitrégeno en el medio de cultivo. Estos resultados estdn de
acuerdo con los obtenidos por Weiguo et al. (2014), que indican que la concentracién de nitrégeno en el
medio puede afectar la composiciéon bioquimica de las algas; cuando el cultivo se realiza en un medio con
alta concentracion en nitrégeno, el contenido de proteinas aumenta.

En general, el ajuste de (P-Po) vs (x-x0), ha sido posible en el transcurso de todo el experimento, a
diferencia de lo observado en las otras series, Figura. 5.91. Por tanto, si se tiene un unico ajuste se ha
podido a determinar un solo coeficiente estequiométrico, ap, para todo el cultivo. Este hecho indica que la

formacion de proteinas esta asociada a la formacién de biomasa en todo el cultivo.
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Figura 5.91 Relacién entre la concentracién neta de proteinas (@), (@) y la concentracién de biomasa
neta producida usando C. pyrenoidosa en cultivos realizados usando aguas de almazaras,
aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico y 10% de CO», Exp. 1 y 2 ALFARUC.

A partir de este valor de o, se ha podido calcular las velocidades especificas maximas y
productividades volumétricas de formacién de proteinas, Tabla 5.47. Cabe indicar que en el cultivo con
30% de ALA y 10% COgy, se alcanzaron los valores mas elevados de la velocidad especifica maxima y

productividad volumétrica en proteinas.

Tabla 5.47. Velocidades especificas maximas y productividades volumétricas en proteinas en cultivos de C.
pyrenoidosa realizados usando aguas de almazaras, aguas residuales urbanas de tratamiento
biolégico y 10% de CO;

EXP (mg g?l h-1) (mg[:;)rrllg h1)
;21];2 11,1 0,6 6,85 + 0,33
;:iﬁg 13,4+ 0,4 15,4+ 0,9

También los valores medios de proteinas crudas determinados al final del cultivo, %Pcruda, junto con la
desviacién estandar correspondiente se ha calculado para cada uno de los experimentos. Se ha observado
una tendencia definida, cuando se utilizé aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico en el medio

de cultivo, se obtuvo el valor mas alto de proteinas crudas. Tabla 5.48.

Tabla 5.48. Porcentajes de proteinas crudas, en cultivos de C. pyrenoidosa realizados usando aguas de
almazaras, aguas residuales urbanas de tratamiento bioldgico y 10 % de CO;

EXP 7 ALFC 7ALAC 1 ALFARUC
8 ALFC 8 ALAC 2 ALFARUC
PCruda
+ + +
(%) 289+0,1 27,1+0,8 46,3+0,2



MURAD IRSHIED MAAITAH

c) Lipidos totales y acidos grasos

Al final de los experimentos, la biomasa fue recolectada y se determind el contenido de lipidos. En
términos de contenido total de lipidos, la biomasa de C. pyrenoidosa alcanz6 un 49,0% en cultivo al 30%
aguas de lavado de aceites y 10% CO;, Figura 5.92. Cabe sefialar que, el contenido del medio de cultivo
tiene un efecto directo sobre la acumulacion de lipidos totales. Se ha determinado que el medio de cultivo
ALAC tiene una concentraciéon muy pobre en nitrégeno; este hecho se considera un tipo de limitacidn, lo
que tiene un efecto en el aumento de la sintesis de lipidos totales. Cuando las microalgas estan bajo estrés
o limitacion de ciertos nutrientes, desvian sus vias metabolicas hacia la sintesis de lipidos, Vishal et al
(2019), y para superar el estrés, las microalgas canalizan sus rutas metabélicas hacia la sintesis de

moléculas altamente reducidas, como los lipidos, Solovchenko (2012), y esto se evidencia en este trabajo.
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Figura 5.92 Contenido de lipidos totales al final de cada experimento, con C. pyrenoidosa en cultivos
realizados usando al 50% aguas de lavado de aceitunas (H), 30% aguas de lavado de aceites
(IM), y aguas de almazaras y residuales urbanas de tratamiento bioldgico (H), al 10%CO..

El perfil de acidos grasos de la fraccion lipidica de la biomasa se determind al final del
experimento en todos los cultivos, expresandose como porcentaje respecto al total de acidos grasos, y de
los cromatogramas obtenidos, Figura 5.93, se han calculado, los porcentajes de cada una de las fracciones

de acidos grasos.
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Figura 5.93 Cromatograma de la fracciéon lipidica de biomasa obtenida de C. pyrenoidosa en cultivo
realizados usando al 50% aguas da lavado de aceitunas, 30% sguas de lavado de aceites, 20%
aguas residuales urbanas de tratamiento biol6gico y 10% CO, Exp. ZALFARUC.
A partir de los resultados se observo que el acido graso mas abundante fue el oleico, 18:1. Otros acidos
grasos poliinsaturados identificados fueron: 18:2n3, 18:3n3, 18:4n3, 20:2n6, 20:5n3 y 22:5n3 (Tablas

D.157 a D.162, Anexo D).

Se detecto el valor mas alto de SAT, 27,1%, en cultivos con 30% de ALA y 10% de CO>. Se ha observado
que la fracciéon de acidos grasos MON aumenté cuando se utilizaba aguas residuales urbanas. Por otra
parte, las fracciones de POL y ESE presentan los valores mas altos de la fraccién lipidica y concretamente
para una concentracion del 50% de ALF, 39,5 y 34,5%, respectivamente. Al igual que con las anteriores
fracciones, el porcentaje de AGSP fue el menor y no presentd una tendencia definida. El valor mas alto de
la relacién n3/n6 fue 1,46 para concentracion del 30% de ALF; este valor esta proximo al rango donde se

considera que la biomasa tiene cierto valor nutricional, Tabla 5.49.

Tabla 5.49. Composicién en acidos grasos de la fraccién lipidica de C. pyrenoidosa en cultivos realizados
usando aguas de almazaras, aguas residuales urbanas de tratamiento biolégico y 10% de CO;

EXP SAT MON POL ESE AGSP n3/n6
TALEC 23,7+0,2 30,1+02 395+x04 345+x04 0,510+0,013 1,46 + 0,02
8 ALFC
-;-Aéllfﬁg 27,1+0,2 320+03 33601 290+0,2 0,218+0,019 1,31+0,01
1 ALFARUC
3 ALFARUC 258+04 332x03 338x01 26503 0,587 £0,006 0,975 0,025

La composicion del cultivo, temperatura, pH e intensidad de la luz son los principales factores que
afectan a la composicion de los acidos grasos, Hu (2008). En este sentido, como el pH, la intensidad de la
luz, temperatura y la concentracién de CO,, se mantuvieron constantes a lo largo de los cultivos, las
diferencias observadas en la composiciéon de los acidos grasos deben atribuirse a las diferencias en la

concentracion de nutrientes. Por otra parte, con respecto a los nutrientes, la limitacién de nitrégeno es el
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principal elemento critico que afecta el metabolismo de los lipidos y a la proporciéon entre los acidos

saturados e insaturados, Merzlyak et al. (2007).

d) Composicion elemental de la biomasa

El andlisis de la composiciéon elemental se realiz6 a la biomasa seca obtenida al final de cada
experimento. También, se ha determinado la relacién C/N.

A partir a los resultados observados, en esta serie el contenido de carbono fue el valor mas alto, 46,1%,
el mayor contenido de nitrégeno 7,4%, mientras que el contenido de azufre fue 0,53%. Por otra parte,

parala relacién C/N se obtuvo el valor de 6,2, Figura 5.94.
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Figura 5.94 Composicién elemental de la biomasa de C. pyrenoidosa determinada al final de los cultivos, en
experimentos realizados usando aguas de almazaras, aguas residuales urbanas de
tratamiento bioldgico y 10% de CO2, Exp. 2 ALFARUC.
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5.5 CARACTERIZACION FISICO-QUIMICA DEL AGUA RESIDUAL DESPUES DEL BIOPROCESO

Al final de los cultivos y con el objetivo de calcular la reduccién en la carga contaminante, se ha
determinado: conductividad eléctrica (CE), s6lidos totales (ST), amonio, nitratos, nitritos, nitrégeno total
(N tota1), Sulfatos, magnesio, cobre, demanda quimica de oxigeno (DQO), oxigeno disuelto, fosfatos total (P
total), compuestos fendlicos totales (CFT) y cloruros del efluente liquido. Atendiendo a los medios de
cultivos utilizados se han realizado tres caracterizaciones fisico-quimicas del agua residual después del

proceso y una vez separada la biomasa final:

» En cultivos realizados con aguas de lavado de aceitunas.
» Enensayos llevados a cabo con aguas de lavado de aceites.

» En cultivos realizados con mezclas de aguas residuales.

5.5.1 En cultivos realizados con aguas de lavado de aceitunas
En todos los experimentos que utilizan aguas de lavado de aceitunas como medio de cultivo (Tablas
E1-E12, Anexo E), y que han sido llevados a cabo en fotobiorreactores, se ha calculado el porcentaje de

reduccién del pardmetro en el agua final del cultivo, Tabla 5.50.

Tabla 5.50. Porcentajes de reduccion en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros
fisico-quimicos en los cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas

wominyoe A ML M ML
CE 52,1+0,1 459%0,0 94,9 £ 0,4 47,6 £0,1 356+0,1 30,8+0,2
ST 99,7+0,1 99,7%0,1 99,6 +0,1 99,6 £ 0,1 995+0,0 993%0,1
DQO 90,7+0,0 948%0,5 84,6 + 0,5 858+0,1 72,603 50,2+09
(NH4*)* N.D N.D N.D N.D N.D (NHq*)*
NOs- 825+0,0 819%0,1 83,8%0,2 64,7 £ 0,1 845+04 25203
NO- 92,0+0,0 923+0,8 49,2+0,3 60,2+0,1 83406 57,403
N total 66503 57,7%0,3 52,8+0,3 48,6 + 0,5 48,1+x0,2 16,3+0,6
P total 93,3+0,0 933%0,0 93,3+0 93,3+0,0 93,3+0,0 92,0+0,3
S042- 829+0,1 883+0,1 86,7 0,7 794 +0,1 793+0,3 684%07
Mg?2+ 89,4+0,1 888=+0,7 855%0,2 60,2 + 0,4 59,104 32,3%0,2
Cu?+ 97,4+0,0 97,4%0,0 97,4%0,0 97,4+0,0 97,4+0,0 97,4%0,0
CFT 87,5+x0,1 83,007 78,3 0,5 77,4 +0,5 78605 619%0,7
Cl- 57,8+0,1 50,7%0,3 43,6 £0,1 42,0+£0,1 478+0,7 33,4+0,2
02 disuelto* 219+2,0 185+ 1,0 171+1,5 159+ 1,0 171+2,5 141+2,2

*No determinado
**Porcentaje de generacion

Se ha observado una reduccién en todos los parametros. En general, se detecté mas disminucién en el
contenido total de fésforo, en compuestos fendlicos y en compuestos de nitrégeno. Este hecho ilustra las
necesidades de las algas por estos elementos, al tiempo que contribuye a la reduccién de la concentracién
de otros elementos. Esta disminucién en los pardmetros y compuestos mas importantes se muestra en la

Figura 5.95.
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Figura 5.95 Disminucién en la concentraciéon de contaminantes, calculada en cultivos realizados con aguas
de lavado de aceitunas, a temperatura de 25°C y nivel de aeraciéon de 1 v/v/min, Exp. 9y 10
ALF.

En experimentos realizados utilizando aguas de lavado de aceitunas al 50% y diferentes porcentajes
de diéxido de carbono en el gas de entrada al fotobiorreactor, se observé una disminucién mayor en el
contenido de nitrégeno total del cultivo en relaciéon con la serie ALF anteriormente descrita. Por otra

parte, la generacion de oxigeno también fue mas eficiente, Tabla 5.51.

Tabla 5.51. Porcentajes de reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros
fisico-quimicos en los cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas y di6éxido de
carbonoenlafasegasal, 2,5 10y 15%

T I R R
CE 15,7 £ 2,1 25,2+ 3,3 52,3+0,9 82,1+0,2 63,6 £0,2
ST 99,9 +0,0 99,9 +0,0 99,9+0,0 99,9+0,0 99,8+ 0,0
DQO 79,4 £ 0,3 79,7 £ 0,6 72,1+0,7 74,0 £ 0,6 71,5+ 0,5
(NH4*)* N.D N.D N.D N.D N.D
NO3- 90,3+0,1 88,5+0,2 87,8+0,7 92,2+0,1 86,6 + 0,6
NO;- 83,3+0,4 50,7 £ 0,5 39,8+0,7 48,4 +0,5 43,8+0,7
N total 92,7+0,1 93,9+0,2 97,0+ 0,1 97,0 £ 0,2 79,5+ 0,5
P total 32,0+0,5 39,7+0,2 67,7 £ 0,5 68,0 £ 0,3 32,2+0,4
S042 78,3 +0,3 92,8+0,4 93,2+0,1 93,6 +0,1 93,3+0,3
Mg2+ 80,9 +0,0 80,9+0,0 80,9+0,0 80,9+ 0,0 80,9+ 0,0
Cuz+ < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05 < 0,05
CFT 45,6 +1,0 38,1+0,4 48,1+0,7 67,8+0,7 65,0+ 0,1
Cl- 76,6 £ 0,6 79,0 £ 0,1 79,5+ 0,2 87,0 £ 0,4 83,7 £ 0,5
0 disuelto** 260 +1,3 258+ 2,5 310+2,3 303+1,0 286 £ 1,5

*No determinado
**Porcentaje de generacion
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La presencia de diéxido de carbono ha aumentado la eficiencia del consumo de idn magnesio y esto es
una indicacién real del aumento en la formaciéon de pigmentos. El efecto combinado del diéxido de
carbono fue altamente eficiente en la eliminacién de contaminantes en el agua, detectindose una alta

generacion de oxigeno, Figura 5.96.
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Figura 5.96 Disminucion en la concentracidon de contaminantes, calculada en cultivos realizados con aguas
de lavado de aceitunas y di6xido de carbono, a temperatura de 25°C y nivel de aeracién de 1
v/v/min, Exp. 7 y 8 ALFC.

5.5.2 En ensayos llevados a cabo con aguas de lavado de aceites
A partir de los resultados de los ensayos que utilizan aguas de lavado de aceites como medio de cultivo
(Tablas E13-E24, Anexo E), se ha determinado el porcentaje de reduccidon del pardmetro o compuesto en

el agua final del cultivo, Tabla 5.53.

Cabe indicar que en todos los experimentos, la reduccién mas alta se alcanzé en el contenido de CFT.
Por otra parte, la generacion de oxigeno mas elevada tuvo lugar en los cultivos que usaron una
concentracion de 5% de ALA. La reducciéon de la DQO en el rango 79,3-84,0% puede considerarse

convincente en funcion de su filtraciéon antes del tratamiento.
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Tabla 5.53. Porcentajes de reduccion en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros
fisico-quimicos en los cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites

% Eliminado/ EXp  -LALA 3ALA S5ALA 7 ALA 9 ALA 11ALA
2 ALA 4 ALA 6 ALA 8 ALA 10 ALA 12 ALA
CE 302+20 225+20 276+04  256+02 282+04 20,9+03
ST 993+0,0 99,1+00 992+01  99,1+0,1 989+0,1 988%+0,0
DQO 883+10 84006 830+01 87801 79603 79304
(NH4*)* N.D N.D N.D N.D N.D N.D
NO3* 708+0,1 684+02 679%02  646+05 621+0,6 49,8+0,1
NO» 60,1+02 574+04 585+04  623+01 603+03 445+04
N total 59,4+03 51,4+03 547+03  467+01 392+01 30,0%0,7
P total 969+0,0 681+06 638+06  637+04 605+0,1 561+03
$042 736+10 71,7+0,7 694%01  669+05 658+02 585+0,1
Mg2+ 920+0,0 912%03 821+03  810+05 719+04 48608
Cuz* 61,9+0,6 51,6+0,7 67,9+03  684+04 532+01 40,7+0,7
CFT 946+05 941+03 950+02  949+03 920%02 851+0,6
cr 70,7+03 66,1+0,4 573+04  753+02 567+05 465+03
0. disuelto** 232+15 179+1,0 201+04  191%20  177+20 211£1,0

*No determinado
**Porcentaje de generacidon

En los cultivos realizados en aguas de lavado de aceites, y al final del experimento, los mayores

porcentajes de reduccion se detectan en la CE, en DQO, en fésforo total, nitrégeno total y CFT, Figura 5.97.

CE  DQU N, Pu,au CFT 0, disuelto
0 1 : ' : 0
20 -
- 50
40 1 46,7%
L 100
60 - 63,7%
=) ) N
- 150 ¢
< 80 - S 2
191%
100 1 - - 200

Figura 5.97 Disminucién en la concentracién de contaminantes, calculada en cultivos realizados con aguas
de lavado de aceites, a temperatura de 25°C y nivel de aeracién de 1 v/v/min, Exp. 7 y 8 ALA.
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Los experimentos realizados con el 30% de aguas de lavado de aceites con aporte de didxido de
carbono a la fase gaseosa introducida en los fotobiorreactores, han sido donde se han obtenido los

resultados mas favorables, Tabla 5.54.

Tabla 5.54. Porcentajes de reduccion en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros
fisico-quimicos en los cultivos realizados usando aguas de lavado de aceites y diéxido de
carbono enla fasegasal, 2,5 10y 15%

CE 49,0+ 0,0 51,2+0,4 34,3+0,8 32,5%£0,6 49,0+0,3
ST 97,5+0,0 97,8+ 0,0 97,6 £0,1 96,3+0,1 95,2+ 0,1
DQO 719 £ 0,5 86,3+0,3 88,4+0,3 89,4 £ 0,5 729 0,5
(NH4*)* N.D N.D N.D N.D N.D
NOs- 65,5+0,9 81,2+ 0,4 85,2+0,2 91,9+ 0,3 89,1%0,5
NO2- 90,9+0,2 93,0+0,3 93,9+0,7 93,1+0,4 91,7+ 0,8
N total 78,15 0,2 88,2+0,3 94,1+0,1 96,3 +0,1 81,9+0,3
P total 68,0 £ 0,2 72,1%0,3 85,8+0,3 92,101 53,409
S04% 57,909 54,7+0,7 56,909 552+0,9 47,1+£0,3
Mg?2+ 74,3+0,3 73,7+0,1 72,6 +0,8 72,0+0.2 69,7+0,1
Cu?+ 95,8+ 0,0 95,8+0,0 95,8+0,0 95,8+0,0 95,8+0,0
CFT 90,1+ 0,4 89,5+0,8 93,7+0,9 94,8 +0,5 93,7+0,1
Cl- 759+ 0,4 855%0,1 90,1+0,2 91,2 0,2 89,6 £ 0,6
0: disuelto** 223+0,5 242+09 227 +£0,5 217 £0,5 1910,5

*No determinado
**Porcentaje de generacion
Se ha observado que la presencia de diéxido de carbono ha aumentado la eficiencia del % eliminacion

de compuestos en el agua final del cultivo. Por otra parte, y en general, se observa que el 10% de CO; es
mas favorable para la reduccién de contaminantes en el agua. Cabe indicar que, la reduccién mas alta se
alcanzé en el contenido de N total, este hecho es muy importante en el crecimiento del microalgas. Los
mayores porcentajes de reducciéon se detectan en la CE, en DQO, en fésforo total, nitrégeno total, y CFT,
Figura 5.98.

Woertz et al. (2009) estudiaron la eliminacién de nutrientes, produccion de lipidos de microalgas, y
producciéon de biocombustibles durante el tratamiento de aguas residuales municipales y lacteas
suplementadas con CO>. En su estudio, se utilizé el indculo de microalgas que contiene una amplia mezcla
de algas verdes y diatomeas recolectadas de estanques locales que tratan aguas residuales municipales.
Los resultados de ambos tipos de aguas residuales sugieren que los cultivos de algas suplementados con
CO; pueden eliminar simultineamente nitrégeno disuelto, fésforo y generar una fracciéon lipidica

potencialmente 1til para la produccién de biocombustibles liquidos.
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Figura 5.98 Disminucion en la concentracidon de contaminantes, calculada en cultivos realizados con aguas
de lavado de aceites y diéxido de carbono, a temperatura de 25°C y nivel de aeracion de 1
v/v/min, Exp. 7 y 8 ALAC.

5.5.3 En cultivos realizados con mezclas de aguas residuales

A través de la disminucidn en el contenido de contaminantes en el agua tratada, es posible considerar
las aguas residuales de almazaras mezcladas con aguas residuales urbanas como un medio nutriente para el
crecimiento de algas unicelulares. Gran cantidad de estudios han indicado la idoneidad de las aguas
residuales como un medio para el crecimiento de algas, Oswald et al. (1978), Govindan (1984). En este
estudio experimental, los porcentajes de reducciéon determinados en los pardmetros fisico-quimicos, del
agua tratada final, ha originado valores significativos de cierta relevancia desde un punto de vista
industrial, fundamentalmente en aquellos compuestos disueltos en las aguas residuales de partida, Tabla

5.55.
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Tabla 5.55. Porcentajes de reduccion en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros
fisico-quimicos en los cultivos realizados usando aguas de almazaras mezcladas con aguas
residuales urbanas de tratamiento secundario

% Eliminado; EXP 1ALFRU  1ALARU 1ALFARY 3 ALFARU.
2 ALFRU 2 ALARU 2 ALFARU 4 ALFARU
CE 32,1+£0,2 38,2+0,6 14,4 + 0,4 12,6 + 0,8
ST 97,3+0,1 97,6 £0,1 99,8 + 0,0 99,8+ 0,0
DQO 79,1 +£0,5 83,3+0,8 63,7 £0,9 66,2 + 0,4
NH,* 28,9+0,7 35,2+0,5 54,0+0,1 54,1+0,9
NOs- 72,1+0,2 83,0+0,8 53,8+0,8 56,5+ 0,4
NO;- 75,0+0,1 82,6 £1,0 29,4+09 35,1+0,8
N total 68,1 +0,3 76,0 £ 0,3 51,6 £ 0,8 54,1+0,4
P total 54,1+0,2 55,5+0,3 32,6 £0,4 56,0 £ 0,5
S04 74,4 £ 0,7 73,0+ 0,4 74,8 £ 0,2 81,3+0,3
Mgz+ 77,6 £0,5 55,5+0,9 36,2+0,7 45,9+ 0,9
(Cuz+)* N.D 87,4+0,0 62,3+0,6 50,6 £ 0,5
CFT 65,1+0,7 78,1+0,2 76,5+0,5 76,6 +0,2
Cl- 80,2+ 0,5 74,8 £ 0,6 72,2+0,2 69,0 £ 0,3
02 disuelto** 322+0,5 105+0,8 241 0,6 197 £ 0,8

*No determinado
**Porcentaje de generacidon

Se ha observado que, con un aumento en la concentracién de aguas de almazaras mezcladas con aguas
residuales urbanas, disminuye la cantidad de contaminantes y los valores de los paradmetros fisico-
quimicos, y esto puede ser debido a una mayor carga de compuestos organicos en el medio nutriente
inicial. Por otra parte, también cabe destacar que, la reduccién de la DQO, en el rango 63,7-83,3%, puede
considerarse convincente en funcién de su filtracion antes del tratamiento. La generacién de oxigeno mas
elevada tuvo lugar cuando se ha utilizado al 50% de ALF mezclada con RU. Esta disminucién en los

pardmetros y compuestos mas importantes se muestra en la Figura 5.99.
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Figura 5.99 Disminucién en la concentraciéon de contaminantes, calculada en cultivos realizados con aguas
de almazaras mezcladas con aguas residuales urbanas de tratamiento secundario, a
temperatura de 25°C y nivel de aeracion de 1 v/v/min, Exp. 1y 2 ALFRU.
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Finalmente, en otra serie experimental, se ha estudiado la reduccion de los parametros fisico-quimicos
en las aguas que resultan al final de los bioprocesos que han usado como medio nutriente de C. pyrenoidosa,
aguas de almazaras mezcladas con aguas residuales urbanas (de tratamiento secundario) y didxido de
carbono. Los resultados experimentales correspondientes a este estudio, se recogen en las Tablas E.53 a
E.54 (Anexo E); a partir de estos resultados primarios se ha calculado el porcentaje de reducciéon de cada
uno de los pardmetros en el agua final del cultivo una vez separada la biomasa microalgal, Tabla 5.55.

Cabe destacar que se ha determinado una disminucién del contenido en nitratos del 72,0%; este
resultado es proximo al calculado por otros autores, Sydney et al. (2011), para otra microalga cloroficea B.
braunii, empleando agua residual urbana procedente del tratamiento secundario como medio de cultivo.
También, cabe indicar que el % eliminado en iones amonio y nitrito, al final del cultivo, fueron 99,4 y
96,4%, respectivamente. Sin embargo, se observd una reduccién en el contenido de fosfato de sdlo el
64,3%, cuando se us6 10,0% de di6éxido de carbono adicionado a la fase gas; este porcentaje de

disminucidn es menor que el obtenido sin mezclar aguas de almazaras con aguas residuales urbanas.

Tabla 5.55. Porcentajes de reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros
fisico-quimicos en los cultivos realizados usando aguas de almazaras mezcladas con aguas
residuales urbanas de tratamiento secundario y diéxido de carbono en la fase gas a 10%

% Eliminado/ EXP ;:tiiggg
CE 27,6 +0,5
ST 99,7 +0,1
DQO 89,0 + 0,2
NH4* 96,4 + 0,0
NOs- 72,0 0,4
NO2 99,4 + 0,0
N total 97,2+0,1
P total 64,3 +0,4
S04 38,2+ 0,7
Mgz 83,2+0,0
Cu?* 89,5+ 0,0
CFT 90,1 0,5
Cl 90,8 +0,2
0 disuelto* 98,0+ 0,9

*Porcentaje de generacion

Por otra parte, la presencia de di6xido de carbono ha aumentado la eficiencia del consumo de i6n
magnesio y esto es una indicacién real del aumento en la proceso de fotosintesis. En relacién a la
disminucién en los parametros mas importantes, se detecta una eliminacién practicamente total de la
concentracion de nitrégeno total, y una generacién de oxigeno molecular préxima al 100%, Figura 5.100.

Coincidiendo con lo observado en esta Tesis Doctoral, varios autores determinan disminuciones
considerables en la carga contaminante de distintas aguas residuales, que fueron utilizadas como medios
de cultivos. En una investigacién realizada por Ruiz-Marin et al. (2010), se compararon dos especies de
microalgas S. obliquus y C. vulgaris que crecen como células inmovilizadas y libres para evaluar su
capacidad para eliminar N y P en cultivos discontinuos de aguas residuales urbanas. S. obliquus mostro
una mayor velocidad de consumo de compuestos de N y P, en aguas residuales urbanas, que C. vulgaris,
alcanzando porcentajes proximos de eliminacion de nitrégeno, en condiciones de operacidn similares a las

empleadas en esta Tesis Doctoral.
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Figura 5.100 Disminucién en la concentracién de contaminantes, calculada en cultivos realizados con
aguas de almazaras mezcladas con aguas residuales urbanas (de tratamiento secundario) y
diéxido de carbono, a temperatura de 25°C y nivel de aeraciéon de 1 v/v/min, Exp. 1y 2
ALFARUC.
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CONCLUSIONES

A partir de los resultados experimentales obtenidos y de la discusiéon realizada se han deducido las

siguientes conclusiones:

1. Se ha determinado una composicion fisico-quimica muy diferente entre los dos tipos de aguas de
almazaras: aguas de lavado de aceitunas y de aceites. A su vez las aguas residuales urbanas
procedentes de tratamiento secundario presentaron una composicién totalmente distinta y
complementaria a las determinadas para las aguas residuales de lavado de aceitunas y aceites. Los
mayores valores de DQO lo presentaron las aguas de lavado de aceites (1006 - 1370 mg O, dm-3),
seguido por las aguas de lavado de aceitunas (530 - 1810 mg O, dm3), mientras que en las residuales
urbanas procedentes de tratamiento secundario se detect6 el menor nivel de contaminacién organica
(con valor préximo a 250 mg 0, dm3).

En relacion a los sdlidos totales, los mayores porcentajes se determinaron en las aguas de lavado de
aceitunas (0,29 - 0,32%) como era légico de esperar, mientras que las aguas de lavado de aceites
(0,08 - 0,13%) y las aguas de tratamiento secundario (0,13%) presentaron valores muy similares.

En cuanto a los compuestos de nitrogeno y fésforo, cabe destacar que las aguas residuales de
almazaras son pobres en N y P en comparacién con las aguas residuales urbana de tratamiento
secundario. En aguas de lavado de aceites los porcentajes de nitrégeno total y fosfato estaban en los
rangos 1,4 - 5,4 mgdm-3,y 0,7 - 1,6 mg dm-3, respectivamente; en aguas de lavado de aceitunas estos
porcentajes fueron 3,4 - 12,5 mg dm3, y 0,3 - 0,8 mg dm-3, mientras que en aguas residuales urbanas
de tratamiento secundario los valores fueron elevadamente superiores, 265 mg dm-3 para N a1y 17

mg dm-3 para el ion PO43-,

2. La seleccién de la microalga fue realizada utilizando como medio de cultivo los dos tipos de aguas

residuales de almazaras. Esta seleccidn se ha llevado a cabo entre las algas Chlorella pyrenoidosa y
Scenedesmus quadricauda, usando como medios de cultivos: 50% del agua de lavado de aceitunas en
un primer ensayo, y 30% de agua de lavado de aceites en un segundo ensayo. Se determind que, en
los dos tipos de aguas de almazaras, C. pyrenoidosa presentaba valores de velocidad especifica
maxima de crecimiento (ALF 0,013 h-1, ALA 0,020 h!) y productividad volumétrica de biomasa (ALF
2,2 mg dm-3h-1, ALA 3,5 mg dm-3h-1) mas altos que los correspondientes a S. quadricauda, en pm (ALF
0,012 h'1, ALA 0,017 h't) y Py (ALF 2,2 mg dm-3h-1, ALA 2,1 mg dm-3h-1).
También, en la composicién bioquimica de la biomasa, C. pyrenoidosa fue mas adecuada para el
objetivo principal propuesto de produccién de biodiesel; el porcentaje de lipidos totales alcanzados
en la biomasa de C. pyrenoidosa fue superior (ALF 47,2%, ALA 50,6%) a los obtenidos con S.
quadricauda (ALF 35,8%, ALA 37,7%).

3. El uso del medio de cultivo sintético de Rodriguez-Loépez en el crecimiento de C. pyrenoidosa,
modificando la temperatura de operaciéon y el nivel de aeracion en el fotobiorreactor, ha conducido a
unos valores maximos de la velocidad especifica maxima y de la productividad volumétrica en
biomasa, préximos a 0,05 h-1y 6,7 mg dm-3 h-1, respectivamente.

3.1 La influencia de la temperatura sobre el crecimiento de C. pyrenoidosa, se ha analizado en el
intervalo de 15 a 30°C, encontrandose que fuera de este rango la formacién neta de biomasa es

baja. Los valores de la velocidad especifica maxima de crecimiento vs temperatura se han
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ajustado a la ecuacidon de Moser (1985), lo que ha permitido determinar las energias aparentes
de activacion (Ea) y de muerte celular (Eq):

E.= 40 k] mol! Eq=323,3 k] mol?
A partir de estos datos se ha podido calcular la temperatura 6ptima, Tepima = 26,9°C, y la
velocidad especifica maxima de crecimiento correspondiente al maximo, 0,049 h-1.
La productividad en biomasa presenta una variaciéon con la temperatura similar a la observada
con la velocidad especifica maxima de crecimiento, siendo el maximo valor 6,65+0,00 mg dm3 h-

1a 25°C.

3.2. Cuando se modifica la velocidad especifica de suministro de aire, se observa cierta influencia

sobre las velocidades especificas maxima de crecimiento, productividad volumétrica y la
composicion bioquimica de la biomasa. El valor de t4, aumenté cuando el nivel de aeracién se
modific6é de 0,0 a 1,5 v/v/min. También, P, se increment6 cuando Q se aumenté de 0,0 a 1,0
v/v/min, aunque posteriormente disminuyé. Los valores mas altos se alcanzaron a nivel de
aeracion de 1,0 v/v/min, tm = 0,047+0,04 h'ly P, = 6,65+0,00 mg g! h-l. La variacién de la
velocidad especifica maxima de crecimiento con la velocidad especifica de suministro de aire, Q,
se ha ajustado a una ecuacioén tipo polinémica:
Pm=a+bQ + cQ?

El ajuste se ha realizado mediante regresion no lineal, obteniendo los siguientes resultados para
los distintos parametros:
a=0,0181 h b=0,0272 h1 (v/v/min)! c=-0,40 10-2 h! (v/v/min)-2
A partir de estos resultados se ha podido evaluar la velocidad especifica maxima de crecimiento
correspondiente al maximo, 0,047 h-1, y el valor de la velocidad especifica de suministro de aire
que origina el valor maximo de pm, Q msx:

(4m) max=0,0494 h't Qmsx = 1,46 v/v/min
En la composicion bioquimica de la biomasa, se determina que el porcentajes mas alto de lipidos
totales, 48,8+0,8%, se alcanza a la temperatura de 25°C y a una velocidad especifica de

suministro de aire de 1 v/v/min.

4. Se ha demostrado que la utilizacion de las aguas residuales de lavado de aceitunas, lavado de aceites

y el uso conjunto de estos tipos de efluentes liquidos de almazaras con las aguas residuales urbanas

procedentes de tratamiento secundario, constituyen un medio nutriente adecuado para el

crecimiento de la microalga C. pyrenoidosa. En estos medios de cultivos se han alcanzado valores de

la velocidad especifica maxima de crecimiento y de la productividad volumétrica en biomasa muy

préximos a los alcanzados en el medio sintético de Rodriguez-Lépez cuando se utliizan las mismas

condiciones de operacidn.

4.1 La utilizacion de aguas de lavado de aceitunas de almazaras (ALF), como medio nutriente para la

formacién de biomasa de C. pyrenoidosa, ha conducido a unos valores maximos de tm =
0,036+0,008 h'ly Py, = 2,22+0,00 mg dm-3h! cuando la concentracién inicial de ALF en el medio
de cultivo fue 50%, la temperatura 25°C y la velocidad especifica de suministro de aire 1
v/v/min. En estas condiciones de operacion el porcentaje de lipidos totales fue 47,4+0,0%,
aunque el mayor contenido en lipidos se obtuvo cuando se us6 como medio cultivo una

concentracion del 100% de ALF.
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4.2

4.3

4.4

Cuando se utilizan aguas de lavado de aceites, los valores de las velocidades especificas maxima
de crecimiento y las productividades volumétricas de biomasa fueron menores en relaciéon a
cuando el medio nutriente fue aguas de lavado de aceitunas. Los valores mas elevados de pm =
0,028+0,003 h'ly P, = 1,40+0,30 mg dm-3h-1 se alcanzan con una concentracién inicial de ALA
del 30%, temperatura de 25°C y a una velocidad especifica de suministro de aire de 1 v/v/min.
Estos menores valores de um y Py se pueden justificar considerando que en este medio de cultivo
existe mayor inhibicidn por sustrato, ya que el contenido de compuesto fendlicos en estas aguas
residuales es mayor. Cabe destacar que en estas condiciones de operacidn el porcentaje de
lipidos totales en la biomasa producida fue 49%, superior al obtenido en el medio sintético de
Rodriguez-Lopez; en la fraccién lipidica, los mayores porcentajes correspondieron a las
fracciones de acidos grasos poliinsaturados (47,1%) y esenciales (41,9%). También, en este
medio de cultivo, se determina que los contenidos totales de clorofilas y carotenoides por célula
aumentaron durante el transcurso del experimento.

En la utilizacién conjunta de aguas de almazaras y aguas residuales urbanas procedentes de
tratamiento secundario, se obtiene unos valores de los parametros cinéticos elevados y una
concentraciéon de biomasa mayor que cuando se emplea las aguas de almazaras por separados.
Los mayores valores de la velocidad especifica de crecimiento (0,035+0,001 h-1) y productividad
en biomasa (3,05+0,00 mg dm-3h-1), se han alcanzado en el cultivo realizado con el 50% de ALF y
el resto agua residual urbana procedente de tratamiento secundario, manteniendo la
temperatura a 25°C y una velocidad especifica de suministro de aire de 1 v/v/min; en estas
condiciones se alcanz6 la maxima concentracion de biomasa, 0,996+0,034 g dm3; sin embargo,
el contenido en lipidos totales fue mas bajo, 41,3+0,4%. Este hecho se justifica considerando que
las aguas residuales urbanas de tratamiento secundario contienen mayor contenido en
compuestos de nitrégeno, lo que implica mayor formacién de proteinas y con ello una
disminucidn en el contenido de lipidos.

Cuando se modifica la concentracién de diéxido de carbéno en la fases gas de entrada al
fotobiorreactor, usando medios con 50% de aguas de lavado de aceitunas, medios con 30% de
aguas de lavado de aceites y medios con los tres tipos de aguas (50% ALF, 30%ALA y 20% de
aguas procedentes de tratamiento secundario), se observa que los valores mas elevados de la
concentracion de biomasa, velocidad especifica maxima de crecimiento y productividad
volumétrica en biomasa se alcanzan cuando se emplea una concentracién de CO; del 10%,
temperatura de 25°C y a una velocidad especifica de suministro de aire de 1 v/v/min. En estas
condiciones, C. pyrenoidosa presentaba valores mas elevados de la velocidad especifica maxima
de crecimiento (0,0331 + 0,0001 h'1) y productividad volumétrica en biomasa (5,70 = 0,00 mg
dm-3h1) cuando el medio de cultivo estaba constituido solo por agua de lavado de aceites a una
concentracion del 30%. Sin embargo, en términos de contenido total de lipidos, la biomasa de C.
pyrenoidosa alcanzé un 49,0+0,0% en el cultivo con el 50% aguas de lavado de aceitunas
mezcladas y 10% de CO, Estos resultados indican que la mezcla entre los tres efluentes, en las
proporciones indicadas, aunque permiten un aporte muy adecuado de nutrientes, no conducen
de forma simultinea a unos valores mas elavados de los parametros cinéticos y de la

concentracion de lipidos en la biomasa.
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En todos los cultivos realizados utilizando aguas residuales de almazaras y aguas urbanas de
tratamiento secundario, de forma separada o conjuntamente, con adicién o no de CO; en la fase gas
de entrada al fotobiorreactor, se ha demostrado cuantitativamente que la formacion de pigmentos

(clorofilas y carotenoides) y la sintesis de proteinas esta ligado a la formacién de biomasa.

5. Generalmente, en todos los cultivos, se han determinado una reduccién en los parametros fisico-
quimicos en el agua final del cultivo, una vez separada la biomasa microalgal. El diéxido de carbono
contribuy6 a mejorar la capacidad de C. pyrenoidosa para eliminar los contaminantes de las aguas
residuales. Cabe destacar que, cuando se ha utilizado conjuntamente los tres tipos de aguas (50%
ALF, 30% ALA y 20% de aguas procedentes de tratamiento secundario) y 10% diéxido de carbéno en
la fase gas de entrada al fotobiorreactor, se ha determinado una disminucién del contenido en
nitratos del 72,0+0,4%; también, cabe indicar que el % eliminado en compuestos fendlicos, iones
amonio y nitrito, al final del cultivo, fueron 90,1+0,5, 96,4+0,0 y 99,4+0,0%, respectivamente. Sin
embargo, se observé una reduccion en el contenido de fosfato de sélo el 64,3+0,4%, cuando se us6
10,0% de diéxido de carbono adicionado a la fase gas; este porcentaje de disminucién es menor que
el obtenido sin mezclar aguas de almazaras con aguas residuales urbanas. Por otra parte, la maxima
generacion de oxigeno, 322%, tuvo lugar en los cultivos que usaron una concentraciéon de 50% de

aguas residuales de lavado de aceitunas y 50% de aguas de tratamiento secundario.

6. Finalmente, considerando la hipétesis de partida y los objetivos planteados, se ha comprobado que
las aguas residuales de almazaras y las aguas urbanas procedentes de tratamiento secundario, de
forma separada o bien conjuntamente, pueden constituir un buen medio de cultivo para el
crecimiento eficiente de la microalga C. pyerenoidosa, que conduce a obtener altos valores de la
velocidad especifica maxima de crecimiento, de la productividad volumétrica, y del contenido en
lipidos en la biomasa producida, La adicién de diéxido de carbono, en la fase gas de entrada al
fotobiorreactor, mejora aun mas los pardmetros cinéticos, manteniendo un porcentaje elevado de
lipidos totales en la biomasa obtenida y paralelamente incrementado los porcentajes de reducciéon de
los contaminantes en el agua final, una vez separada la biomasa algal.

Globalmente, la utilizacién de un medio de cultivo constituido por 50% de aguas de lavado de
aceitunas, 30% de aguas de lavado de aceites, 20% de aguas urbanas de tratamiento secundario, y
10% de CO; en la fase gas de entrada al fotobiiorreactor, usando una temperatura de 25°C y una
velocidad especifica de suministro de fase gas de 1 v/v/min, conduce a las condiciones de operacion
mas favorables para alcanzar los objetivos iniciales planteados. En estas condiciones de operacién se
han determinado una velocidad especifica maxima de crecimiento de 0,032+0,000 h-l, una
productividad volumétrica en biomasa de 4,35+0,02 mg dm-3 h-1, y se ha alcanzado un contenido en
lipidos totales en la biomasa producida de 46,5+0,4 %, con un perfil de acidos grasos mayoritarios de
28,4+0,1% en oleico, 16,2+0,3% en palmitico, 13,3+0,4% en linoleico y 12,5+0,0% en linolénico. Este

perfil de acidos es muy apropiado para la producciéon de biodiesel.









NOMENCLATURA

ADP Adenosin difosfato

ATP Adenosin trifosfato

Asoo Absorbancia a 600 nm

Ao Absorbancia a 664 nm

Ass7 Absorbancia a 600 nm

Asgo Absorbancia a 600 nm

Asgs Absorbancia a 600 nm

AGP acidos grasos superiores poliinsaturados

ALA Agua de lavado aceite (procedente del proceso continuo con decanter de dos
salidas)

ALAC Agua de lavado de aceites y didxido carbono

ALARU Agua de lavado aceite y agua residuales urbanas (tratamiento secundario)

ALF Agua de lavado aceitunas

ALFARU Agua de lavado de aceitunas, agua de lavado de aceites y agua residual urbana

ALFARUC Agua de lavado de aceites, agua de lavado de aceitunas, agua residual urbana y
diéxido carbono

ALFC Agua de lavado de aceitunas y diéxido carbono

ALFRU Agua de lavado aceitunas y agua residuales urbanas (tratamiento secundario)

Ca Concentracion de carotenoides totales, ug cm-3

%Ca Porcentaje de carotenoides totales referido a la biomasa seca, g g1

CFT Compuestos fenolicos totales, mg dm-3

CHL Concentracion total de clorofilas, pg cm-3

CHL. Concentracion de clorofila a, pg cm3

CHLp Concentracion de clorofila b, pg cm-3

CHL./CHLy Relacion entre el contenido de clorofilasay b

CHL/N Contenido de clorofilas por células, g cel !

CHL: Concentracion de clorofila totales, pg cm-3

%CHL: Porcentaje de clorofilas totales referido a la biomasa seca, g g1

ChSA Cultivo con C. pyrenoidosa en aguas de lavado de aceites, usando el agitador
orbital

ChSF Cultivo con C. pyrenoidosa en aguas de lavado de aceitunas, usando el agitador
orbital

DBOs Demanda bioquimica de oxigeno

DHA Acido docosahexaenoico,22:6(n-3)

DQO Demanda quimica de oxigeno

EPA Acido eicosapentaenoico,20:5(n-3)

Ea Energia aparente de activacion de crecimiento, k] mol-

Eq Energia aparente de activaciéon de muerte, k] mol-!

ESE Esenciales acidos grasos

L, % El porcentaje de lipidos totales

Ah Diferencia de altura manométrica, cm

Io Intensidad inicial de iluminacién, pEm-2s-1

Ii Intensidad iluminacién promediada a cada nivel del fotobiorreactor, pEm-2s-1

Ir Intensidad de iluminacién fin del experimento, pE m-2 s-1

M Medio del cultivo

MNO Monoinsaturados acidos grasos

o Numero de células por unidad de volumen, Cel dm-3

NADPH Nicotinamida adenina dinucleétido fosfato

P Concentracion de proteinas, pg cm-3

P/N Cantidad de proteinas por célula, g cel!

%P Porcentaje de proteinas referido a la biomasa seca, g g

Py La productividad volumétrica de biomasa , g dm-3h-1

Pc, La productividad volumétrica de carotenoides, g dm-3h-1

Pchy La productividad volumétrica de clorofilas, g dm-3h-!

Pcruda Proteinas crudas referido a la biomasa calculadas mediante la multiplicaciéon del
porcentaje de nitrégeno por el factor 6,25, %

Pp La productividad volumétrica de proteinas, g dm-3h-1

POL Poliinsaturados acidos grasos

Q Velocidad especifica de suministro del aire, v/v/min y caudal volumétrico de la
fase gaseosa, L min-1

Q1o Coeficiente de temperatura definido en la ecuacion [5.8]

qca Velocidades especifica maxima de formacion de carotenoide referido a la biomasa
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seca g gthl

qcHL Velocidades especifica maxima de formacién de clorofila referido a la biomasa
secaggtht

v Velocidades especifica maxima de formacion de proteina referido a la biomasa
seca g g'th1

R-L Media Rodriguez-Lopez

RU Agua residuales urbanas

SAT Saturados acidos grasos

ScSA Cultivo con S. quadricauda en aguas de lavado de aceites, usando el agitador
orbital

ScSF Cultivo con S. quadricauda en aguas de lavado de aceitunas, usando el agitador
orbital

I Coeficiente de regresion lineal

T Temperatura de operacion, °C

UP Agua ultrapura

X Concentracion de biomas de microalga, g dm-3

Yx/s Rendimiento en biomasa, g g1

Yr/s Rendimiento en producto, g g1

Oca El coeficiente estequiométrico para la formacién de carotenoides, mg g1 h!

OlCHL El coeficiente estequiométrico para la formacién de clorofilas, mg g1 h-!

ap El coeficiente estequiométrico para la formacién de proteinas, mg gt h-1

Um Velocidad especifica de crecimiento, h1

[l Velocidad especifica de crecimiento correspondiente al maximo, ht
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ANEX0S

En esta investigacion, se han llevado a cabo cultivos de microalgas en medio sintético y en medios
reales formados con aguas residuales. Para el desarrollo de estos cultivos se ha disefiado el siguiente plan
de trabajo. En primer lugar, se ha realizado una revision bibliografica para elegir las microalgas a utilizar,
optando por Scenedemsus quadricauda y Chlorella pyrenoidosa debido a su alta velocidad especifica de
crecimiento, alto contenido registrado en lipidos y sus altas resistencias de crecer en condiciones
ambientales extremas y en medios de composicién compleja en presencia de compuestos inhibidores del
crecimiento (en especial, los compuestos fenoélicos).

La eleccion de la microalga a utilizar en los medios de cultivos con aguas residuales reales, se ha
llevado a cabo mediante el desarrollo de dos cultivos con cada microalga. En estos dos cultivos, se han
utilizado dos medios de cultivos diferentes formados a base de aguas de lavado de aceite (30% de aguas
de lavado de aceite (ALA)/agua ultra pura (UP), v/v) y aguas de lavado de aceitunas (50% de aguas de
lavado de aceitunas (ALF)/agua ultra pura (UP), v/v)). Estos experimentos, se han llevado a cabo en el
agitador orbital.

Una vez seleccionada la microalga Chlorela pyrenoidosa y como medios de control, se han llevado a
cabo dos series experimentales en el medio mineral sintético de Rodriguez-Lépez (1964). En la primera
serie experimental, se ha estudiado la influencia de la velocidad de suministro de aire (0-1,5 v/v/min) y en
la segunda serie experimental, se ha estudiado el efecto de la temperatura de operacién (15-30°C).

Finalizados los cultivos de control con la microalga seleccionada, se ha procedido a realizar seis
diferentes series experimentales con aguas residuales industriales procedentes de almazaras y aguas
residuales urbanas procedentes del tratamiento secundario. Las series experimentales realizadas se
indican a continuacion:

» Agua delavado de aceitunas y agua residual urbana (tratamiento secundario), ALFRU.
Agua de lavado de aceites. Proceso de centrifugacion de dos salidas, ALA.
Agua de lavado de aceitunas. Proceso de centrifugacion de dos salidas, ALF.
Agua de lavado de aceitunas, agua de lavado de aceites y agua residual urbana, ALFARU.

Agua de lavado de aceitunas y diéxido carbono, ALFC.

YV V V V V

Agua de lavado de aceites y diéxido carbono, ALAC.

Los resultados experimentales obtenidos se han presentado en forma de Tablas y en Figuras. En cada
Tabla se incluye, para cada tiempo, t (en horas):

1- La concentracion en biomasa, x (g dm-3).

2-  Elntmero de células por unidad de volumen, N (Cel dm3).

3- Laconcentracién de clorofilas totales, CH (g dm-3).

4- Laconcentracion de carotenoides totales, Ca (g dm-3)

5- Laconcentracién de proteinas, P (g dm-3).

6- Laconcentracion de lipidos totales, L (%).
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Las condiciones de operacidon empleadas en cada experimento con medio Rodriguez-Lépez han sido:
1- Microalga utilizada Chlorella pyrenoidosa y Scenedesmus quadricauda.
2- Concentracion inicial de inoculd 10 %.
3- pH=8,0.

4- Periodo luz-oscuro 12:12 h.

En todas las series experimentales, las condiciones de operacion utilizadas han sido:
1- Concentracion inicial de inocul6 10 %.
2- Velocidad especifica de suministro de aire 1 v/v/min.
3- Temperatura 25°C.
4- PH=38,0.

5- Periodo luz-oscuro 12:12 h.
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A. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS AGUAS RESIDUALES UTILIZADAS EN LA FORMACION
DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS

Tabla A.1. Caracterizacion fisico-quimica de las aguas de lavado de aceitunas (ALF) utilizadas en los
medios de cultivo

PARAMETRO / FECHA ALF
07/02/2017 03/01/2018
pH 7,42 7,48
CE (mS/cm) 2,70 1,69
Turbidez (FTU) 1585 1722
0 disueito (Mg dm-3) 2,65 1,50
ST (%) 0,32 0,291
Materia grasa (%) 0, 0452 0,0328
CFT (mg dm-3) 3,38 0,915
Materia organica volatil (%) 0,086 0,0327
DBOs5 (mg 02 dm-3) 491 422
DQO (mg 02 dm-3) 535 632
Cenizas (%) 0,234 0,259
N total (Mg dm-3) 3,40 12,5
NOz' (mg dm3) 1,30 0,209
NO3- (mg dm3) 0,801 1,55
NH4* (mg dm-3) <4,0 <40
P tota1 (Mg dm-3) 0,750 0,325
$04%- (mg dm-3) 414 273
Cu?* (mg dm-3) 1,91 <0,05
Cl- (mg dm-3) 649 458
Mg2z* (mg dm-3) 47,0 26,2
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Tabla A.2. Caracterizacion fisico-quimica de aguas de lavado de aceites (ALA) utilizadas en los medios de

] cultivo
PARAMETRO / FECHA ALA
13/01/2017 03/01/2018

pH 6,29 7,41
CE (mS/cm) 1,32 4,33
Turbidez (FTU) 190 218
0 disuelto (mg dm‘3) 2,01 2,05
ST (%) 0,127 0,0766
Materia grasa (%) 0,0892 0,0390
CFT (mg dm-3) 11,1 533
Materia organica volatil (%) 0,0892 0,0390
DBOs5 (mg 02 dm3) 1358 852
DQO (mg 02 dm-3) 1362 1006
Cenizas (%) 0,0378 0,0376
N total (Mg dm-3) 5,40 1,36
NO:' (mg dm-3) 0,387 0,166
NO;3  (mg dm-3) 1,95 0,625
NH.* (mg dm-3) <4,0 <40
P tota1 (Mg dm-3) 1,63 0,655
S$042- (mg dm-3) 217 165
Cu?* (mg dm-3) 1,60 1,19
Cl- (mg dm-3) 172 62,5
Mg?2+ (mg dm-3) 62,4 46,5
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Tabla A.3. Caracterizacion fisico-quimica de las aguas residuales urbanas utilizada en la formacién del

medio de cultivo
PARAMATRO / FECHA

pH

CE (mS/cm)
Turbidez (FTU)

0 disuelto (Mg dm-3)
ST (%)

Materia grasa (%)
CFT (mg dm-3)
Materia organica volatil (%)
DBOs5 (mg 0, dm-3)
DQO (mg 0, dm3)
Cenizas (%)

N total (Mg dm-3)
NO;" (mg dm-3)
NO;3  (mg dm-3)
NH4* (mg dm-3)

P tota1 (Mg dm-3)
S$042- (mg dm-3)
Cu?* (mg dm-3)

Cl- (mg dm-3)

Mg?2+ (mg dm-3)

08/05/2014
7,08
5,47
72
3,70
0,131
0,0780
0,07<0,1
0,018
132
252
0,113
265
31,7
34,5
205
17,1
162
< 0,05
1200
14,8
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B. ELECCION DE LA MICROALGA
B.1. Cultivos de Chlorella pyrenoidosa

Tabla B.1. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados a base de aguas de lavado de aceitunas

Expt: 1 ChSF MEDIO = 50 % ALF + UP
C. pyrenoidosa pH=8,0 T=25°C
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm3 gdm3 gdm-3 %

0,0 0,407 0,360 0,217 0,0200 1,44

15,0 0,495 0,560 0,494 0,0398 1,85

38,5 0,588 0,840 0,924 0,197 2,33

62,5 0,779 1,74 1,16 0,273 2,54

88,0 1,03 3,20 1,56 0,355 2,18
134,5 2,30 4,40 2,07 0,454 4,45
159,0 2,89 7,00 2,74 0,562 5,50
193,0 3,53 8,00 3,68 0,813 5,82
217,0 4,02 9,40 491 0,987 3,82
240,5 4,56 10,2 4,80 1,12 3,61
265,5 4,70 11,8 4,47 1,21 3,41
312,5 5,15 12,2 1,98 1,01 5,19
336,5 5,59 11,6 1,78 0,971 4,98
360,5 5,54 10,4 1,69 0,952 4,59
386,5 5,44 8,80 1,24 0,822 4,35
410,5 5,19 6,20 1,16 0,756 4,14 47,2
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Figura B.1 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) frente al tiempo en el Exp. 1 ChSF.

Tabla B.2. Composicion elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ChSF

% N % C % H %S % 0
2,48 45,7 6,18 0,550 45,1

Tabla B.3. Composicion en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ChSF

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,608 20:0 0,103
14:1 0,707 18:3n3 15,2
16:0 19,5 18:4n3 0,105
16:1 3,45 20:1n9 0,189
16:2 3,35 20:2n6 0,121
16:3 0,369 22:0 0,575
18:0 7,39 22:1n9 0,154
18:1 28,3 20:5n3 0,524
18:2n3 0,155 22:5n3 0,338
18:2n6 12,8 N.L 6,1
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Tabla B.4. Producciéon de biomasa, numero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en los
cultivos realizados usando aguas de lavado de aceite

Expt: 2 ChSA MEDIO = 30 % ALA + UP
C. pyrenoidosa pH=38,0 T=25°C
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,387 1,460 0,0377 0,00800 2,12
21,0 0,593 2,00 0,621 0,159 2,61
45,5 0,911 3,42 0,615 0,157 3,82
68,0 1,35 4,22 0,734 0,234 5,50
93,5 2,60 11,8 1,39 0,424 10,6
118,5 3,43 13,6 1,91 0,496 13,1
165,0 4,80 19,0 4,52 1,16 13,1
189,0 5,73 22,0 5,80 1,74 13,5
213,0 6,91 24,4 6,65 1,91 16,3
241,5 7,74 27,6 7,86 2,24 17,5
261,5 8,53 29,0 9,52 2,47 19,2
285,0 9,36 30,4 10,0 2,77 20,4
309,0 10,1 31,8 10,3 2,43 21,7
333,0 10,8 32,6 10,3 2,32 20,6
357,0 11,5 33,2 9,3 2,08 19,4
381,0 11,6 32,2 7,00 1,54 18,8
405,0 11,4 31,6 6,62 1,13 17,5 50,6
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Figura B.2 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) frente al tiempo en el Exp. 2 ChSA.

Tabla B.5. Composicion elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ChSA

%N % C %H %S %0
6,70 48,4 6,09 0,702 38,1

Tabla B.6. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ChSA

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,489 18:2n3 0,111
14:1 0,692 18:2n6 16,7
16:0 17,5 20:0 0,107
16:1 4,01 18:3n3 12,5
16:2 4,89 20:2n6 0,199
16:3 0,459 22:0 0,245
18:0 7,21 20:5n3 0,897
18:1 26,9 N.L 71
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B.2. Cultivos de Scenedesmus quadricauda

Tabla B.7. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados a base de aguas de lavado de aceitunas

Expt: 1 ScSF MEDIO =50 % ALF + UP
S. quadricauda pH=8,0 T=25°C
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm™3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,519 0,480 0,377 0,100 2,02
15,0 0,691 0,760 0,590 0,139 2,88
38,5 0,882 1,06 0,988 0,197 3,72
62,5 1,07 2,36 1,16 0,312 4,14
88,0 1,57 4,60 1,63 0,386 5,30
134,5 2,55 6,20 2,13 0,492 5,50
159,0 3,28 8,00 2,92 0,637 6,35
193,0 3,97 8,80 4,04 0,923 8,34
217,0 4,56 9,80 4,96 1,17 5,93
240,5 5,10 10,8 4,97 1,19 5,93
265,5 5,39 11,0 4,47 1,15 5,72
312,5 5,49 11,2 1,98 0,841 5,51
336,5 5,78 11,2 1,78 0,646 519
360,5 5,54 10,0 1,69 0,572 4,98
386,5 5,49 7,20 1,24 0,500 4,98
410,5 5,39 6,60 1,01 0,402 4,88 35,8
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Figura B.3 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ScSF.

Tabla B.8. Composicion elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ScSF

% N % C % H %S % 0
1,71 50,6 6,86 0,561 40,2

Tabla B.9. Composicién en 4cidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ScSF

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,171 18:3n3 0,163
14:1 0,0270 20:1n9 0,452
16:0 0,0972 18:4n3 0,902
16:1 0,410 20:2n6 0,252
16:2 20,0 22:00 0,194
16:3 0,0663 22:1n9 0,268
18:0 0,338 20:5n3 0,00844
18:1 21,1 22:5n3 0,197

18:2n3 41,0 22:6n3 0,0235
18:2n6 2,87 N.L 10,9
20:0 0,509
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Tabla B.10. Producciéon de biomasa, numero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en los
cultivos realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 2 ScSA MEDIO = 30 % ALA + UP
S. quadricauda pH=8,0 T=25°C
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h g dm?3 Cel dm3 gdm3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,441 0,540 0,956 0,209 2,16
13,0 0,544 0,720 0,966 0,219 2,62
37,0 0,769 1,80 1,64 0,335 3,55
63,0 1,22 1,98 2,23 0,468 5,30
109,0 2,70 4,40 3,12 0,612 11,2
133,0 3,09 5,60 3,38 0,682 11,9
157,0 3,53 12,0 3,41 0,825 10,4
181,5 3,92 13,2 3,43 0,928 9,07
205,5 4,66 14,4 3,97 0,992 8,49
232,0 5,24 15,8 4,83 1,24 8,07
280,5 5,49 15,0 4,94 1,35 8,07
305,0 5,73 14,0 3,63 1,51 5,72
325,5 5,88 12,2 3,21 1,32 5,82
345,5 5,98 12,2 2,87 0,885 5,81
367,5 5,93 11,8 2,62 0,838 5,61
393,0 5,49 11,0 1,92 0,672 4,56
444,0 4,46 10,0 1,74 0,584 4,02 37,7
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Figura B.4 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ScSA

Tabla B.11. Composicion elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ScSA.

%N % C %H %S %0
8,25 47,6 7,90 0,876 35,4

Tabla B.12. Composicion en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ScSA

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,0225 18:3n3 0,127
14:1 0,0826 20:1n9 0,513
16:0 0,0393 18:4n3 0,557
16:1 2,09 20:2n6 0,442
16:2 25,4 22:0 0,317
16:3 0,245 22:1n9 0,996

18:0 0,695 20:5n3 0,439
18:1 22,46 22:5n3 0,271
18:2n3 37,1 22:6n3 0,0880
18:2n6 1,52 N.L 6,31

20:0 0,289
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C. CULTIVOS DE Chlorella pyrenoidosa EN EL MEDIO SINTETICO MINERAL DE RODRIGUEZ-LOPEZ

» Efecto de la temperatura

Tabla C.1. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 1 RL T=15°C
Q=1v/v/min pH=8,0 M =R-L 10=124,24 pE m2s1
t x 10 N 10- CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm-3 Cel dm-3 gdm3 g dm-3 g dm3 %
0,0 0,0860 0,200
3,0 0,0860 0,437
6,0 0,0860 0,454
9,0 0,0860 0,490
22,0 0,0860 0,525
27,0 0,0860 0,541
30,0 0,0860 0,556
33,0 0,0989 0,590
46,0 0,0986 0,623
51,0 0,106 0,656
57,0 0,140 0,707
73,0 0,185 0,774 0,0744 0,0276 0,667
120,0 1,09 3,34 2,12 0,500 3,89
130,0 1,21 5,38
144,0 1,82 9,42 6,12 1,17 6,40
154,0 2,74 13,7
168,0 4,13 19,8 11,0 2,04 14,3
178,0 521 22,6
192,0 6,14 26,2 13,2 2,50 19,5
202,0 7,10 28,7
218,0 7,75 35,3 16,9 3,20 24,0
241,0 10,2 38,8
287,0 13,5 43,3 17,0 4,00 28,7
312,0 15,4 43,3 16,6 4,30 31,2
335,0 15,6 41,9 16,2 4,19 31,2
359,0 15,6 40,6 13,8 4,00 30,9
382,0 15,6 39,3 11,0 3,54 28,0 45,2

Ir=106,79 pE m2s-1
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Figura C.1 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas

(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 1 RL.

Tabla C.2. Composicion elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 RL

% N
3,86

Tabla C.3. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 RL

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1

% C
52,7

%
0,177
0,150

18,0
1,01
2,62
0,0974
5,52
40,2

% H % S
8,72 0,322

Acido graso
18:2n3
18:2n6
20:0
18:3n3
18:4n3
20:2n6
20:5n3
N.L

%0
34,4

%

0,0356

10,8

0,054

17,8

0,0547
0,143
0,0245

3,31
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Tabla C.4. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 2 RL T=15°C
Q=1v/v/min pH=8,0 M =R-L 10=139,63 pE m2s1
t x10 N 10~ CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm-3 gdm3 gdm3 gdm3 %

0,0 0,0840 0,300

3,0 0,0840 0,397

6,0 0,0840 0,415

9,0 0,0840 0,431

22,0 0,0840 0,467

27,0 0,0840 0,463

30,0 0,0919 0,479

33,0 0,102 0,495

46,0 0,113 0,510

51,0 0,116 0,525

57,0 0,186 0,707

73,0 0,237 0,756 0,191 0,0552 0,887
120,0 1,26 4,42 2,31 0,547 4,50
130,0 1,35 6,31
144,0 2,24 11,8 5,48 1,10 7,68
154,0 3,22 16,3
168,0 4,51 271 11,1 2,04 14,9
178,0 5,72 29,6
192,0 6,65 34,0 15,4 2,80 20,8
202,0 8,01 35,5
218,0 8,69 40,3 17,2 3,74 22,8
241,0 11,7 43,3
287,0 14,6 45,2 17,4 4,34 30,5
312,0 17,4 45,2 17,0 4,68 35,6
335,0 17,6 44,0 16,6 4,41 34,7
359,0 17,8 42,9 15,3 3,86 33,7
382,0 17,7 41,3 13,2 3,61 29,1 45,0

Ir=106,66 pPE m2s1
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Figura C.2 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 2 RL.

Tabla C.5. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 RL

% N
3,86

% C
52,9

% H
8,55

%S
0,289

Tabla C.6. Composicién en 4cidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 RL

Acido graso

14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1

%

0,178
0,155
17,9
1,00
2,60
0,107
5,54
39,9

Acido graso

18:2n3
18:2n6
20:0
18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:5n3
N.L

%0
34,4

%

0,0378
10,7
0,053
16,9
0,0793
0,153

0,0358
4,66
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Tabla C.7. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 3 RL T=20°C
Q=1v/v/min pH=8,0 M=R-L 10=139,63 pE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm-3 Cel dm-3 gdm3 g dm-3 g dm3 %
0,0 0,0710 0,340
2,0 0,0710 0,358
27,0 0,0710 0,432
32,0 0,0710 0,526
37,0 0,0710 0,542
62,0 0,0807 0,577 0,0744 0,0158 0,383
68,0 0,101 0,576
74,0 0,105 0,590
98,0 0,180 0,670 0,1826 0,0391 0,824
109,0 0,314 0,674
121,0 0,405 0,699 0,512 0,128 1,85
133,0 0,916 2,81
147,0 1,75 4,33
194,0 4,21 16,1 8,18 1,68 17,4
204,0 5,60 17,8
218,0 6,64 21,4 8,50 1,86 23,6
228,0 7,97 24,2
242,0 8,96 27,5 9,00 2,10 23,0
252,0 10,6 29,3
266,0 11,0 314 10,8 2,37 24,6
290,0 13,7 32,6 9,65 2,93 29,5
315,0 14,8 36,5
362,0 17,8 40,8 9,16 3,28 35,0
386,0 18,9 39,9 8,89 4,36 36,8
412,0 19,1 38,7
440,0 19,0 38,2 8,27 3,16 36,6 44,3

Ir=106,77 pE m2s-1
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Figura C.3 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas

(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 3 RL.

Tabla C.8. Composicion elemental de la biomasa formada en el Exp. 3 RL

% N
3,86

Tabla C.9. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 3 RL

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3

% C
52,5

%
0,217
0,124

17,6
0,858
3,52
0,100
3,54
39,8
0,0300

%S
0,412

% H
8,55

Acido graso
18:2n6
20:0
18:3n3
20:1n9
18:4n3
20:2n6
22:0
22:5n3
N.I.

%0
34,7

%
11,9
0,0484
15,7
0,0213
0,0750
0,177
0,0600
0,0902
4,14
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Tabla C.10. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 4 RL T=20°C
Q=1v/v/min pH=8,0 M =R-L 10=141,73 pE m2s1
t x10 N 10~ CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm-3 gdm3 gdm3 gdm3 %
0,0 0,0606 0,300
2,0 0,0747 0,338
27,0 0,0744 0,511
32,0 10,0848 0,527
37,0 0,0882 0,581
62,0 0,102 0,613 0,0864 0,0158 0,498
68,0 0,109 0,615
74,0 0,112 0,647
98,0 0,156 0,658 0,171 0,0353 0,719
109,0 0,325 0,673
121,0 0,404 1,86 0,656 0,148 1,62
133,0 1,04 2,43
147,0 1,07 4,64
194,0 5,05 16,3 10,7 2,05 18,7
204,0 6,48 20,1
218,0 7,84 23,7 11,6 2,05 20,0
228,0 885 25,3
242,0 10,1 27,2 12,5 2,10 24,9
252,0 11,1 28,1
266,0 11,9 31,6 14,8 2,62 26,8
290,0 12,8 34,2 17,4 4,45 28,4
315,0 14,1 37,3
362,0 18,6 41,0 18,1 4,49 29,9
386,0 19,6 40,3 19,6 4,66 32,6
412,0 19,0 39,2
440,0 19,0 38,7 19,0 4,06 35,6 46,9

Ir=106,81 pHE m2s-1
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Figura C.4 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (’), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 4 RL.

Tabla C.11. Composicion elemental de la biomasa formada en el Exp. 4 RL

% N
3,88

% C % H % S % 0
52,3 8,56 0,435 34,8

Tabla C.12. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 4 RL

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3

% Acido graso %
0,215 18:2n6 12,9
0,125 20:0 0,0637

17,4 18:3n3 16,7
0,858 20:2n6 0,146

3,45 22:0 0,0513
0,101 20:5n3 0,0427

3,42 22:5n3 0,0675

40,1 N.L 4,33
0,0294
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Tabla C.13. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 5 RL T=25°C
Q=1v/v/min pH=8,0 M =R-L I0=140,57 pE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h g dm3 Cel dm3 gdm3 g dm-3 gdm-3 %
0,0 0,175 0,540
2,0 0,175 0,596
5,0 0,175 0,632
7,0 0,175 0,668
21,0 0,175 1,07
26,0 0,299 1,16 0,874 0,137 1,36
31,0 0,353 1,21
44,0 0,873 3,37 1,49 0,302 3,82
55,0 1,09 6,54
68,0 2,02 11,2 3,32 0,820 8,35
79,0 2,93 17,5
94,0 4,17 22,9 4,46 1,07 14,1
140,0 4,80 355 7,76 1,89 14,4
151,0 5,86 39,4
177,0 7,18 50,0 7,48 1,96 15,7
190,0 8,98 56,5 7,78 2,26 16,2
214,0 9,32 61,9 7,73 2,30 17,8
238,0 10,3 66,2 8,95 2,68 18,1
261,0 11,4 71,4 12,7 3,32 18,5
286,0 14,6 74,8 17,7 4,29 23,7
310,0 14,8 77,9 18,3 4,21 23,4
334,0 15,4 77,3 18,5 4,42 23,8
358,0 15,5 74,5 15,8 3,80 23,2
382,0 15,7 73,2 11,8 2,90 23,0
430,0 17,0 69,6 9,11 2,51 22,6
454,0 17,3 67,5 7,03 1,89 22,4
459,0 17,6 66,1
478,0 17,4 67,6 6,48 1,74 22,0 48,0

Ir=128,49 pE m2s1
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Figura C.5 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 5 RL.

Tabla C.14. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 5 RL

%N % C %H %S %0
7,14 49,3 6,87 0,520 36,2

Tabla C.15. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 5 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,545 20:0 0,0821
14:1 0,695 18:4n3 0,115
16:0 17,2 18:3n3 15,5
16:1 0,833 20:2n6 0,124
16:2 7,52 22:0 0,0732
16:3 0,538 20:5n3 0,0911
18:0 3,26 22:5n3 0,0859
18:1 36,8 22:6n3 0,0312
18:2n3 0,0732 N.L 3,83
18:2n6 12,6
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Tabla C.16. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 6 RL
Q=1v/v/min
t x10
h gdm3
0,0 0,425
2,0 0,425
4,0 0,425
16,0 0,459
22,5 0,573
27,5 0,645
40,5 0,882
51,0 0,983
65,0 1,68
75,0 2,78
89,0 3,90
137,0 5,95
147,0 6,57
161,0 6,73
185,0 7,15
209,0 8,22
233,0 9,31
258,0 10,6
305,0 12,4
329,0 13,9
353,0 14,4
377,0 15,3
400,0 15,9
426,0 16,2
473,0 18,2
497,0 18,0

pH=8,0
N 10-° CHL 103
Cel dm3 gdm-3
2,12
2,09
2,15
2,26
2,36
2,77
2,81 2,72
2,98
6,88 4,20
9,39
12,4
24,2 6,12
27,0
34,6 7,33
39,4 8,54
43,1 8,74
46,0 891
50,5
59,7 6,28
61,7 5,76
64,3 4,76
65,8 3,41
66,7 2,96
67,1
71,1 2,96
62,7 2,70

M=R-L

Ca103
gdm3

0,501

0,614

0,998

2,04
2,15
2,26
2,22

2,04
1,74
1,52
1,05
0,914

0,794
0,664

P 102
gdm?3

4,00

7,54

18,0
22,9

24,4
27,1
30,4
31,2
33,4
34,2
35,5
36,3
37,6
37,0
34,6
33,5
32,5

T=25°C

Io=141,73 pE m2s1

L
%

49,5
Ir=125,09 pE m2s1
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Figura C.6 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 6 RL.

Tabla C.17. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 6 RL.

% N % C % H % S % 0
7,17 49,1 6,90 0,459 36,4

Tabla C.18. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 6 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,565 18:2n6 12,6
14:1 0,709 20:0 0,0701
16:0 17,7 18:4n3 0,107
16:1 0,852 18:3n3 16,4
16:2 7,75 20:2n6 0,128
16:3 0,568 22:0 0,0671
18:0 3,60 22:5n3 0,0842
18:1 35,6 22:6n3 0,0301
18:2n3 0,0671 N.L 3,42
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Tabla C.19. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 7 RL
Q=1v/v/min
t x10
h gdm3
0,0 0,128
2,0 0,138
5,0 0,145
7,0 0,158
21,0 0,194
26,0 0,272
31,0 0,359
44,0 0,709
55,0 1,06
68,0 1,73
79,0 2,63
94,0 3,52
140,0 4,12
151,0 4,84
177,0 6,41
190,0 6,78
214,0 7,69
238.0 8,38
261,0 9,60
286,0 12,2
3100 121
334,0 119

N 10-°
Cel dm3

0,580
0,636
0,731
0,844
1,07
1,16
1,19
2,90
9,43
11,7
14,1
25,2
39,7
45,9
56,1
59,0
61,3
60,8
60,1
59,0
56,6
53,6

pH=8,0

CHL 103
gdm3

0,781

1,43

1,68

2,62
4,60

5,28
6,80
6,63
9,54
7,41
6,17
5,68
519

M =R-L

Ca103
gdm3

0,132

0,274

0,450

0,676
1,03

1,22
1,34
1,45
2,60
1,85
1,62
1,48
1,35

P 102
gdm?3

1,14

2,87

6,58

13,1
15,2

20,2
21,3
24,0
26,6
29,7
29,3
26,7
26,5

T=30°C

I0=124,24 pnE m2s1

L
%

44,2
Ir=110,68 pHE m2s-1
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Figura C.7 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 7 RL.

Tabla C.20. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 7 RL

%N % C %H %S %0
6,70 48,6 6,72 0,497 37,5

Tabla C.21. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 7 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,543 18:2n6 15,5
14:1 0,604 18:3n3 17,1
16:0 19,2 20:0 0,0887
16:1 0,729 18:4n3 0,0885
16:2 6,15 22:00 0,440
16:3 0,504 20:5n3 0,0832
18:0 1,42 22:5n3 0,0618
18:1 33,4 N.L 3,49
18:2n3 0,596
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Tabla C.22. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 8 RL T=30°C
Q=1v/v/min pH=8,0 M=R-L 10=139,63 pHE m2s1
t X10 N10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,124 0,660
2,0 0,135 0,718
5,0 0,138 0,756
7,0 0,148 0,853
21,0 0,206 1,04
26,0 0,288 1,16 0,881 0,153 1,37
31,0 0,346 1,20
44,0 0,852 3,20 1,51 0,298 3,58
55,0 1,19 10,5
68,0 2,12 13,8 3,81 0,813 8,88
79,0 3,12 20,7
94,0 4,00 27,3 5,53 1,29 14,5
140,0 5,68 43,8 5,90 1,28 20,3
151,0 6,85 46,1
177,0 8,38 51,4 6,17 1,51 25,9
190,0 9,44 54,7 8,02 2,26 28,2
214,0 11,1 58,7 8,92 2,60 29,1
238,0 12,3 62,9 8,16 2,33 32,2
261,0 14,8 60,7 7,45 2,17 32,8
286,0 16,0 62,9 7,02 2,04 35,3
310,0 16,8 61,1 6,61 1,95 33,5
334,0 16,2 60,1 6,33 1,79 26,9 44,8

Ir=109,71 pE m2s1
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Figura C.8 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas

(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 8 RL.

Tabla C.23. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 8 RL

%N % C % H %S %0
6,63 48,3 6,79 0,486 37,8

Tabla C.24. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 8 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,562 18:2n3 0,724
14:1 0,594 18:2n6 15,9
16:0 18,3 20:0 0,0787
16:1 0,690 18:3n3 19,1
16:2 6,16 22:0 0,420
16:3 0,493 20:5n3 0,0952
18:0 1,41 22:5n3 0,0596
18:1 33,2 N.L 2,21
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> Influececia de la velocidad especifica de suministro del aire

Tabla C.25. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 9 RL Q=0,0v/v/min
T=25"°C pH=38,0 M =R-L Ip=141,73 pE m2s1
t x 102 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h g dm?3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,0413 0,0600
2,0 0,0413 0,0792
4,0 0,112 0,0784
14,5 0,147 0,0776
19,5 0,147 0,115
26,0 0,182 0,133
40,5 0,252 0,545
49,0 0,849 0,558
65,5 1,83 1,09 0,333 0,0772 0,858
73,0 2,49 1,35
89,5 3,51 1,76 0,565 0,152 1,22
113,5 4,26 3,22 1,65
161,0 4,77 3,51 0,796 0,218 1,07
184,5 5,00 3,84 0,833 0,143 0,530
207,0 5,16 3,94 0,884 0,106 0,582
231,0 5,14 4,08 0,654 0,104 0,635 27,4

Ir=132,52 uE m2s1
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Figura C.9 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (0), proteinas
(M) y niimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 9 RL.

Tabla C.26. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 9 RL

%N % C % H % S %0
6,64 479 5,99 0,713 38,7
Tabla C.27. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 9 RL
Acido graso % Acido graso %

14:0 0,173 18:3n3 35,5
14:1 0,0606 20:1n9 0,564
16:0 19,5 18:4n3 0,410
16:1 0,334 20:2n6 0,283
16:2 2,91 22:0 0,124
16:3 3,07 22:1n9 0,0110
18:0 16,0 20:5n3 0,0171
18:1 20,9 22:5n3 0,374
18:2n3 0,476 22:6n3 0,0347
18:2n6 1,08 N.L 5,94

20:0 0,265
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Tabla C.28. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 10 RL Q=0,0v/v/min
T=25"°C pH=8,0 M =R-L 10=140,57 pE m2s1
t x 102 N10° CHL 103 Ca 103 P 102 L
h g dm?3 Cel dm3 gdm3 g dm3 g dm?-3 %
0,0 0,0413 0,0600
2,0 0,0766 0,0792
4,0 0,112 0,0784
14,5 0,182 0,0776
19,5 0,253 0,0960
26,0 0,182 0,171
40,5 0,709 0,489
49,0 1,13 0,465
65,5 1,58 0,625 0,333 0,0772 0,732
73,0 3,16 0,909
89,5 3,79 1,58 1,04 0,266 1,28
113,5 4,79 3,00 1,49
161,0 5,46 3,51 1,31 0,255 1,02
184,5 5,90 4,03 0,733 0,143 0,954
207,0 5,95 4,08 0,609 0,106 0,954
231,0 5,90 4,17 0,487 0,104 0,656 28,7

Ir=125,91 pE m2s1
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Figura C.10 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 10 RL.

Tabla C.29. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 10 RL

% N
6,69

% C
48,2

% H
6,04

%S % 0
0,702 38,4

Tabla C.30. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 10 RL

Acido graso

14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3
18:2n6
20:0

%
0,185
0,0656
19,56
0,326
3,04
3,33
15,8
20,2
0,520
1,31
0,276

Acido graso

18:3n3
20:1n9
18:4n3
20:2n6
22:0
22:1n9
20:5n3
22:5n3
22:6n3
N.L

%
32,6
0,593
0,458
0,296
0,134
0,271

0,0302

0,434

0,0243

8,75
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Tabla C.31. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 11 RL Q=0,5v/v/min
T=25°C pH=8,0 M =R-L 10=124,24 pE m2s1
t x10 N10°* CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,806 2,86
2,0 0,806 2,95
4,0 0,853 3,01
6,0 0,916 3,06
8,0 0,877 3,16
19,0 0,971 3,29 1,34 0,333 4,13
24,0 1,42 3,24
31,0 1,48 3,48
44,0 1,82 12,1 2,65 0,663 6,89
54,0 2,66 19,9
68,0 3,51 21,0 3,50 0,920 12,7
78,0 3,83 21,5
95,0 4,35 22,6 2,60 0,849 15,0
117,0 4,70 23,0 2,03 0,630 14,6
164,0 5,61 23,0 1,97 0,617 13,4
188,0 5,69 22,5 1,74 0,592 11,4
212,0 5,93 21,6 1,17 0,585 10,2
236,0 6,46 20,7 1,13 0,574 9,94
260,0 6,55 19,8 0,921 0,578 9,12 47,3

Ir=122,96 pE m2s-1
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Figura C.11 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 11 RL.

Tabla C.32. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 11 RL

%N % C %H %S %0
6,93 48,9 6,65 0,0833 37,5

Tabla C.33. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 11 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,580 18:2n6 25,8
14:1 0,648 20:0 0,103
16:0 17,4 18:3n3 18,1
16:1 1,03 18:4n3 0,0522
16:2 7,02 20:2n6 0,217
16:3 0,548 22:0 0,0974
18:0 4,17 20:5n3 0,336
18:1 21,0 22:5n3 0,0781
18:2n3 0,0591 N.L 2,78
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Tabla C.34. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 12 RL Q=0,5v/v/min
T=25"°C pH=38,0 M=R-L 10=124,24 pE m2s1
t x10 N10°* CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Celdm™3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,756 2,44
2,0 0,815 2,61
4,0 0,869 3,55
6,0 0,878 3,57
8,0 0,846 3,73
19,0 0,955 3,80 1,01 0,321 3,80
24,0 1,10 3,84
31,0 1,44 3,86
44,0 1,90 9,82 2,34 0,604 6,50
54,0 2,30 17,8
68,0 3,14 20,4 10,3
78,0 3,55 19,8
95,0 4,03 19,9 3,62 0,962 12,1
117,0 4,43 19,9 1,93 0,872 11,4
164,0 516 20,4 1,75 0,712 10,1
188,0 5,64 20,1 1,61 0,693 9,33
212,0 591 19,3 1,56 0,620 9,54
236,0 6,34 18,6 1,52 0,636 9,96
260,0 6,44 17,8 1,18 0,578 10,4 49,7

Ir=121,65 pE m2s1
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Figura C.12 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 12 RL.

Tabla C.35. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 12 RL

% N % C % H % S % 0
6,66 48,1 6,31 0,0921 37,9

Tabla C.36. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 12 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,583 18:2n3 0,0655
14:1 0,664 18:2n6 25,9
16:0 17,4 20:0 0,0759
16:1 1,04 18:3n3 18,1
16:2 6,97 22:0 0,162
16:3 0,545 20:5n3 0,110
18:0 4,14 N.L 2,91
18:1 21,1



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla C.37. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 13 RL Q=1v/v/min
T=25"°C pH=38,0 M=R-L 10=124,24 pE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm3 gdm3 gdm-3 %

0,0 0,175 0,540
2,0 0,175 0,596
5,0 0,175 0,632
7,0 0,175 0,668

21,0 0,175 1,07

26,0 0,299 1,16 0,874 0,137 1,36
31,0 0,353 1,21

44,0 0873 3,37 1,49 0,302 3,82
55,0 1,09 6,54

68,0 2,02 11,2 3,32 0,820 8,35
79,0 2,93 17,5

94,0 4,17 22,9 4,46 1,07 14,1
140,0 4,80 35,5 7,76 1,89 14,4
151,0 586 39,4

177,0 7,18 50,0 7,48 1,96 15,7
190,0 8,98 56,5 7,78 2,26 16,2
214,0 9,32 61,9 7,73 2,30 17,8
2380 10,3 66,2 8,95 2,68 18,1
261,0 11,4 71,4 12,7 3,32 18,5
286,0 14,6 74,8 17,7 4,29 23,7
310,0 14,8 77,9 18,3 4,21 23,4
3340 154 77,3 18,5 4,42 23,8
358,0 15,5 74,5 15,8 3,80 23,2
382,0 157 73,2 11,8 2,90 23,0
430,0 17,0 69,6 9,11 2,51 22,6
454,0 173 67,5 7,03 1,89 22,4
459,0 17,6 66,1

4780 174 67,6 6,48 1,74 22,0 48,0

Ir=128,49 pE m2s-1
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Figura C.13 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (’), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 13 RL.

Tabla C.38. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 13 RL

% N % C % H % S % 0
7,14 49,3 6,87 0,520 36,2

Tabla C.39. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 13 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,545 18:2n3 0,0732
14:1 0,695 18:2n6 20,6
16:0 17,2 20:0 0,0821
16:1 0,833 18:3n3 10,5
16:2 7,52 20:2n6 0,124
16:3 0,538 22:0 0,0732
18:0 3,26 N.L 2,16
18:1 35,8
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Tabla C.40. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 14 RL

T=25"°C

t
h

0,0
2,0
4,0
16,0
22,5
27,5
40,5
51,0
65,0
75,0
89,0
137,0
147,0
161,0
185,0
209,0
233,0
258,0
305,0
329,0
353,0
377,0
400,0
426,0
473,0
497,0

x10
gdm-3
0,425
0,425
0,425
0,459
0,573
0,645
0,882
0,830
1,68
2,78
3,90
5,95
6,57
6,37
7,15
8,22
9,31
10,6
12,4
13,9
14,4
15,3
15,9
16,2
18,2
18,0

pH=8,0
N 10-° CHL 103
Cel dm3 gdm3
2,12
2,09
2,15
2,26
2,36
2,77
2,81 2,72
2,98
6,88 4,20
9,39
12,4
24,2 6,12
27,0
34,6 7,33
39,4 8,54
43,1 8,74
46,0 891
50,5
59,7 6,28
61,7 5,76
64,3 4,76
65,8 3,41
66,7 2,96
67,1
71,1 2,96
62,7 2,70

M =R-L

Ca103
gdm?3

0,501

0,614

0,998

2,04
2,15
2,26
2,22

2,04

1,74

1,52

1,05
0,914

0,794
0,664

P 102
gdm?3

4,00

7,54

18,0
22,9

24,4
27,1
30,4
31,2
33,4
34,2
35,5
36,3
37,6
37,0
34,6
33,5
32,5

Q=1v/v/min

Io=124,24 pE m2s1

L
%

49,5
Ir=125,09 uE m2s1
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Figura C.14 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 14 RL.

Tabla C.41. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 14 RL

%N % C %H %S %0
7,17 49,1 6,90 0,459 36,4

Tabla C.42. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 14 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,565 18:2n3 0,0671
14:1 0,709 18:2n6 20,0
16:0 17,7 20:0 0,0701
16:1 0,852 18:3n3 10,4
16:2 7,75 20:2n6 0,128
16:3 0,568 22:0 0,0671
18:0 3,60 N.L 2.92
18:1 34,6



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla C.43. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 15 RL
T=25"°C
t x 10
h gdm?3
0,0 0,00766
2,0 0,0112
4,0 0,0120
14,5 0,0146
19,5 10,0215
26,0 0,0249
40,5 0,0418
49,0 0,103
65,5 0,220
73,0 0,409
89,5 0,699
113,5 1,43
161,0 3,88
184,5 5,02
207,0 6,11
231,0 7,32
256,0 8,58
281,0 9,61
327,0 11,5
352,5 13,0
375,0 14,0
399,0 13,7

N 10-°
Cel dm3

0,0600
0,0792
0,0794
0,0816
0,115
0,152
0,282
0,353
0,972
1,68
3,22
5,47
26,2
34,6
38,4
42,4
45,5
49,0
52,9
57,1
57,6
56,4

pH=8,0

CHL 103
gdm3

0,364

2,15

2,22
3,15
3,98
4,61
5,57

8,84
8,57
6,66
6,41

M=R-L

Ca103
gdm3

0,0965

0,476

0,765
0,932
1,20
1,49
1,60

2,19
1,89
1,60
1,56

P 102
gdm?3

0,967

2,86
5,82
14,8
19,0
21,7
24,7
25,3
26,6
28,7
28,3
29,6
25,4

Q=1,5v/v/min

10=140,57 pPE m2s1

L
%

45,2
Ir=109,19 pE m2s-1
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Figura C.15 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (’), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 15 RL.

Tabla C.44. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 15 RL

% N % C % H % S % 0
7,39 50,2 6,63 0,707 351

Tabla C.45. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 15 RL

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,0648 18:3n3 37,8
14:1 0,0256 20:1n9 0,588
16:0 19,03 18:4n3 0,196
16:1 0,158 20:2n6 0,645
16:2 1,99 22:0 0,158
16:3 3,65 22:1n9 0,0684
18:0 18,7 20:5n3 0,0237
18:1 18,8 22:5n3 0,0477
18:2n3 0,546 22:6n3 0,246
18:2n6 1,40 N.L 3,73
20:0 0,291
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Tabla C.46. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando el medio de Rodriguez-Lépez

Expt: 16 RL Q=1,5v/v/min
T=25°C pH=8,0 M=R-L 10=141,73 pE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h g dm3 Cel dm3 gdm3 g dm3 gdm3 %

0,0 0,00766 0,0682
2,0 0,0147 0,0821
4,0 0,0182 0,0954
14,5 0,0286 0,0976
19,5 10,0321 0,125
26,0 0,0354 0,171
40,5 0,0490 0,319
49,0 0,145 0,316

65,5 0,331 1,36 0,364 0,0965 1,52
73,0 0,604 2,12

89,5 0,985 5,98 1,88 0,380 4,32
113,5 1,89 13,1 7,60
161,0 4,67 30,1 1,83 0,546 18,1
184,5 5,64 36,7 2,82 0,753 21,5
207,0 6,52 40,2 3,60 1,06 23,8
231,0 7,76 44,0 4,61 1,07 24,2
256,0 8,60 48,2 517 1,16 26,3
281,0 9,97 51,2 29,1
327,0 12,6 52,8 8,04 1,99 33,4
352,5 14,3 55,5 8,18 1,89 35,9
375,0 15,9 56,2 6,96 1,66 33,7
399,0 15,7 55,6 6,70 1,56 29,6 44,9

Ir=108,99 pE m2s1
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Figura C.16 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (0), proteinas

(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 16 RL.

Tabla C.47. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 16 RL

% N
7,36

% C
49,9

% H
6,37

0,717

%0
35,6

Tabla C.48. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 16 RL

Acido graso %
14:0 0,0726
14:1 0,415
16:0 19,1
16:1 0,231
16:2 2,11
16:3 3,75
18:0 18,6
18:1 18,2
18:2n3 0,579
18:2n6 1,45
20:0 0,313

Acido graso

18:3n3
20:1n9
18:4n3
20:2n6
22:0
22:1n9
20:5n3
22:5n3
22:6n3
N.L

%
35,8
0,636
0,636
0,839
0,182
0,758
0,162
0,0585
0,241
3,85
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D. CULTIVOS DE Chlorella pyrenoidosa EN AGUAS RESIDUALES

Tabla D.1. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 1 ALF MEDIO =5 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=124,24 pPE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h g dm?3 Cel dm3 gdm3 g dm3 g dm?-3 %
0,0 0,935 0,100
2,0 0,935 0,119
6,0 0,935 0,255
8,5 0,935 0,272
22,0 0,935 0,307
26,0 0,935 0,342
32,5 1,12 0,376
46,0 1,47 0,464 0,122 0,0196 0,624
56,5 1,84 0,585
70,0 2,40 1,45 0,272 0,0387 1,29
80,0 3,77 2,15
93,0 4,43 4,21 0,599 0,134 2,61
104,0 6,96 6,21
118,5 9,44 8,08 4,64
166,0 16,9 20,3 2,48 0,533 8,01
190,0 22,6 23,2 3,24 0,707 8,97
214,0 263 25,2 3,94 0,912 8,76
2380 299 26,7 4,27 0,986 8,55
262,0 326 27,9 4,59 1,09 7,29
288,5 34,1 28,1 4,72 1,16 6,87
335,5 34,3 27,5 5,01 1,29 6,24 20,4

Ir=123,58 uE m2s1
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Figura D.1 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ALF.

Tabla D.2. Composiciéon elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ALF

% N % C % H % S % 0
7,21 45,1 7,04 0,586 40,0

Tabla D.3. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ALF

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,696 18:1 8,57
14:1 0,764 18:2n3 0,120
16:0 21,7 18:2n6 13,9
16:1 2,88 20:0 0,104
16:2 3,73 18:3n3 23,8
16:3 0,340 20:2n6 1,16
18:0 7,55 20:5n3 0,289

N.L 14,4
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Tabla D.4. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 2 ALF MEDIO =5 % ALF + UP
Q=1v/v/min H=38,0 T=25"°C I0=124,24 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,448 0,140
2,0 0,597 0,218
6,0 0,655 0,235
8,5 0,684 0,251
22,0 1,03 0,286
26,0 1,15 0,302
32,5 1,40 0,317
46,0 1,62 0,350 0,120 0,0194 1,04
56,5 1,78 0,363
70,0 2,45 1,56 0,149 0,0381 1,63
80,0 3,64 2,02
93,0 4,61 6,86 0,555 0,150 2,92
104,0 7,06 7,84
118,5 9,43 12,1 4,26
166,0 17,5 21,7 2,48 0,545 6,76
190,0 22,1 23,7 3,07 0,688 7,08
214,0 28,5 25,5 4,39 0,975 6,98
238,0 30,4 27,2 4,62 1,07 6,45
262,0 31,7 27,8 4,73 1,10 6,14
288,5 32,3 28,0 4,87 1,15 5,93
335,5 32,8 27,7 4,75 1,27 5,30 21,3

Ir=123,27 pE m2s1
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Figura D.2 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas

(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ALF

Tabla D.5. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ALF

% N
7,23

Tabla D.6. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ALF

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0

% C
45,2

%
0,718
0,800

22,0
2,91
3,75
0,362
7,89

% H
7,18

%S
0,675

Acido graso
18:1
18:2n3
18:2n6
20:0
18:3n3
20:2n6
N.L.

%0
39,7

%
9,12
0,127
14,7
0,128
24,4
0,136
13,0
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Tabla D.7. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 3 ALF MEDIO =10 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 1=139,63 pE m2s1
t x 102 N10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 1,19 0,120
2,0 1,19 0,218
5,0 1,19 0,294
7,5 1,19 0,330
21,0 1,19 0,576
25,0 1,59 0,608
31,0 2,00 0,639
45,0 3,12 1,41 0,426 0,0974 1,52
55,5 3,91 1,90
68,5 511 4,82 0,631 0,134 1,67
79,0 6,44 5,73
92,5 7,65 6,50 2,65
175,5 22,6 22,0
189,0 26,1 23,3 4,70 0,987 9,08
213,0 29,7 34,2 4,98 1,07 10,9
236,5 36,2 39,5 5,94 1,42 8,55
260,5 40,4 40,8 9,08
308,5 46,2 42,4 7,37 1,66 9,28
332,5 46,2 42,0 7,49 1,80 8,76 41,9

Ir=120,59 pE m2s1
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Figura D.3 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo el Exp. 3 ALF.

Tabla D.8. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 3 ALF.

% N % C % H % S % 0
7,00 46,1 6,96 0,677 39,2

Tabla D.9. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 3 ALF.

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,522 18:2n6 17,3
14:1 0,762 20:0 0,108
16:0 20,9 18:3n3 23,2
16:1 3,35 18:4n3 0,176
16:2 5,29 22:0 0,207
16:3 0,368 20:2n6 0,126
18:0 7,66 22:5n3 0,185
18:1 8,64 N.L 11,1
18:2n3 0,108
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Tabla D.10. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 4 ALF MEDIO =10 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=139,63 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 g dm3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,894 0,200
2,0 0,894 0,198
5,0 0,894 0,235
7,5 0,894 0,252
21,0 0,894 0,365
25,0 1,09 0,418
31,0 1,26 0,470
45,0 1,84 1,00 0,153 0,0390 0,718
55,5 2,69 1,31
68,5 3,73 2,63 0,482 0,0961 1,94
79,0 4,68 3,81
92,5 531 4,67 2,74
175,5 19,5 22,5
189,0 21,9 27,2 3,66 0,778 11,9
213,0 26,5 35,5 4,30 0,972 14,6
236,5 31,3 40,3 4,59 1,16 10,8
260,5 33,4 41,5 9,95
308,5 354 41,9 5,01 1,28 9,11
332,5 357 41,4 5,01 1,25 6,17 42,7

Ir=123,01 pE m2s-1
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Figura D.4. Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 4 ALF.

Tabla D.11. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 4 ALF

% N
7,13

Tabla D.12. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 4 ALF

% C
46,2

Acido graso %
14:0 0,512
14:1 0,794
16:0 20,4
16:1 3,24
16:2 5,09
16:3 0,382
18:0 7,61
18:1 8,57

%H %S
6,91 0,629

Acido graso
18:2n3
18:2n6
18:3n3
18:4n3
22:0
20:2n6
20:5n3
N.L

%0
39,2

%
0,107
17,2
22,9
0,101
0,152
0,236
1,65
11,1
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Tabla D.13. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 5 ALF MEDIO =20 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I10=141,73 pE m2s1
t x 102 N10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %
0,0 1,97 0,620
2,5 2,15 0,653
4,5 2,27 0,686
18,5 2,40 0,756
22,0 2,55 0,768
28,5 2,81 1,04
42,5 3,20 1,41 1,73
90,5 4,11 3,06 0,451 0,0385 1,91
114,5 5,51 3,66 0,621 0,0570 2,33
138,5 6,77 4,21 0,817 0,0751 2,75
162,5 9,13 4,77 1,33 0,111 3,38
186,0 14,0 17,2 2,18 0,403 3,59
210,5 18,4 21,9 4,01
260,0 30,8 36,5 3,58 1,13 5,27
282,0 36,1 37,4 4,74 1,39 6,11
306,0 39,9 39,0 6,34 1,64 4,96
329,5 43,6 39,0 7,41 1,69 5,06
353,5 43,4 38,3 6,75 1,53 5,06 41,7

Ir=119,90 pE m2s-1
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Figura D.5 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 5 ALF.

Tabla D.14. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 5 ALF

% N % C % H % S % 0
7,32 48,1 7,39 0,497 36,7

Tabla D.15. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 5 ALF

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,493 18:2n6 17,2
14:1 0,793 20:0 0,113
16:0 20,8 18:3n3 22,5
16:1 3,20 18:4n3 0,0948
16:2 4,41 20:2n6 0,122
16:3 0,361 22:0 0,373
18:0 7,37 20:5n3 0,333
18:1 8,16 22:5n3 0,361
18:2n3 0,0826 N.L 16,4
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Tabla D.16. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 6 ALF MEDIO =20 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=140,57 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Celdm™3 gdm?3 g dm3 gdm3 %

0,0 1,59 0,400

2,0 1,59 0,436

5,0 1,59 0,451

7,5 1,59 0,485

21,0 1,59 0,576

25,0 1,79 0,604

31,0 1,93 0,653

45,0 3,10 2,42 0,606 0,0969 1,33

55,5 6,26 4,11

68,5 7,85 5,90 1,10 0,266 3,33

79,0 891 7,90

92,5 9,62 9,27 4,04
175,5 20,7 16,4
189,0 23,8 18,7 5,32 0,993 8,60
213,0 28,5 26,2 7,02 1,30 9,42
236,5 31,4 28,0 7,88 1,50 10,1
260,5 39,6 29,7 11,2
308,5 40,6 32,2 9,22 1,80 11,9
332,5 40,7 31.0 8,67 1,81 7,20 45,4

Ir=116,34 pE m2s-1
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Figura D.6 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 6 ALF.

Tabla D.17. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 6 ALF

% N
7,40

% C
48,2

Tabla D.18. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 6 ALF

Acido graso %
14:0 0,485
14:1 0,765
16:0 20,3
16:1 3,13
16:2 4,33
16:3 0,335
18:0 7,24
18:1 9,19

18:2n3 0,0791

% H %S % 0
7,30 0,513 36,6
Acido graso %

18:2n6 17,0
20:0 0,118
18:3n3 21,4
18:4n3 0,0839
20:2n6 0,290
22:0 0,258
20:5n3 0,235
22:5n3 1,85
N.L 13,2
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Tabla D.19. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 7 ALF MEDIO =30 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I0=141,73 pE m2s1
t x 102 N10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,657 0,140
2,0 0,747 0,198
6,0 0,776 0,255
8,5 0,805 0,291
22,0 0,950 0,346
26,0 1,36 0,374
32,5 1,66 0,407
46,0 2,21 0,586 0,154 0,0197 0,984
56,5 2,85 0,720
70,0 3,59 3,54 0,580 0,0977 1,52
80,0 7,10 4,48
93,0 9,12 7,35 1,28 0,252 3,80
104,0 12,7 10,0
118,5 14,5 14,9 5,64
166,0 24,8 25,7 4,87 1,02 8,03
190,0 32,1 27,8 5,85 1,16 8,66
214,0 38,4 30,1 6,45 1,39 8,66
238,0 45,2 32,2 7,42 1,59 8,55
262,0 48,7 331 8,02 1,70 8,34
288,5 51,7 33,8 8,46 1,86 7,29
335,5 61,5 34,6 9,43 2,21 7,61
360,0 61,8 34,4 9,64 2,22 6,77 46,0

Ir=115,64 pE mZs-1
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Figura D.7 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 7 ALF.

Tabla D.20. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 7 ALF

% N % C % H % S % 0
7,16 46,9 7,11 0,645 38,2

Tabla D.21. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 7 ALF

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,708 20:0 0,113
14:1 0,807 18:3n3 24,7
16:0 19,8 18:4n3 0,100
16:1 3,65 20:1n9 0,195
16:2 3,30 20:2n6 0,132
16:3 0,359 22:0 0,586
18:0 7,49 22:1n9 0,140
18:1 9,25 20:5n3 0,534
18:2n3 0,150 22:5n3 0,328
18:2n6 13,3 N.L 14,4
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Tabla D.22. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 8 ALF MEDIO =30 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I10=141,73 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm?3 %

0,0 1,11 0,280
3,0 1,11 0,416
6,5 1,22 0,490

20,0 1,54 0,485

24,0 1,80 0,518

30,5 2,42 0,589

44,0 3,51 3,42

48,0 4,56 4,10

54,5 5,88 4,94

67,0 7,11 7,78 1,33 0,290 3,17

78,5 9,48 8,90

91,5 13,1 10,9 1,55 0,343 5,09

111,0 14,9 14,1

128,0 16,8 19,0 4,80

173,5 28,5 24,9 4,85 0,873

198,0 34,3 26,5 7,07 1,40 9,39

221,0 39,0 29,4 8,13 1,66 10,3

247,0 43,5 31,8 8,80 1,80

270,0 479 34,9 8,39 1,77 5,48

293,5 52,3 35,8 5,59

341,5 52,3 33,0 7,94 1,78 5,59 46,5

Ir=114,14 pE m2s+1
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Figura D.8 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 8 ALF.

Tabla D.23. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 8 ALF

% N % C % H % S % 0
7,17 47,4 7,35 0,636 37,4

Tabla D.24. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 8 ALF

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,648 20:0 0,0832
14:1 0,842 18:3n3 24,4
16:0 19,8 18:4n3 0,0960
16:1 3,64 20:1n9 0,265
16:2 3,22 20:2n6 0,130
16:3 0,347 22:0 0,558
18:0 7,31 20:5n3 0,406
18:1 8,87 22:5n3 0,260
18:2n3 0,152 N.L 16,2
18:2n6 12,8
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Tabla D.25. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 9 ALF MEDIO =50 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I0=124,63 pE m2s-1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %

0,0 1,19 0,460

2,0 1,19 0,238

6,0 1,19 0,196

8,5 1,19 0,221

22,0 1,19 0,250

26,0 1,19 0,337

32,5 1,90 0,462

46,0 2,71 0,676 0,305 0,0585 1,11

56,5 3,91 1,30

70,0 4,69 2,79 1,05 0,192 1,91

80,0 7,83 3,46

93,0 10,6 8,53 2,38 0,436 4,26
104,0 16,6 12,8
118,5 18,4 18,8 7,32
166,0 27,4 31,6 5,52 1,01 9,96
190,0 31,2 32,3 7,15 1,33 11,0
214,0 35,6 34,2 8,09 1,50 12,1
238,0 41,8 354 8,53 1,71 14,1
262,0 46,0 35,8 9,34 1,83 11,4
288,5 51,5 35,7 9,84 1,99 11,2
335,5 61,4 35,3 10,9 2,25 10,6
360,0 61,6 35,3 11,3 2,41 9,75 47,1

Ir=110,91 pE m2s1
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Figura D.9 Variacién de las concentraciones de biomasa (®), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas

(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 9 ALF.

Tabla D.26. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 9 ALF

% N
7,20

%H %S
6,95 0,639

Tabla D.27. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 9 ALF

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3

%
0,594
1,22
20,7
4,50
5,65
0,413
6,82
8,34
0,0740

Acido graso

18:2n6
20:0

18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:0

22:1n9
20:5n3
N.L

%0
38,8

%
15,3
0,127
18,5
0,0922
0,147
1,50
0,310
0,443
15,3
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Tabla D.28. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 10 ALF MEDIO = 50 % ALF + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"C 10=124,63 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Celdm™3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %

0,0 1,37 0,360
3,0 1,37 0,376
6,5 1,37 0,412

20,0 1,37 0,504

24,0 1,37 0,518

30,5 1,37 0,551

44,0 1,93 2,33

48,0 2,59 3,18

54,5 3,51 4,06

67,0 4,17 5,88 0,602 0,154 1,81

78,5 7,77 8,10

91,5 9,62 14,2 1,25 0,227 4,07

111,0 11,5 17,5

128,0 13,8 20,3 5,92

173,5 20,4 27,7 4,04 0,789 5,61

198,0 26,8 32,2 5,29 1,06 6,87

221,0 31,8 35,6 5,90 1,21 7,92

247,0 36,5 46,2 6,15 1,32

270,0 38,5 47,2 6,40 1,36 8,24

293,5 38,9 47,7 4,39

341,5 38,3 47,3 5,81 1,31 4,56 47,1

Ir=114,19 pE m2s1



ANEX0S

60,0

50,0

40,0

30,0

20,0

10,0

0,0

N 10°, Cel dm? x10% gdm3 Pigmentos, mgdm™® P 10", mg dm™
50,0 7,0 r 10,0
A
A A m A - 6,0
40,0 N 3 $% & 8,0
. B 5,0
(J
30,0 - m oLV 40 [ 60
@
v ] n i
20,0 1 m ® 30 L4
\Y%
Ve - 2,0
10,0 1 ®® PR ¢ - 2,0
.Q L 4 - 1,0
L 4
0,0 %” ® ‘- T T 0,0 - 0,0
0 100 200 300 400
th

FiguraD.10 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 10 ALF.

Tabla D.29. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 10 ALF

% N
7,01

% C
46,6

% H
6,89

%S
0,642

%0
38,9

Tabla D.30. Composicidn en &cidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 10 ALF

Acido graso

14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1

18:2n3

%
0,615
1,25
21,3
4,65
5,72
0,333
6,62
8,15
0,101

Acido graso
18:2n6
20:0
18:3n3
20:2n6
22:0
22:1n9
20:5n3
N.L

%
15,6
0,112
18,4
0,210
0,656
0,191
0,451
15,6
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Tabla D.31. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 11 ALF MEDIO =100 % ALF
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=139,60 pHE m'2s°1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %
0,0 1,43 0,340
3,0 1,43 0,356
6,5 1,76 0,627
20,0 1,69 0,698
24,0 1,71 0,729
30,5 2,00 0,779
44,0 2,37 2,69
48,0 3,19 3,05
54,5 5,36 3,73
67,0 6,06 5,94 0,424 0,0582 2,71
78,5 11,4 7,13
91,5 12,6 12,0 2,34 0,459 5,40
111,0 15,8 14,9
128,0 19,0 16,7 7,92
173,5 26,5 19,5 5,67 1,06 7,40
198,0 31,7 22,0 6,37 1,22 7,50
221,0 36,9 24,0 8,01 1,56 8,55
247,0 41,5 27,2 10,0 1,92
270,0 439 28,6 9,63 1,92 10,0
293,5 45,4 29,7 10,1
341,5 37,1 26,4 9,16 1,86 7,08 47,8

Ir=114,72 pE m2s-1
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Figura D.11 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 11 ALF.

Tabla D.32. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 11 ALF

%N % C %H %S %0
7,32 47,8 7,11 0,620 37,1

Tabla D.33. Composicidn en &cidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 11 ALF

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,524 18:2n6 18,1
14:1 1,04 20:0 0,143
16:0 19,2 18:3n3 22,2
16:1 1,69 20:2n6 0,243
16:2 4,42 22:0 0,260
16:3 0,431 20:5n3 0,178
18:0 6,84 22:5n3 0,158
18:1 10,8 N.L 13,7

18:2n3 0,0765
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Tabla D.34. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 12 ALF MEDIO =100 % ALF
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=140,57 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %

0,0 1,37 0,560
2,0 1,69 0,614
6,5 1,96 0,804

20,5 2,21 1,13

24,5 3,41 1,27

30,5 4,98 2,20

43,0 7,12 4,07

54,0 9,32 5,18

67,0 11,8 7,70 2,63 0,421 5,14

78,0 16,2 13,0

91,0 211 23,4 4,36 0,902 8,37

101,5 26,4 26,1

117,0 32,2 30,8

163,0 41,6 33,7 7,50 1,56 13,4

187,0 45,7 35,5 8,83 1,67 9,60

198,0 47,8 34,7

236,0 50,2 34,8 10,3 2,16 9,29

259,0 49,3 34,0 12,7 2,37 6,98 48,2

Ir=113,92 pE m2s-1
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FiguraD.12 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 12 ALF.

Tabla D.35. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 12 ALF

% N
7,36

%S
0,617

%0
37,1

Tabla D.36. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 12 ALF

Acido graso

14:0

14:1

16:0

16:1

16:2

16:3

18:0

18:1
18:2n3

%
0,518
1,04
19,2
1,65
4,28
0,425
6,24
11,0
0,0850

Acido graso
18:2n6
20:0
18:3n3
20:2n6
22:0
20:5n3
22:5n3
N.L

%
18,2
0,111
23,0
0,653
0,260
0,191
0,133
13,0
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Tabla D.37. Produccidn de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 1 ALA MEDIO =5 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25°C I0=124,24 pE m2s-1
t x 102 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm3 g dm3 gdm3 %

0,0 4,00 1,62
2,0 4,19 1,82
5,5 4,81 2,02

18,5 5,70 2,17

23,0 6,67 2,53

30,0 8,99 2,70

43,0 10,7 7,19 0,612 0,157 4,50

53,5 12,4 8,73

67,0 15,6 11,0 1,57 0,232 5,34

77,5 17,4 13,1

91,0 20,3 21,1 2,15 0,533 6,60

115,0 23,9 24,8 6,64

164,0 26,6 26,3 2,91 0,801 6,77

187,5 27,4 26,0 3,14 0,859 6,51

236,0 28,5 26,6 3,31 1,00 6,08

284,5 29,3 24,7 3,77 1,20 5,54

331,0 29,0 18,0 3,93 1,16 5,01 28,1

Ir=127,08 pE m2s-1
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FiguraD.13 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ALA.

Tabla D.38. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ALA

% N
7,12

% C
41,1

% H
6,96

% S
0,952

Tabla D.39. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ALA

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3

%
0,541
0,679

20,3
521
3,82
1,37
7,81
7,59
0,257

Acido graso

18:2n6
20:0
18:3n3
20:2n6
22:0
22:1n9
20:5n3
22:5n3
N.L

%0
43,9

%
10,8
0,219
28,2
0,378
0,612
0,185
0,529
0,271
11,2
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Tabla D.40. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 2 ALA MEDIO =5 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I0=124,24 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Celdm™3 gdm3 g dm3 gdm3 %

0,0 3,34 1,52

2,0 3,50 1,63

5,5 4,28 1,71

18,5 5,32 2,23

23,0 6,18 2,39

30,0 8,09 2,50

43,0 9,54 7,16 0,722 0,116 3,87

53,5 11,4 8,71

67,0 14,4 11,0 1,72 0,418 4,29

77,5 15,9 13,0

91,0 17,4 15,7 1,87 0,484 4,92
115,0 20,2 22,1 491
164,0 22,3 24,3 2,45 0,661 5,64
187,5 24,0 24,9 2,87 0,848 4,69
236,0 26,2 25,3 3,03 0,870 4,85
284,5 26,3 21,0 3,53 1,04 4,49
331,0 25,6 16,5 3,77 0,977 3,96 20,3

Ir=125,37 pE m?2s1
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FiguraD.14 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ALA.

Tabla D.41. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ALA

% N % C %H %S % 0
7,14 43,8 6,65 1,00 41,5

Tabla D.42. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ALA

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,534 18:2n6 11,0
14:1 0,687 20:0 0,201
16:0 21,0 18:3n3 28,5
16:1 5,16 20:2n6 0,155
16:2 3,90 22:0 0,730
16:3 1,39 22:1n9 0,178
18:0 7,87 20:5n3 0,569
18:1 7,63 22:5n3 0,341

18:2n3 0,250 N.L 9,91
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Tabla D.43. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 3 ALA MEDIO =10 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=140,57 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %

0,0 1,76 0,520
2,0 1,76 0,772
6,5 1,76 0,804

20,5 2,49 1,07

24,5 3,11 1,19

30,5 3,69 1,86

43,0 4,28 3,34 0,615 0,157 1,94

54,0 5,20 4,36

67,0 6,10 5,47 0,912 0,194 2,35

78,0 8,09 6,61

91,0 10,4 11,6 1,14 0,269 2,44

101,5 13,5 13,6

117,0 15,0 15,9

163,0 18,1 17,9 1,80 0,445 3,86

187,0 18,4 18,7 2,18 0,476 3,05

198,0 18,9 16,7

236,0 19,4 14,0 2,40 0,571 3,06

259,0 18,6 13,5 2,31 0,563 2,57 41,4

Ir=121,51 pE m2s1
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FiguraD.13 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 3 ALA.

Tabla D.44. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 3 ALA

% N % C % H % S % 0
6,92 41,0 6,78 0,863 44,4

Tabla D.45. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 3 ALA

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,652 18:2n3 0,0957
14:1 0,950 18:2n6 14,3
16:0 23,8 20:0 0,111
16:1 5,00 18:3n3 19,1
16:2 4,01 22:0 0,254
16:3 0,384 20:5n3 0,305
18:0 5,79 22:5n3 0,355
18:1 10,6 N.L 14,3
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Tabla D.46. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 4 ALA MEDIO =10 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=139,63 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Celdm™3 gdm?3 g dm3 gdm?3 %

0,0 2,74 0,880
2,5 2,74 0,990
6,0 2,74 1,10

18,5 2,74 1,40

23,5 3,55 1,71

29,5 4,64 1,78

42,0 6,76 291

53,0 7,89 3,95

68,5 9,77 4,36 1,20 0,268 3,99

115,5 18,0 14,3 1,45 0,333 7,01

125,5 20,9 16,2

139,0 22,2 25,2 2,62 0,618 9,08

149,0 23,8 28,0

162,5 24,7 27,1 3,56 0,783 9,71

186,5 25,4 21,9 3,44 0,838 8,69

210,0 25,1 21,1 3,00 0,752 8,18

235,5 24,8 15,3 2,56 0,700 6,01

282,5 23,5 14,5 2,56 0,640 4,49 43,9

Ir=119,20 pE m2s-1
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FiguraD.16 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 4 ALA.

Tabla D.47. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 4 ALA

%N % C %H %S %0
6,94 40,8 6,68 0,849 44,7

Tabla D.48. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 4 ALA

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,605 18:2n6 13,5
14:1 0,908 18:3n3 18,2
16:0 22,8 18:4n3 0,721
16:1 4,78 20:2n6 1,40
16:2 3,83 22:1n9 0,145
16:3 0,363 20:5n3 0,337
18:0 5,58 22:5n3 0,357
18:1 10,5 N.L 15,9

18:2n3 0,0870
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Tabla D.49. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 5 ALA MEDIO =20 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=141,73 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm3 g dm3 gdm?3 %

0,0 2,24 0,420
3,0 2,37 0,436
6,5 2,47 0,706

20,0 3,27 0,776

24,0 3,63 0,883

30,5 4,04 1,10

44,0 4,79 4,60

48,0 591 5,09

54,5 6,63 5,67

67,0 7,42 7,28 1,27 0,232 4,59

78,5 10,4 8,72

91,5 12,2 13,2 1,61 0,343 6,24

111,0 16,2 16,0

128,0 18,2 20,4 7,42

173,5 22,8 25,3 3,80 0,763 7,56

198,0 26,3 27,1 4,36 0,894 7,92

221,0 30,3 30,7 4,96 1,06 7,71

247,0 34,6 34,5 5,63 1,25

270,0 36,0 36,1 5,75 1,26 7,08

293,5 37,0 36,4 7,08

341,5 36,8 32,7 5,04 1,13 6,56 43,6

Ir=117,69 pE m2s-1
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FiguraD.17 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 5 ALA.

Tabla D.50. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 5 ALA.

% N % C % H % S % 0
6,78 44,6 6,48 0,836 41,3

Tabla D.51. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 5 ALA

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,575 20:0 0,230
14:1 0,885 18:3n3 23,7
16:0 20,1 20:1n9 0,0448
16:1 4,83 20:2n6 0,174
16:2 4,06 22:0 0,648
16:3 0,282 22:1n9 0,227
18:0 7,14 20:5n3 0,570
18:1 9,56 22:5n3 0,313
18:2n3 0,148 N.L 12,8

18:2n6 13,7
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Tabla D.52. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 6 ALA MEDIO =20 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=140,57 pE m2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Celdm™3 gdm?3 gdm?3 gdm?3 %
0,0 1,58 0,740
2,0 1,58 0,812
6,5 1,58 0,960
20,5 3,13 1,36
24,5 4,63 1,57
30,5 5,55 1,88
43,0 7,68 4,02 0,853 0,234 3,53
54,0 8,71 5,88
67,0 10,6 7,19 1,20 0,269 5,06
78,0 12,2 8,06
91,0 14,0 9,84 1,36 0,340 543
101,5 14,5 11,0
117,0 15,3 15,0
163,0 18,7 20,1 1,80 0,432 7,11
187,0 19,8 22,8 2,10 0,530 5,22
198,0 20,5 24,1
236,0 20,5 24,5 2,23 0,577 4,64
259,0 20,1 23,1 2,24 0,599 3,38
331,0 17,1 15,6 2,01 0,595 2,86 46,2

Ir=125,74 uE m2s1
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Figura D.18 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),

proteinas (M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 6 ALA.

Tabla D.53. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 6 ALA

% N
7,00

% C
42,1

% H
6,78

%S
0,838

%0
43,3

Tabla D.54. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 6 ALA

Acido graso

14:0

14:1

16:0

16:1

16:2

16:3

18:0

18:1
18:2n3

%
0,575
0,876

19,9
4,81
3,92
0,290
7,19
9,67
0,143

Acido graso

18:2n6
20:0
18:3n3
20:1n9
20:2n6
22:0
22:1n9
20:5n3
22:5n3
N.L.

%
13,7
0,220
23,3
0,196
0,131
0,585
0,206
0,499
0,292
13,5
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Tabla D.55. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 7 ALA MEDIO =30 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"C I10=141,73 pPEm2s1
t x 102 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %

0,0 1,56 0,420
2,0 1,56 0,713
6,5 1,56 0,843

20,5 2,87 1,22

24,5 3,19 1,55

30,5 3,34 1,77

43,0 3,74 4,21 0,610 0,156 2,02

54,0 5,61 5,92

67,0 6,90 6,75 0,725 0,192 3,07

78,0 10,1 7,77

91,0 11,5 10,4 0,949 0,265 4,65

101,5 13,0 13,6

117,0 15,0 15,9

163,0 17,8 18,7 2,14 0,504 7,01

187,0 19,0 20,3 2,33 0,531 6,41

198,0 20,0 21,1

236,0 20,5 18,1 2,51 0,681 6,45

259,0 20,4 15,6 2,66 0,734 4,88

331,0 18,4 14,5 291 0,785 4,77 49,2

Ir=123,57 uE m2s-1
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FiguraD.19 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 7 ALA.

Tabla D.56. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 7 ALA

% N % C % H % S % 0
7,13 42,6 6,81 0,881 42,6

Tabla D.57. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 7 ALA

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,540 18:2n3 0,155
14:1 0,765 18:2n6 17,0
16:0 19,4 20:0 0,0768
16:1 3,13 18:3n3 25,7
16:2 5,03 22:0 0,226
16:3 0,630 20:5n3 0,245
18:0 7,05 N.L 11,8
18:1 8,25
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Tabla D.58. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 8 ALA MEDIO =30 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"C 10=141,73 pE m2s1
t x 102 N10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %

0,0 3,00 0,980

2,5 3,00 1,11

6,0 3,00 1,04

18,5 3,48 1,78

23,5 4,83 2,23

29,5 7,26 2,35

42,0 8,34 5,22

53,0 10,0 6,34

68,5 11,0 6,83 1,18 0,339 4,64
115,5 16,7 11,9 2,09 0,506 5,60
125,5 18,9 13,7
139,0 19,8 16,1 2,83 0,599 6,01
149,0 20,4 17,8
162,5 21,5 18,9 3,27 0,755 5,54
186,5 23,7 20,9 3,66 0,935 5,48
210,0 25,2 23,2 4,33 1,14 517
235,5 27,5 22,2 4,73 1,16 5,06
282,5 29,4 19,9 4,78 1,16 5,01
306,5 30,3 18,2 4,52 1,12 4,96
331,0 29,6 14,9 4,18 1,02 4,80 48,7

Ir=123,12 pE m2s-1
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FiguraD.20 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 8 ALA.

Tabla D.59. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 8 ALA

% N
7,07

Tabla D.60. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 8 ALA

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1

% C
41,8

%
0,526
0,685

18,5
3,08
5,00
0,489
7,33
7,47

% H
6,87

Acido graso

18:2n3
18:2n6
20:0
18:3n3
20:2n6
22:0
20:5n3
N.L

%S
0,868

%0
43,4

%
0,102
15,7
0,107
23,1
0,240
0,257
0,887
16,5
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Tabla D.61. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 9 ALA MEDIO =50 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25°C 10=139,63 pE m2s1
t x 102 N10° CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm™3 gdm?3 gdm3 gdm3 %
0,0 2,84 0,660
2,5 3,30 0,970
6,0 3,39 1,08
18,5 4,38 1,34
23,5 5,50 1,57
29,5 7,72 1,80
42,0 8,69 3,55
53,0 9,20 4,81
68,5 10,1 7,83 1,13 0,306 5,64
115,5 16,5 13,0 1,39 0,333 6,42
125,5 16,9 15,7
139,0 17,9 17,6 2,44 0,544 6,32
149,0 18,7 19,0
162,5 19,3 15,7 2,94 0,710 5,48
186,5 189 7,92 2,67 0,731 5,01
210,0 18,0 7,61 2,45 0,613 4,91 48,4

Ir=127,92 pE m2s-1
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FiguraD.21 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 9 ALA.

Tabla D.62. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 9 ALA

% N % C
7,26 44,1

% H
6,65

% S
0,767

%0

4

Tabla D.63. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 9 ALA

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0

%
0,709
1,21
19,3
552
6,52
2,47
6,30

Acido graso

18:1

18:2n6
20:0
18:3n3
22:0
N.L

%
12,3
17,0

0,489
18,2
0,740
9,24

1,2
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Tabla D.64. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 10 ALA MEDIO =50 % ALA + UP
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25°C 10=139,63 pE m2s-1
t x 102 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm3 g dm3 gdm3 %

0,0 3,10 0,600

2,5 3,43 0,832

6,0 3,69 1,00

18,5 3,92 1,24

23,5 4,88 1,50

29,5 6,16 1,67

42,0 7,27 3,10

53,0 8,53 4,55

68,5 9,89 6,76 1,15 0,306 5,64
115,5 13,7 11,2 1,38 0,393 6,42
125,5 15,4 14,1
139,0 17,3 17,6 2,34 0,544 6,32
149,0 19,6 18,6
162,5 19,9 16,3 3,14 0,710 5,48
186,5 20,1 13,0 2,77 0,731 5,01
210,0 20,0 12,3 2,45 0,613 491 48,9

Ir=127,37 pPE m2s-1
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FiguraD.22 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 10 ALA.

Tabla D.65. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 10 ALA

% N % C % H % S % 0
7,34 44,0 6,57 0,779 41,3

Tabla D.66. Composiciéon en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 10 ALA

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,817 18:0 6,66
14:1 1,41 18:1 12,5
16:0 20,9 18:2n6 18,4
16:1 6,04 18:3n3 18,7
16:2 5,80 N.L 6,41
16:3 2,37
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Tabla D.67. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 11 ALA MEDIO =100 % ALA
Q=1v/v/min pH =8,00 T=25°C 10=140,57 pPE m2s1
t x 102 N10° CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm™3 gdm3 gdm?3 gdm3 %

0,0 2,87 0,980

2,5 3,63 1,07

6,0 3,88 1,10

18,5 4,76 1,94

23,5 5,72 2,13

29,5 6,01 2,35

42,0 6,59 3,28

53,0 7,20 3,95

68,5 8,70 6,30 0,706 0,114 4,95
115,5 13,2 10,3 0,795 0,146 5,92
125,5 13,7 11,9
139,0 14,1 13,5 1,23 0,355 6,06
149,0 14,2 16,5
162,5 14,3 13,7 2,17 0,589 5,65
186,5 14,5 12,2 1,75 0,473 2,42
210,0 14,1 8,07 1,65 0,362 2,34 49,8

Ir=118,52 uE m2s1
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Figura D.23 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 11 ALA.

Tabla D.68. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 11 ALA

% N
7,00

Tabla D.69. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 11 ALA

Acido graso

14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0

%
0,729
1,17
19,3
6,01
5,70
0,357
6,60

% H

6,32 0,723

Acido graso
18:1
18:2n3
18:2n6
20:0
18:3n3
20:1n9
22:0
N.L

%0
45,8

%
9,53
0,274
16,2
0,642
19,9
0,120
0,635
12,8
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Tabla D.70. Produccidn de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites

Expt: 12 ALA MEDIO =100 % ALA
Q=1v/v/min pH = 8,00 T=25°C 10=139,63 pE m2s1
t x 102 N10° CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm™3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %
0,0 4,43 1,52
2,0 4,46 1,58
5,5 5,20 2,39
18,5 5,62 2,42
23,0 6,71 2,61
30,0 7,17 2,73
43,0 8,01 6,64 1,16 0,272 3,87
53,5 10,5 7,81
67,0 12,8 8,43 1,37 0,306 4,50
77,5 14,7 9,91
91,0 16,1 11,7 1,53 0,376 5,55
115,0 17,8 14,3 5,84
164,0 20,3 15,8 2,72 0,604 6,34
187,5 20,0 15,1 2,70 0,661 6,06
236,0 19,8 12,4 2,61 0,667 5,59 50,2

1r=120,43 pE m2s1
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Figura D.24 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 12 ALA.

Tabla D.71. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 12 ALA

% N
7,02

Tabla D.72. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 12 ALA

Acido graso

14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0

% C % H
40,1 6,36

%
0,672
1,23
19,9
6,13
591
0,354
6,54

Acido graso

18:1
18:2n3
18:2n6
20:0
18:3n3
22:0
N.L

%0
45,8

%
9,43
0,263
16,3
0,617
20,4
0,604
11,7
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Tabla D.73. Produccidn de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas y aguas residuales urbanas

Expt: 1 ALFRU MEDIO = 50 % ALF + RU
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=141,73 pE m2s1
t x 10 N 10-10 CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm3 gdm?3 gdm3 %

0,0 0,446 0,188

3,0 0,495 0,202

6,0 0,566 0,227

19,5 0,772 0,275

25,0 1,01 0,307

30,0 1,26 0,353

43,5 1,85 1,03 2,36 0,484 7,85

54,0 2,96 1,31

68,0 3,35 1,68 4,45 0,985 13,7

78,0 3,80 3,05

91,5 4,60 3,96 6,64 1,61 18,6
102,0 5,12 4,23
117,0 5,53 5,09 8,77 2,13 22,1
164,0 6,96 6,49 12,2 2,76 26,6
187,5 7,71 7,79 14,9 3,00 29,2
210,5 8,25 8,06 15,9 3,28 28,1
235,0 8,72 9,27 17,3 3,41 29,2
259,0 8,82 9,77 18,0 3,65 28,3
285,0 9,74 10,8 18,4 3,89 30,0
331,0 10,3 10,2 20,2 3,99 27,5
355,0 10,2 9,41 19,3 4,17 22,4
379,0 9,86 8,95 18,6 3,86 23,7 41,6

Ir=119,29 pE m2s-1
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Figura D.25 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ALFRU.

Tabla D.74. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ALFRU.

% N % C % H % S % 0
7,11 46,3 6,84 0,524 39,2

Tabla D.75 Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ALFRU.

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,613 18:1 23,4
14:1 0,816 18:2n6 16,2
16:0 20,1 18:3n3 12,8
16:1 3,99 20:2n6 0,434
16:2 7,43 20:5n3 0,586
16:3 0,573 N.L 6,80
18:0 6,24
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Tabla D.76. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas y aguas residuales urbanas
Expt: 2 ALFRU

Q=1v/v/min
t x10
h gdm3
0,0 0,466
3,0 0,482
6,0 0,550
19,5 0,813
25,0 1,01
30,0 1,37
43,5 1,93
54,0 3,46
68,0 3,98
78,0 4,47
91,5 5,24
102,0 5,56
117,0 6,09
164,0 7,43
187,5 8,34
210,5 8,77
235,0 9,20
259,0 9,07
285,0 9,62
331,0 9,62
355,0 9,59
379,0 9,18

pH=8,0

N 10-°
Cel dm3

2,02
2,20
2,31
3,20
3,55
4,08
11,9
12,8
25,8
31,5
61,3
65,0
64,9
78,3
81,0
81,7
85,6
94,4
71,3
65,8
59,5
54,4

CHL 103
gdm3

2,88

4,81

6,15

8,00
11,6
12,7
13,6
15,3
15,9
17,8
19,4
16,1
15,1

T=25"°C

Ca103
gdm3

0,607

1,10

1,55

1,95
2,96
3,03
3,16
3,35
3,67
4,04
4,16
3,76
3,56

MEDIO =50 % ALF + RU

10=140,57 pE m2s1

P 102 L
gdm3 %

9,00

16,9

20,7

23,6
27,1
29,2
30,0
29,2
27,5
27,5
27,5
26,6
21,2 40,9
Ir=113,44 pE m2s1
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Figura D.26 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ALFRU.

Tabla D.77. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ALFRU

% N % C % H % S % 0
7,10 45,3 6,63 0,564 40,4

Tabla D.78. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ALFRU.

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,618 18:0 6,03
14:1 0,829 18:1 22,4
16:0 19,4 18:2n3 0,086
16:1 3,97 18:2n6 16,0
16:2 7,00 18:3n3 16,5
16:3 0,791 N.L 6,38
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Tabla D.79. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites y aguas residuales urbanas

Expt: 1 ALARU MEDIO =30 % ALA + RU
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=139,63 pE m2s-1
t X 10_ N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h § (13m Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,441 1,84
3,0 0,493 2,02
5,0 0,528 1,92
18,0 0,616 2,27
23,0 0,694 2,26
28,5 0,858 2,32
42,5 1,15 6,85 2,10 0,384 5,43
53,0 1,87 8,76
66,0 2,26 12,5 2,22 0,449 9,81
76,5 2,40 15,8
91,0 2,54 16,3 10,2
138,0 2,49 16,7 4,03 0,909 9,54
163,0 2,39 15,8 4,21 0,929 8,13
186,0 2,33 14,3 4,36 0,898 6,77
210,0 2,23 12,8 4,36 0,880 5,30 43,4

Ir=122,11 pE m2s-1
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Figura D.27 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ALARU.

Tabla D.80. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ALARU

% N % C % H % S % 0
7,50 46,4 6,84 0,486 38,8

Tabla D.81. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ALARU

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,520 18:2n3 0,0876
14:1 1,02 18:2n6 15,5
16:0 21,0 20:0 0,120
16:1 5,05 18:3n3 20,6
16:2 3,53 22:0 0,390
16:3 0,490 20:5n3 0,260
18:0 7,40 N.L 5,70
18:1 18,3
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Tabla D.82. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceites y aguas residuales urbanas

Expt: 2 ALARU MEDIO =30 % ALA + RU
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=140,57 pE m2s-1
t X 10_ N10° CHL 103 Ca 103 P 102 L
h § (13m Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,492 1,96
3,0 0,508 2,04
5,0 0,530 1,96
18,0 0,623 2,02
23,0 0,728 2,34
28,5 0,896 2,43
42,5 1,34 9,10 2,18 0,445 548
53,0 2,09 11,2
66,0 2,62 14,3 3,59 0,683 9,95
76,5 2,78 16,9
91,0 3,03 19,0 10,9
138,0 3,13 27,9 6,22 1,35 10,0
163,0 3,23 21,0 6,23 1,40 8,91
186,0 3,18 19,5 6,18 1,38 8,49
210,0 3,16 17,7 4,39 1,20 7,86 44,1

Ir=121,75 pE m2s1
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Figura D.28 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas (M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ALARU.

Tabla D.83. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ALARU

% N % C % H % S % 0
7,42 471 6,92 0,319 38,3

Tabla D.84. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ALARU

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,519 18:2n6 15,5
14:1 1,01 20:0 0,130
16:0 21,1 18:3n3 20,6
16:1 5,13 20:2n6 0,374
16:2 4,21 22:0 0,464
16:3 0,459 20:5n3 0,325
18:0 5,79 22:5n3 0,215
18:1 18,2 N.L 5,90

18:2n3 0,0871

Tabla D.85. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
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realizados usando aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites y aguas
residuales urbanas
Expt: 1 ALFARU

Q=1v/v/min
t x 10
h gdm3
0,0 0,357
2,0 0,419
6,0 0,484
8,0 0,503
20,5 0,619
26,0 0,720
31,5 0,866
45,0 1,34
55,0 2,22
68,0 2,67
79,0 3,23
93,0 3,59
118,5 4,12
164,5 5,39
189,5 6,19
213,5 6,81
240,0 7,15
261,0 7,45
286,5 8,13
333,0 8,36
357,0 8,46
382,5 8,32
406,0 8,32

pH=8,0

N 10-°
Cel dm3

1,34
1,62
1,78
1,94
2,02
2,09
2,35
5,94
7,70
9,24
15,2
18,5
34,8
43,5
51,7
59,1
65,1
73,0
76,1
72,8
70,1
60,2
57,7

CHL 103
gdm3

1,88

3,69

5,88
7,79
10,5
11,0
12,5
13,0
14,5
14,5
14,8
15,5
14,3
13,3

MEDIO =15 % ALF + 30 % ALA + RU

T=25"°C
Ca103
gdm?3

0,426

0,684

1,15
1,46
2,30
2,32
2,70
2,91
3,09
3,18
3,24
3,34
3,43
3,20

10=140,57 pE m2s-1

P 102
gdm3

6,14

11,4

12,5
12,9
15,7
18,4
18,8
18,8
19,0
18,8
19,0
19,0
16,7
16,3

L
%

45,5
Ir=112,97 pE m2s-1
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Figura D.29 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas (M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ALFARU.

Tabla D.86. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ALFARU

% N % C % H % S % 0
6,82 45,7 6,75 0,407 40,3

Tabla D.87. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ALFARU

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,619 18:2n3 0,0987
14:1 0,738 18:2n6 21,6
16:0 18,1 20:0 0,0857
16:1 3,87 18:3n3 21,2
16:2 7,20 22:0 0,314
16:3 0,610 20:5n3 0,374
18:0 1,51 22:5n3 0,221

18:1 18,2 N.L 5,30
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Tabla D.88. Produccidn de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivos
realizados usando aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites y aguas
residuales urbanas

Expt: 2 ALFARU MEDIO = 15 % ALF + 30 % ALA + RU
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I0=141,73 pE m2s-1
t x10 N10°* CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm™3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,344 1,52
2,0 0,399 1,62
6,0 0,464 1,86
8,0 0,513 1,96
20,5 0,678 2,11
26,0 0,754 2,18
31,0 0,997 2,35
45,0 1,37 10,2 2,01 0,504 6,03
55,0 2,41 13,0
68,0 2,83 14,9 4,00 0,839 12,3
79,0 3,18 17,4
93,0 3,89 18,9 4,86 1,16 16,3
118,5 4,63 34,3 7,28 1,65 19,0
164,5 5,97 41,2 9,48 2,22 22,8
189,5 7,11 55,2 10,4 2,55 27,1
213,5 7,45 62,5 12,1 2,90 28,3
240,0 8,02 67,8 13,3 2,95 22,0
261,0 8,16 71,0 14,2 3,21 20,5
286,5 8,25 76,2 14,8 3,18 19,8
333,0 8,62 72,9 15,2 3,44 20,5
357,0 8,74 70,0 15,4 3,56 20,0
382,5 877 66,5 14,9 3,39 18,8
406,0 8,62 62,5 14,3 3,27 17,9 46,1

Ir=112,82 pE m2s-1
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Figura D.30 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas (M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ALFARU.

Tabla D.89. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ALFARU

% N % C % H % S % 0
6,77 45,3 6,64 0,278 41,0

Tabla D.90. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ALFARU

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,563 18:2n6 17,1
14:1 0,717 20:0 0,0908
16:0 17,6 18:3n3 15,2
16:1 3,74 18:4n3 0,127
16:2 7,17 20:2n6 0,499
16:3 0,519 22:0 0,353
18:0 6,19 20:5n3 0,278
18:1 26,1 22:5n3 0,232
18:2n3 0,0865 N.L 5,40
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Tabla D.91. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites y aguas residuales

urbanas
Expt: 3 ALFARU MEDIO =20 % ALF + 30 % ALA + RU
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=139,63 pE m2s-1
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,479 2,44
3,0 0,521 2,48
7,5 0,654 2,57
21,0 0,786 3,80
26,5 1,01 4,39
30,5 1,35 5,88
45,5 1,84 10,7 2,77 0,577 9,90
54,5 2,17 13,0
69,0 2,42 14,7 3,30 0,752 10,8
78,5 2,55 15,4
93,0 2,76 16,8 3,62 0,808 11,7
102,5 3,03 20,3
118,5 3,31 21,0 4,20 0,929 13,7
169,0 4,14 24,7 4,98 1,18 15,2
189,5 4,64 31,6 6,72 1,52 16,0
213,5 5,16 36,4 6,57 1,51 16,2
237,5 5,70 39,3 7,29 1,71 16,9
261,0 6,06 44,8 11,1 2,46 17,7
286,0 6,34 46,0 10,4 2,40 15,5
333,0 6,15 47,2 9,71 2,29 12,8 45,8

Ir=115,11 pE m2s1
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FiguraD.31 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 3 ALFARU.

Tabla D.92. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 3 ALFARU

%N % C %H %S %0
6,80 46,1 6,80 0,476 39,9

Tabla D.93. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 3 ALFARU

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,418 18:2n6 16,8
14:1 0,713 20:0 0,254
16:0 17,8 18:3n3 16,1
16:1 3,52 22:0 0,346
16:2 6,94 20:5n3 0,266
16:3 0,532 22:5n3 0,180
18:0 6,38 N.L 6,65
18:1 23,1
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Tabla D.94. Produccidn de biomasa, numero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites y aguas residuales

urbanas
Expt: 4 ALFARU MEDIO =20 % ALF + 30 % ALA + RU
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25°C 10=140,57 pE m2s-1
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm3 gdm3 gdm3 %
0,0 0,476 2,46
3,0 0,518 2,77
7,5 0,605 3,23
21,0 0,799 3,69
26,5 0,946 4,24
30,5 1,49 5,88
45,5 1,98 12,4 2,79 0,582 9,12
54,5 2,77 17,6
69,0 2,99 20,0 4,11 0,915 12,8
78,5 3,56 21,4
93,0 3,77 22,9 4,86 1,12 15,0
102,5 4,32 24,4
118,5 4,78 32,9 6,48 1,39 15,5
169,0 5,57 45,5 7,15 1,58 16,9
189,5 5,92 48,6 8,09 1,83 17,0
213,5 6,43 49,9 9,22 2,19 17,7
237,5 7,09 54,1 11,0 2,50 16,2
261,0 7,34 52,3 11,4 2,73 15,9
286,0 7,58 50,6 12,6 2,87 14,7
333,0 7,50 48,9 12,6 2,85 14,0 46,2

Ir=116,56 uE m2s1
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Figura D.32 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas (M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 4 ALFARU.

Tabla D.95. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 4 ALFARU

% N % C % H % S % 0
6,86 45,5 6,71 0,452 40,5

Tabla D.96. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 4 ALFARU

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,446 18:2n3 0,0824
14:1 0,701 18:2n6 17,1
16:0 18,0 20:0 0,0950
16:1 3,37 18:3n3 16,9
16:2 6,73 20:2n6 0,407

16:3 0,402 22:0 0,351
18:0 6,31 20:5n3 0,299
18:1 23,3 22:5n3 0,231

N.L 8,20
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Tabla D.97. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 1 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 1 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25°C I0=124,24 pE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h g dm?3 Cel dm3 gdm3 gdm3 gdm3 %
0,0 0,224 1,00
3,0 0,262 1,11
5,0 0,280 1,22
21,5 0,347 1,26
25,0 0,455 1,31
28,5 0,539 2,30
43,5 0,797 8,33 1,52 0,349 3,51
53,0 1,15 22,4
67,0 1,65 34,1 3,40 0,571 7,23
76,5 2,26 36,2
92,5 2,67 37,9 3,91 0,894 9,54
116,5 3,11 41,4 491 1,06 10,8
166,0 3,11 54,3 531 1,33 8,55
193,0 2,88 55,8 3,90 0,954 7,68
217,0 2,76 56,4 3,91 0,932 7,09
241,0 2,64 53,9 3,81 0,908 6,76
264,0 2,29 50,1 3,62 0,854 5,08 46,9

Ir=113,15 pE m2s1
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Figura D.33 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas (M) y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ALFC.

Tabla D.98. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ALFC

% N % C % H % S % 0
7,05 45,0 6,67 0,493 40,8

Tabla D.99. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ALFC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,636 18:2n6 13,6
14:1 0,745 20:0 0,0884
16:0 19,5 18:3n3 17,3
16:1 5,88 20:1n9 0,125
16:2 5,67 22:0 0,858
16:3 0,317 20:5n3 0,591
18:0 7,44 22:5n3 0,208
18:1 20,4 22:6n3 0,378

18:2n3 0,0941 N.L 6,10



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.100. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 2 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 1 % CO:
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25°C I0=124,24 pPE m2s1
t x10 N10° CHL 103 Ca 103 P 102 L
h g dm3 Cel dm™3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,182 0,880
3,0 0,212 1,03
5,0 0,244 1,18
21,5 0,301 1,28
25,0 0,376 1,38
28,5 0,475 2,26
43,5 0,640 8,67 1,03 0,271 2,99
53,0 0,862 22,1
67,0 1,45 31,9 3,32 0,609 6,12
76,5 2,37 35,3
92,5 2,73 37,7 4,12 0,857 10,6
116,5 2,95 39,6 4,74 0,949 10,8
166,0 3,08 58,5 4,98 1,22 9,81
193,0 2,90 56,5 3,58 1,09 8,03
217,0 2,61 54,9 3,60 0,965 8,25
241,0 2,50 52,2 3,31 0,908 7,08
264,0 2,22 46,4 3,21 0,727 6,03 45,6

Ir=115,95 pE m2s-1
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Figura D.34 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ALFC.

Tabla D.101. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ALFC

% N % C % H % S % 0
7,07 45,1 6,67 0,332 40,9

Tabla D.102. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ALFC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,567 18:3n3 15,1
14:1 0,736 20:1n9 0,169
16:0 19,3 18:4n3 0,130
16:1 5,74 20:2n6 0,198
16:2 5,67 22:0 0,896
16:3 0,345 22:1n9 0,312
18:0 7,00 20:5n3 0,639
18:1 21,6 22:5n3 0,485
18:2n3 0,0950 22:6n3 0,444
18:2n6 13,7 N.L 6,70
20:0 0,169



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.103. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 3 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 2 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25°C I0=124,24 pE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h g dm?3 Cel dm3 gdm3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,254 0,800
3,0 0,266 1,09
5,0 0,307 1,22
21,5 0,359 1,26
25,0 0,462 1,32
28,5 0,527 2,32
43,5 0,895 6,82 1,54 0,355 3,72
53,0 1,85 34,9
67,0 2,10 36,4 4,18 0,745 7,08
76,5 2,41 39,9
92,5 3,18 41,8 4,66 1,05 10,6
116,5 3,95 43,4 516 1,30 12,9
166,0 4,75 71,1 6,00 1,58 15,2
193,0 5,20 75,5 5,82 1,64 15,6
217,0 511 75,8 5,99 1,69 14,2
241,0 4,90 72,5 5,93 1,67 13,5
264,0 4,89 66,0 5,08 1,58 13,0 46,7

Ir=118,02 pE m2s-1
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Figura D.35 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 3 ALFC.

Tabla D.104. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 3 ALFC

% N % C % H % S % 0
7,01 44,9 6,60 0,481 41,1

Tabla D.105. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 3 ALFC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,524 20:0 0,111
14:1 0,482 18:3n3 20,4
16:0 19,1 20:1n9 0,0335
16:1 2,65 18:4n3 0,273
16:2 4,14 20:2n6 0,139
16:3 0,289 22:0 0,365
18:0 7,48 22:1n9 0,145
18:1 21,7 20:5n3 0,352

18:2n3 0,102 22:5n3 0,234
18:2n6 14,2 N.L 7,21



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.106. Produccién de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 4 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 2 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I0=124,24 pE m2s1
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,212 0,720
3,0 0,242 0,812
5,0 0,266 1,08
21,5 0,323 1,20
25,0 0,433 1,27
28,5 0,497 2,18
43,5 0,819 6,48 2,16 0,473 3,62
53,0 1,85 32,0
67,0 2,04 34,5 4,06 0,628 8,49
76,5 2,36 38,3
92,5 2,83 39,3 4,66 0,967 11,6
116,5 3,78 40,9 5,40 1,19 14,7
166,0 4,19 67,9 6,25 1,47 15,2
193,0 4,95 73,4 5,65 1,67 14,2
217,0 511 73,1 5,82 1,55 14,2
241,0 4,87 70,0 5,64 1,35 12,7
264,0 4,65 62,4 4,74 1,26 10,1 46,3

Ir=121,38 pE m2s1
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FiguraD.36 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas (M) y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 4 ALFC.

Tabla D.107. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 4 ALFC.

% N
7,04

% C
45,0

% H
6,63

%S
0,410

%0

4

Tabla D.108. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 4 ALFC

Acido graso

14:0

14:1

16:0

16:1

16:2

16:3

18:0

18:1
18:2n3

%
0,508
0,446

17,9
2,59
3,98
0,300
7,74
23,6
0,101

Acido graso

18:2n6
20:0

18:3n3
20:1n9
20:2n6
22:0

22:1n9
20:5n3
22:5n3
N.L

%
13,9

1,0

0,0951

20,5
0,157
0,287
0,446
0,140
0,608
0,145

6,50



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.109. Produccién de biomasa, niimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 5 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 5 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=141,73 pE m2s1
t x 10 N 10-10 CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %

0,0 0,427 0,203
2,0 0,442 0,220

15,0 0,605 0,255

19,0 0,737 0,339

23,0 0,835 0,422

38,0 1,07 0,630 3,01 0,548 5,72

47,5 1,92 1,15

61,0 2,28 2,25 5,69 0,966 10,2

72,0 3,35 3,41

86,5 3,75 4,46 6,34 1,22 12,9

111,5 4,45 6,36 6,59 1,50 13,1

158,5 5,89 7,43 7,27 1,56 16,5

181,0 6,57 9,20 9,40 2,21 15,2

206,5 7,44 11,1 10,3 2,31 16,7

228,5 7,98 10,3 10,6 2,62 16,1

254,5 8,17 9,10 8,45 2,57 17,1

279,0 8,11 8,29 8,49 2,45 16,7

326,5 7,84 8,08 8,17 2,29 15,8 45,0

Ir=118,43 pE m2s1
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Figura D.37 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas (M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 5 ALFC.

Tabla D.110. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 5 ALFC

% N % C % H % S % 0
4,97 47,2 6,92 0,439 40,4

Tabla D.111. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 5 ALFC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,200 18:2n6 14,2
14:1 0,214 20:0 0,0789
16:0 17,1 18:3n3 20,4
16:1 1,34 18:4n3 0,123
16:2 3,14 20:2n6 0,400
16:3 0,102 22:0 0,957
18:0 7,89 22:1n9 0,228
18:1 25,2 20:5n3 0,550
18:2n3 0,0517 22:5n3 0,228

N.L 7,60



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.112. Produccidn de biomasa, numero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 6 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 5 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 1=140,37 pE m2s1
t x10 N 10-10 CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Celdm™3 gdm?3 g dm3 gdm3 %

0,0 0,323 0,242
2,0 0,388 0,257

15,0 0,460 0,282

19,0 0,633 0,363

23,0 0,779 0,438

38,0 0,948 0,566 3,56 0,783 4,74

47,5 2,24 1,33

61,0 2,51 2,13 6,29 1,16 11,1

72,0 3,35 3,21

86,5 3,95 4,60 7,16 1,45 13,7

111,5 4,87 6,10 6,99 1,61 15,4

158,5 6,13 6,83 7,55 1,63 19,0

181,0 6,83 9,37 10,3 2,43 18,2

206,5 7,70 11,4 11,3 2,52 17,9

228,5 8,34 10,8 10,4 2,76 18,9

254,5 8,07 9,76 7,94 2,50 17,1

279,0 7,81 9,36 7,78 2,31 15,6

326,5 7,37 8,62 6,39 2,10 14,0 45,3

Ir=121,20 pE m2s-1
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Figura D.38 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),

Tabla D.113. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 6 ALFC

% N
4,97

% C
47,3

% H
6,89

% S
0,385

proteinas (M) y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 6 ALFC.

%0
40,5

Tabla D.114. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 6 ALFC

Acido graso %
14:0 0,190
14:1 0,220
16:0 17,1
16:1 1,30
16:2 3,07
16:3 0,108
18:0 8,01
18:1 25,4
18:2n3 0,0491

Acido graso

18:2n6
20:0

18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:0

22:1n9
20:5n3
22:5n3
N.L

%
14,0
0,218
20,2
0,123
0,453
0,956
0,248
0,540
0,179
7,64



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.115. Produccidn de biomasa, numero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 7 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 10 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 1o=141,73 pE m2s1
t x 10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Celdm™3 gdm?3 g dm3 gdm3 %

0,0 0,735 1,64
2,5 0,783 1,86
8,0 0,847 2,61

22,5 0,891 3,10 1,24 0,318 3,77

27,0 1,16 3,46

31,5 1,42 3,80

47,0 1,92 11,5 3,34 0,711 6,24

55,5 3,50 14,9

72,5 3,76 19,3 4,77 1,10 12,5

79,5 4,06 22,0

95,5 4,59 26,0 6,81 1,36 13,3

165,5 6,74 49,0 8,70 1,90 20,9

188,5 7,30 61,2 9,69 2,11 21,2

213,0 8,61 74,8 10,3 2,55 23,4

235,5 8,87 77,9 11,0 2,82 19,2

261,0 9,18 85,6 10,7 3,02 19,4

286,0 9,36 90,6 9,57 2,55 16,6

332,5 9,52 86,9 8,84 2,36 16,9

356,5 9,37 84,0 8,10 2,27 15,0 47,1

Ir=120,03 pE m2s-1
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FiguraD.39 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),

proteinas (M) y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 7 ALFC.

Tabla D.116. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 7 ALFC

% N % C
4,62 48,6

% H
7,24

%S
0,419

%0
39,2

Tabla D.117. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 7 ALFC

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3

%
0,204
0,219

17,6
2,16
4,20
0,208
5,70
27,8
0,0552

Acido graso

18:2n6
20:0

18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:0

22:1n9
20:5n3
22:5n3
N.L

%
13,9
0,0908
19,7
0,215
0,350
0,339
0,125
0,230
0,177
6,73



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.118. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 8 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 10 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 1=140,57 pE m2s1
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Celdm™3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,768 1,90
2,5 0,806 2,16
8,0 0,868 2,37
22,5 1,52 4,27 2,19 0,318 5,76
27,0 1,99 4,80
31,5 2,55 6,27
47,0 2,95 10,9 2,99 0,711 11,3
55,5 3,74 13,9
72,5 4,07 21,1 6,25 1,10 13,7
79,5 4,29 24,5
95,5 4,97 27,8 7,18 1,36 15,0
165,5 7,11 51,0 9,87 1,90 17,1
188,5 8,07 63,3 10,0 2,11 17,9
213,0 8,80 77,3 10,8 2,55 19,0
235,5 10,3 80,0 11,3 2,82 20,5
261,0 10,8 89,3 11,5 3,02 26,7
286,0 11,1 97,6 10,5 2,55 19,2
332,5 11,0 97,3 8,31 2,36 17,5
356,5 10,8 91,0 7,43 2,27 15,8 47,7

Ir=118,89 pE m2s-1
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FiguraD.40 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),

proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 8 ALFC.

Tabla D.119. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 8 ALFC

% N
4,64

% C
48,5

% H
7,24

%S
0,359

%0
39,3

Tabla D.120. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 8 ALFC

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3

%
0,205
0,216

17,2
2,09
4,04
0,165
5,64
27,4
0,0824

Acido graso

18:2n6
20:0

18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:0

22:1n9
20:5n3
22:5n3
N.L

%
14,0
0,0805
20,5
0,211
0,300
0,336
0,127
0,219
0,394
6,79



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.121. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 9 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 15 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 1o=140,57 pE m2s1
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Celdm™3 gdm?3 g dm3 gdm3 %

0,0 0,421 2,50

2,0 0,427 2,52

15,0 0,470 2,55

19,0 0,642 3,43

23,0 0,789 3,88

38,0 1,03 5,39 2,60 0,514 5,00

47,5 1,59 11,3

61,0 1,82 17,5 3,87 0,705 6,24

72,0 2,71 21,1

86,5 3,19 24,3 9,07 1,32 10,4
111,5 4,65 45,9 10,8 2,04 14,4
158,5 6,12 56,8 12,3 2,30 16,1
181,0 6,71 73,3 13,0 3,37 13,5
206,5 7,52 84,0 13,7 3,33 14,4
228,5 8,05 86,6 14,9 3,15 14,8
254,5 8,61 87,7 14,4 3,04 15,4
279,0 9,04 89,1 12,9 2,94 16,1
326,5 9,48 87,2 10,6 2,66 16,7
350,5 9,62 77,5 10,5 2,63 16,7
375,0 9,55 74,4 10,2 2,61 15,8 45,2

Ir=115,25 pE m2s1
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FiguraD.41 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),

proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 9 ALFC.

Tabla D.122. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 9 ALFC

% N % C % H % S % 0
4,53 49,7 7,31 0,457 38,0

Tabla D.123. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 9 ALFC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,206 18:2n6 15,3
14:1 0,188 20:0 0,0732
16:0 17,2 18:3n3 19,3
16:1 1,84 18:4n3 0,269
16:2 4,80 20:2n6 0,0366
16:3 0,204 22:0 0,327
18:0 4,76 22:1n9 0,0990
18:1 28,0 20:5n3 0,245
18:2n3 0,0478 22:5n3 0,645

N.L 6,46
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Tabla D.124. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas

Expt: 10 ALFC MEDIO =50 % ALF + UP + 15 % CO:
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=139,63 pEmZs1
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Celdm™3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %

0,0 0,374 2,22

2,0 0,415 2,36

15,0 0,464 2,39

19,0 0,601 2,95

23,0 0,750 3,80

38,0 0,950 4,84 2,17 0,514 4,56

47,5 1,18 10,1

61,0 1,55 15,2 3,19 0,705 6,87

72,0 2,01 19,3

86,5 2,32 22.0 7,92 1,32 9,48
111,5 3,48 39,6 10,1 2,04 10,7
158,5 4,18 51,6 11,4 2,30 12,3
181,0 5,81 70,2 11,8 3,37 11,6
206,5 6,86 79,6 13,3 3,33 12,6
228,5 7,56 84,2 14,1 3,15 14,0
254,5 8,83 83,7 13,8 3,04 15,8
279,0 8,99 87,7 12,0 2,94 14,5
326,5 9,38 87,2 9,68 2,66 14,4
350,5 9,45 83,0 8,06 2,63 14,4
375,0 9,45 79,1 7,52 2,60 13,5 44,5

Ir=114,93 pE m2s1
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Figura D.42 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),

proteinas (M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 10 ALFC.

Tabla D.125. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 10 ALFC

% N
4,48

% C
49,8

% H % S
7,37 0,353

%0
38,0

Tabla D.126. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 10 ALFC

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3

%
0,191
0,178

17,0
1,86
4,79
0,185
4,83
28,3
0,488

Acido graso

18:2n6
20:0

18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:0

22:1n9
20:5n3
22:5n3
N.L

%
15,1
0,0647
17,9
0,150
0,0341
0,368
0,0930
0,226
0,650
7,59
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Tabla D.127. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 1 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP +1 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I0=124,24 pnE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h g dm3 Cel dm3 gdm3 g dm-3 gdm-3 %

0,0 0,324 1,26
3,0 0,340 1,58

19,5 0,361 1,61

24,0 0,452 1,63

28,0 0,573 1,63

42,0 0,769 7,97

51,0 1,38 10,3

66,5 1,80 15,8 2,63 0,547 8,49

91,5 3,01 22,4 4,71 0,889 12,9

139,0 5,33 28,3 7,19 1,48 22,0

163,0 6,27 34,2 7,53 1,84 25,4

186,5 7,19 39,2 7,92 2,01 27,9

212,5 8,63 44,8 6,61 1,95 32,1

234,5 9,32 48,4 5,35 1,89 31,3

260,5 10,6 56,7 5,12 1,87 34,2

308,0 12,0 59,1 5,12 1,83 31,7

332,5 13,1 61,7 4,99 1,77 31,7

357,0 13,0 62,0 4,45 1,61 28,3 45,3

Ir=113,40 pE m2s1
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Figura D.43 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ALAC.

Tabla D.128. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ALAC

%N % C %H %S %0
4,38 48,9 7,22 0,348 39,1

Tabla D.129. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ALAC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,233 18:2n6 14,6
14:1 0,222 20:0 0,0382
16:0 19,5 18:3n3 17,0
16:1 1,91 20:1n9 0,125
16:2 4,30 18:4n3 0,040
16:3 0,121 20:2n6 0,279
18:0 7,51 22:0 0,255
18:1 25,6 20:5n3 0,178
18:2n3 0,0745 N.L 6,01
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Tabla D.130. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 2 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP +1 % CO:
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=139,63 pHEm2s1
t x10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 g dm3 gdm3 %
0,0 0,287 1,10
3,0 0,317 1,43
19,5 0,348 1,57
24,0 0410 1,57
28,0 0,484 1,63
42,0 0,625 6,74
51,0 1,05 7,89
66,5 1,51 15,2 1,72 0,547 5,97
91,5 2,30 22,0 3,99 0,889 8,07
139,0 4,73 25,7 6,30 1,48 15,9
163,0 5,77 31,8 7,00 1,84 17,9
186,5 6,70 35,1 7,46 2,01 20,7
212,5 7,87 39,7 6,27 1,95 23,2
234,5 833 46,2 524 1,89 23,8
260,5 945 52,7 5,07 1,87 26,3
308,0 941 56,1 4,62 1,83 25,9
332,5 9,17 55,8 4,24 1,77 23,2
357,0 893 54,2 4,12 1,61 19,8 45,7

Ir=116,72 pE m2s-1
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Figura D.44 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ALAC.

Tabla D.131. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ALAC

% N
4,37

% C
49,7

% H
7,34

%S
0,318

%0
38,3

Tabla D.132. Composiciéon en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ALA.

Acido graso

14:0

14:1

16:0

16:1

16:2

16:3

18:0

18:1
18:2n3

%
0,238
0,235

19,6
1,95
4,45
0,121
7,70
26,5
0,0419

Acido graso

18:2n6
20:0
18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:0
22:1n9
20:5n3
N.L

%
14,7
0,0816
17,1
0,119
0,0325
0,253
0,264
0,186
6,43
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Tabla D.133. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 3 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP + 2 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I1p=141,73 pE m2s1
t x 10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h g dm3 Celdm™3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %

0,0 0,330 1,38
3,0 0,350 1,72

19,5 0,382 1,82

24,0 0,548 1,92

28,0 0,650 2,00

42,0 0,797 8,16

51,0 1,66 22,5

66,5 1,84 24,9 2,40 0,538 8,87

91,5 2,68 32,6 3,19 0,793 12,5

139,0 3,02 36,5 3,55 1,02 13,1

163,0 3,27 41,4 4,43 1,19 13,3

186,5 3,41 44,7 4,09 1,20 12,4

212,5 3,49 48,4 4,01 1,18 11,9

234,5 3,54 50,2 3,88 1,05 11,6

260,5 3,76 56,1 3,85 1,03 11,2

308,0 4,19 58,1 3,25 0,957 10,8

332,5 4,12 57,9 2,34 0,903 10,3 46,6

Ir=121,24 pE m2s-1



ANEX0S

N10° Celdm® x10,gdm™ Pigmentos, mg dm= P 10", mg dm™
80,01 5,0 50 r 14,0
m N
] A
Taa . ee,, u
4,0 - A X 5 m L 4.0
60,0 - O
A o0 - v - 10,0
o ® A
m A \V4
3,0 - ) v 30 | g4
) v v '
40,0 -
A Vv A L 6,0
2,0 P - 2,0 2
]
20,0 1 v ® o0 40
' 1,0 - ® o - 1,0
() 2 2 ¢ 14 14 - 2,0
© Lo e
004 00 WV . . . . . 00 00
0 50 100 150 200 250 300 350

t h
Figura D.45 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 3 ALAC.

Tabla D.134. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 3 ALAC

% N % C % H % S % 0
7,13 46,1 6,80 0,469 39,5

Tabla D.135. Composiciéon en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 3 ALAC.

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,412 18:2n6 12,7
14:1 0,530 20:0 0,131
16:0 18,5 18:3n3 20,3
16:1 4,01 20:1n9 0,128
16:2 4,12 20:2n6 0,388
16:3 0,259 22:0 0,492
18:0 8,86 20:5n3 0,416
18:1 23,6 N.L 4,97
18:2n3 0,166
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Tabla D.136. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 4 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP + 2 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=140,57 pE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Celdm™3 gdm?3 gdm?3 gdm?3 %
0,0 0,340 1,44
3,0 0,353 1,76
19,5 0,392 1,82
24,0 0,535 1,92
28,0 0,650 2,03
42,0 0,790 8,24
51,0 1,76 23,8
66,5 1,93 25,0 3,12 0,653 9,54
91,5 2,84 33,2 3,36 0,869 12,7
139,0 3,11 36,8 3,49 1,02 13,1
163,0 3,33 41,3 4,49 1,15 12,7
186,5 3,50 44,7 4,31 1,20 13,1
212,5 3,72 48,6 3,90 1,21 13,3
234,5 3,82 50,2 3,88 1,09 13,1
260,5 4,09 55,5 3,85 1,03 13,3
308,0 4,30 56,5 3,25 0,957 12,1
332,5 4,14 55,3 2,05 0,841 10,4 45,8

Ir=121,93 pE m2s-1
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FiguraD.46 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (/) en funcién del tiempo en el Exp. 4 ALAC.

Tabla D.137. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 4 ALAC

% N % C % H % S % 0
7,01 46,6 6,88 0,467 39,0

Tabla D.138. Composicion en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 4 ALAC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,434 18:2n3 0,176
14:1 0,546 18:2n6 12,9
16:0 18,5 20:0 0,148
16:1 4,00 18:3n3 20,7
16:2 3,98 20:1n9 0,133
16:3 0,247 20:2n6 0,452
18:0 8,85 22:0 0,423
18:1 22,5 20:5n3 0,452

N.L 5,51
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Tabla D.139. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 5 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP + 5 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=139,63 pE m2s1
t x 10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,469 2,30
3,0 0,581 2,59
7,5 0,693 3,02
21,0 0,844 4,62
26,5 1,11 511
30,5 1,57 5,32
45,5 2,14 17,8 3,51 0,709 9,31
54,5 2,98 22,5
69,0 3,48 25,7 4,27 0,780 14,8
78,5 4,50 31,2
93,0 5,24 36,4 6,05 1,28 18,8
102,5 5,50 40,6
118,5 5,75 41,7 7,06 1,61 20,0
169,0 6,66 45,9 7,63 1,91 18,9
189,5 6,99 47,6 7,21 2,15 21,7
213,5 6,95 36,6 8,28 2,13 20,3
237,5 693 35,5 7,79 2,00 18,8 45,1

Ir=120,47 pE m2s-1
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Figura D.47 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 5 ALAC.

Tabla D.140. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 5 ALAC

%N % C %H %S %0
6,64 45,1 6,60 0,284 41,4

Tabla D.141. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 5 ALAC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,424 18:1 25,0
14:1 0,502 18:2n3 0,135
16:0 17,4 18:2n6 12,2
16:1 3,80 20:0 0,162
16:2 4,58 18:3n3 20,3
16:3 0,316 22:0 0,298

18:0 6,00 22:5n3 0,161
N.L 8,72
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Tabla D.142. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 6 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP + 5 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=140,57 pE m2s1
t x10 N 10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm?3 Cel dm3 gdm3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,489 2,42
3,0 0,631 2,67
7,5 0,693 2,98
21,0 0,909 4,64
26,5 1,11 5,20
30,5 1,76 6,65
45,5 2,34 18,6 4,01 0,787 10,5
54,5 3,08 25,1
69,0 3,61 27,2 4,82 0,975 14,2
78,5 4,62 31,8
93,0 5,46 37,3 5,99 1,39 18,2
102,5 5,75 41,1
118,5 6,02 41,7 6,83 1,72 18,8
169,0 6,59 48,0 7,45 1,91 20,0
189,5 6,87 47,6 8,32 1,93 20,3
213,5 6,95 42,8 7,78 2,13 20,0
237,5 6,87 36,5 7,29 2,00 16,5 46,7

Ir=118,01 pE m2s1



ANEX0S

N10”° Celdm® x10,gdm? Pigmentos, mgdm® P 10", mg dm™
60,0 7 80 10,0 [ 250
7,0 1 @ a e
50,0 i s A 80 200
0071 o K o
' go X V 60 150
30,0 { 4,0 - Gv
ol 30 14 P - 4,0 10,0
’ @
2,0 T ‘ ‘
10,0 . ¢ ® o ® 20 50
1,0 -
®e e
004 00 : : : : 00 '00
0 50 100 150 200 250
t h

Figura D.48 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (’), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 6 ALAC.

Tabla D.143. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 6 ALAC

% N % C % H % S % 0
6,77 45,1 6,55 0,348 41,2

Tabla D.144. Composiciéon en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 6 ALAC.

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,415 18:1 26,8
14:1 0,495 18:2n3 0,162
16:0 17,2 18:2n6 12,1
16:1 3,76 20:0 0,156
16:2 4,47 18:3n3 20,3
16:3 0,287 20:2n6 0,579

18:0 6,00 20:5n3 0,196
N.L 7,07
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Tabla D.145. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 7 ALAC MEDIO = 30 % ALA + UP + 10 % CO;
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C Io=124,24 pE m2s1
t x10 N 10-10 CHL 103 Ca 103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm?3 gdm?3 gdm3 %
0,0 0,451 0,178
3,0 0,572 0,186
6,0 0,627 0,223
19,5 0,850 0,412
25,0 1,15 0,518
30,0 1,37 0,608
43,5 2,01 1,03 1,38 0,191 8,35
54,0 3,39 1,15
68,0 4,23 3,97 7,74 0,270 16,8
78,0 5,23 4,29
91,5 6,22 4,43 9,57 0,799 26,2
102,0 7,22 4,76 10,2 1,32 30,8
117,0 8,14 7,47 11,4 1,61 31,7
164,0 10,7 8,11 139 3,71 39,7
187,5 11,7 8,31 15,0 4,44 40,9
210,5 12,6 8,49 15,6 4,72 41,3
235,0 14,4 8,57 16,5 5,05 40,1
259,0 14,7 8,61 17,1 5,10 38,8
285,0 14,8 8,99 17,3 5,00 37,9
308,0 14,8 9,91 16,7 4,84 36,7
332,0 14,3 10,0 15,1 4,16 30,0
356,0 13,8 9,38 14,2 3,63 25,4 48,9

Ir=123,56 pE m?Zs-1
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Figura D.49 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (’), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 7 ALAC.

Tabla D.146. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 7 ALAC

% N % C % H % S % 0
4,47 49,7 7,40 0,320 38,1

Tabla D.147. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 7 ALAC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,175 18:2n6 12,5
14:1 0,0989 20:0 0,0673
16:0 17,4 18:3n3 16,0
16:1 1,65 18:4n3 0,279
16:2 3,96 20:2n6 0,233
16:3 0,105 22:0 0,146
18:0 9,46 22:1n9 0,040
18:1 30,0 20:5n3 0,157
18:2n3 0,110 22:5n3 0,0799

N.IL 7,54
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Tabla D.148. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 8 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP + 10 % CO:
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 1=140,57 pE m2s1
t x 10 N 10-10 CHL 103 Ca103 P 102 L
h g dm3 Cel dm3 gdm3 g dm3 gdm-3 %
0,0 0,466 0,188
3,0 0,588 0,186
6,0 0,630 0,223
19,5 0,864 0,411
25,0 1,13 0,518
30,0 1,42 0,608
43,5 2,05 1,03 1,51 0,315 10,4
54,0 3,42 1,15
68,0 4,27 3,98 9,50 1,72 18,4
78,0 5,30 4,30
91,5 6,31 4,44 12,7 2,30 26,6
102,0 7,34 4,77
117,0 8,30 7,49 16,0 2,98 31,4
164,0 11,0 8,15 15,5 3,40 38,8
187,5 12,1 8,35 15,1 3,55 41,8
210,5 13,2 8,34 12,4 3,33 43,2
235,0 15,1 8,87 11,1 3,18 45,9
259,0 15,3 9,52 9,95 3,14 43,0
285,0 16,2 9,74 8,49 2,75 43,0
331,0 17,0 10,2 6,99 2,63 40,1
355,0 17,1 10,1 6,72 2,61 37,9
379,0 16,9 9,54 6,21 2,54 35,9 48,4

Ir=115,61 pE m2s1
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FiguraD.50 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0),
proteinas () y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 8 ALAC.

Tabla D.149. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 8 ALAC

% N
4,20

% C
50,5

% H
7,48

%S
0,228

%0
37,6

Tabla D.150. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 8 ALAC

Acido graso
14:0
14:1
16:0
16:1
16:2
16:3
18:0
18:1
18:2n3

%
0,172
0,0963
17,3
1,60
3,82
0,0816
9,16
30,5
0,0280

Acido graso

18:2n6
20:0

18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:0

22:1n9
20:5n3
22:5n3
N.L

%
12,7
0,0714
16,3
0,280
0,282
0,139
0,0856
0,121
0,0785
7,19
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Tabla D.151. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 9 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP + 15 % CO:
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 1o=141,73 pEm2s1
t x10 N 10-10 CHL 103 Ca103 P 102 L
h g dm3 Cel dm3 gdm3 gdm3 gdm-3 %
0,0 0,327 0,162
2,0 0,400 0,172
6,0 0,488 0,178
8,0 0,560 0,194
20,5 0,706 0,240
26,0 0,842 0,264
31,0 1,18 0,280
45,0 1,75 0,576 2,04 0,473 891
55,0 2,92 0,955
68,0 3,48 1,31 5,81 1,02 14,4
79,0 4,82 1,80
93,0 5,53 2,55 8,60 1,62 21,0
118,5 6,33 4,90 11,2 2,14 22,4
164,5 7,89 5,78 11,3 2,82 26,9
189,5 9,22 8,78 11,9 2,83 321
213,5 10,1 10,1 12,3 3,02 33,4
240,0 11,2 11,5 11,7 3,05 35,0
261,0 11,5 12,6 11,3 3,09 35,9
286,5 12,3 13,1 11,0 2,98 38,0
333,0 13,2 11,5 8,80 2,85 37,6
357,0 13,6 11,0 8,36 2,67 37,6
382,5 13,8 9,71 7,40 2,57 35,9
406,0 13,5 9,09 6,99 2,47 35,0 47,4

Ir=110,75 pE m?2s-1
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Figura D.51 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (’), proteinas

(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 9 ALAC.

Tabla D.152. Composicidn elemental de la biomasa formada en el Exp. 9 ALAC

% N
3,89

% C
49,7

% H % S
7,36 0,238

%0
38,8

Tabla D.153. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 9 ALAC

Acido graso

14:0

14:1

16:0

16:1

16:2

16:3

18:0

18:1
18:2n3

%
0,205
0,157

16,7
1,92
4,33
0,145
7,22
28,6
0,0546

Acido graso
18:2n6
20:0
18:3n3
18:4n3
20:2n6
22:0
22:5n3
N.L

%
14,4

0,0799

18,4
0,232
0,104
0,183
0,100

7,17
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Tabla D.154. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceites

Expt: 10 ALAC MEDIO =30 % ALA + UP + 15 % CO:
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C 10=140,57 pE m2s1
t x 10 N 10-10 CHL 103 Ca103 P 102 L
h gdm3 Cel dm3 gdm3 gdm3 gdm3 %
0,0 0,317 0,150
2,0 0,386 0,162
6,0 0,472 0,178
8,0 0,527 0,198
20,5 0,676 0,228
26,0 0,823 0,243
31,0 1,17 0,254
45,0 1,66 0,520 1,91 0,473 8,30
55,0 2,79 0,827
68,0 3,29 1,22 5,62 1,02 15,4
79,0 4,34 1,56
93,0 5,30 2,15 8,60 1,62 27,8
118,5 6,01 4,74 10,9 2,14 23,8
164,5 7,83 5,54 11,3 2,82 28,4
189,5 9,03 8,31 11,7 2,83 32,5
213,5 9,42 10,1 12,2 3,02 34,2
240,0 11,2 11,0 11,5 3,05 39,2
261,0 11,5 12,6 11,1 3,09 39,7
286,5 11,8 13,0 10,7 2,98 38,8
333,0 13,1 11,8 9,03 2,85 38,0
357,0 13,4 11,6 8,05 2,67 34,2
382,5 13,3 9,80 7,09 2,57 33,4
406,0 13,2 9,32 6,06 2,47 31,3 47,2

Ir=115,02 pE m2s1
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Figura D.52 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (’), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 10 ALAC.

Tabla D.155. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 10 ALAC

% N
3,93

% C
50,1

% H
7,48

%S
0,262

%0
38,2

Tabla D.156. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 10 ALAC

Acido graso

14:0

14:1

16:0

16:1

16:2

16:3

18:0

18:1
18:2n3

%
0,197
0,143

16,7
2,0
4,54
0,171
7,60
28,2
0,0558

Acido graso
18:2n6
20:0
18:3n3
20:2n6
22:0
20:5n3
22:5n3
N.L

%
14,4
0,0730
17,7
0,224
0,144
0,161
0,0865
7,61
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Tabla D.157. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites y aguas residuales

urbanas
Expt: 1 ALFARUC MEDIO =50 % ALF + 30 % ALA + RU + 10 % CO:
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I0=141,73 pE m2s1
t x 10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h g dm?3 Cel dm3 gdm3 g dm3 g dm-3 %
0,0 0,254 0,800
3,0 0,287 0,851
7,5 0,323 0,941
10,5 0,359 0,951
24,5 0,428 0,960
28,5 0,487 1,29
34,0 0,638 2,41
46,5 0,830 6,06
57,5 1,83 22,1
74,0 2,80 44,4 5,81 1,19 11,6
97,0 4,19 49,5 15,2
144,0 6,57 54,6 12,6 2,53 21,7
168,0 7,70 61,5 13,1 2,83 24,8
192,0 8,55 63,8 14,8 3,05 25,3
219,5 9,68 65,9 16,5 3,69 27,4
238,5 9,86 65,7 16,8 3,63 27,8
265,0 10,5 65,0 16,4 3,57 30,1
311,5 10,3 63,2 15,9 3,50 28,9 46,9

Ir=114,43 pE m2s-1
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Figura D.53 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A), carotenoides (0), proteinas
(M) y nimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 1 ALFARUC.

Tabla D.158. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 1 ALFARUC

% N % C % H % S % 0
7,37 46,6 6,92 0,484 38,7

Tabla D.159. Composicidn en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 1 ALFARUC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,478 20:0 0,0905
14:1 0,543 18:3n3 12,5
16:0 16,4 20:1n9 0,147
16:1 4,26 18:4n3 0,182
16:2 6,82 20:2n6 0,332
16:3 0,323 22:0 0,478
18:0 8,72 20:5n3 0,410
18:1 28,5 22:5n3 0,183

18:2n3 0,0845 N.L 6,59

18:2n6 12,9



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla D.160. Produccién de biomasa, nimero de células, pigmentos, proteinas y lipidos totales, en cultivo
realizado usando aguas de lavado de aceitunas, aguas de lavado de aceites y aguas residuales

urbanas
Expt: 2 ALFARUC MEDIO =50 % ALF + 30 % ALA + RU + 10 % CO
Q=1v/v/min pH=8,0 T=25"°C I0=140,57 pE m2s-1
t x 10 N 10-° CHL 103 Ca103 P 102 L
h g dm3 Cel dm3 g dm3 g dm3 gdm-3 %
0,0 0,251 0,860
3,0 0,274 0,931
7,5 0,336 1,00
10,5 0,362 1,01
24,5 0,477 1,04
28,5 0,630 1,37
34,0 0,706 2,59
46,5 1,04 6,09
57,5 1,80 22,4
74,0 2,77 34,6 5,26 1,04 9,75
97,0 3,90 42,7 13,3
144,0 5,88 49,7 11,1 2,19 19,1
168,0 6,86 55,2 12,0 2,49 21,5
192,0 7,53 58,4 14,0 2,92 23,2
219,5 8,30 60,7 14,6 3,29 23,8
238,5 8,28 59,1 14,8 3,21 23,0
265,0 8,27 58,0 14,2 3,09 20,7
311,5 8,09 56,1 13,6 2,85 18,9 46,1

Ir=112,44 pE m2s-1
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Figura D.54 Variacién de las concentraciones de biomasa (@), clorofilas (A ), carotenoides (’), proteinas
(M) y ntimero de células (V) en funcién del tiempo en el Exp. 2 ALFARUC

Tabla D.161. Composicién elemental de la biomasa formada en el Exp. 2 ALFARUC.

%N % C %H %S %0
7,43 45,6 6,64 0,564 39,8

Tabla D.162. Composicién en acidos grasos de la biomasa producida en el Exp. 2 ALFARUC

Acido graso % Acido graso %
14:0 0,447 20:0 0,121
14:1 0,525 18:3n3 12,5
16:0 15,8 20:1n9 0,136
16:1 4,00 18:4n3 0,0641
16:2 6,53 20:2n6 0,161
16:3 0,332 22:0 0,967
18:0 8,14 20:5n3 0,370
18:1 28,3 22:5n3 0,211
18:2n3 0,0882 N.L 7,70
18:2n6 13,6
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ANEX0S

E. CARACTERIZACION DEL AGUA RESIDUAL DESPUES DEL PROCESO

Tabla E.1. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los pardmetros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 5% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 1 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,42 8,0
CE (mS/cm) 2,7 1,32 51,1
ST (%) 0,320 0,00111 99,7
NOs- 0,801 0,140 82,5
S0,4% 414 70,0 83,1
N0z 1,30 0,10 92,0
Mg2z+ 47,0 <5,0 89,4
NH4* <4,0 <4,0
Cuz* 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 50,0 90,7
OZ disuelto 2,65 8,50 221*
N total 3,40 1,13 66,8
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,480 85,8
Cl- 649 263 59,5

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.2. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 5% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 2 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 7,93

CE (mS/cm) 2,7 1,27 53,0
ST (%) 0,320 0,00118 99,6
NOs- 0,801 0,145 82,5
S0,4% 414 72,3 82,6
NO;- 1,30 0,109 92,0
Mg2z+ 47,0 <5,0 89,3
NH4* <4,0 <4,0

Cu2+ 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 53,4 90,7
02 gisuelto 2,65 8,42 217*
N total 3,40 1,15 66,2
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,370 89,1
Cl- 649 285 56,1

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.3. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 10% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 3 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 7,82

CE (mS/cm) 2,7 1,46 45,9
ST (%) 0,320 0,00116 99,6
NO3- 0,801 0,144 82,0
S$042 414 48,0 88,4
NO2- 1,30 0,110 91,5
Mg2z+ 47,0 5,60 88,1
NH4* <4, <40

Cuz+ 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 30,3 94,3
02 disuelto 2,65 7,80 194*
N total 3,40 1,43 58,0
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,60 82,3
Cl- 649 322 50,4

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.4. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 10% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 4 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 7,63

CE (mS/cm) 2,7 1,38

ST (%) 0,320 0,00106 99,7
NOs- 0,801 0,146 81,8
S$0,4% 414 49,0 88,2
NO2- 1,30 0,90 30,8
Mg2z+ 47,0 5,0 89,4
NH,4* <40 <4,0

Cuz+ 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 25,0 95,3
02 disuelto 2,65 7,30 176*
N ¢otal 3,40 1,45 57,4
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,550 83,7
Cl- 649 319 50,9

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.5. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 20% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 5 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 8,03

CE (mS/cm) 2,7 1,47 45,6
ST (%) 0,320 0,00137 99,6
NO3- 0,801 0,110 86,3
S$042 414 58,0 86,0
NO2- 1,30 0,665 48,9
Mg2z+ 47,0 6,90 85,3
NH4* <4, <40

Cuz+ 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 80,0 85,1
02 disuelto 2,65 7,12 169*
N total 3,40 1,71 49,7
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,720 78,7
Cl- 649 378 41,8

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.6. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los pardametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 20% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 6 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 8,13

CE (mS/cm) 2,7 1,24 54,1
ST (%) 0,320 0,00170 99,5
NO3- 0,801 0,150 81,3
S042 414 52,0 87,4
NO2- 1,30 0,656 49,5
Mg2z+ 47,0 6,70 85,7
NH4* <4,0 <4,0

Cu?+ 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 85,0 84,1
02 disuelto 2,65 7,25 174*
N total 3,40 1,50 55,9
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,750 77,8
Cl- 649 355 45,3

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.7. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 30% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 7 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 8,28

CE (mS/cm) 2,7 1,37 49,3
ST (%) 0,320 0,00128 99,6
NO3- 0,801 0,291 63,7
S$042 414 90,0 78,3
NO2- 1,30 0,542 58,3
Mg2z+ 47,0 16,7 64,5
NH4* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 81,1 84,8
02 disuelto 2,65 7,14 169*
N total 3,40 1,93 43,3
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,714 77,8
Cl- 649 376 42,1

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.8. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 30% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 8 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,42 8,25
CE (mS/cm) 2,7 1,46 45,9
ST (%) 0,320 0,00155 99,5
NOs- 0,801 0,275 65,7
S$0,4% 414 81,0 80,4
NO2- 1,30 0,494 62,0
Mg2+ 47,0 20,8 55,8
NH4* <40 <0,40
Cuz+ 191 < 0,05 97,4
DQO 535 71,0 86,7
02 disuelto 2,65 6,60 149*
N ¢otal 3,40 1,57 53,8
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,780 76,9
Cl- 649 377 41,9

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.9. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 9 ALF. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 8,15

CE (mS/cm) 2,7 1,79 33,7
ST (%) 0,320 0,00167 99,5
NOs- 0,801 0,127 84,1
S$0,4% 414 85,0 79,5
NO-- 1,30 0,223 82,8
Mg2z+ 47,0 17,5 62,8
NH4* <4,0 <4,0

Cuz* 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 133 75,1
02 disuelto 2,65 7,0 164*
N total 3,40 1,69 50,3
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,710 79,0
Cl- 649 381 41,3

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.10. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 10 ALF.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 8,15

CE (mS/cm) 2,7 1,69 37,4
ST (%) 0,320 0,00157 99,5
NOs- 0,801 0,121 84,9
S$0,4% 414 87,0 79,0
NO2- 1,30 0,210 83,9
Mg2z+ 47,0 21,0 55,3
NH,4* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 160 70,1
02 disuelto 2,65 7,4—0 179*
N ¢otal 3,40 1,84 45,9
P total 0,75 < 0,05 93,3
CFT 3,38 0,740 78,1
Cl- 649 297 54,2

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.11. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 100% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 11 ALF.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm3 %

pH 7,42 8,10

CE (mS/cm) 2,7 1,91 29,3
ST (%) 0,320 0,00242 99,2
NOs- 0,801 0,578 27,8
S$0,4% 414 134 67,6
NO-- 1,30 0,60 53,9
Mg2z+ 47,0 31,0 34,0
NH4* <40 <4,0

Cuz* 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 271 49,3
02 disuelto 2,65 6,10 130*
N total 3,40 2,90 14,7
P total 0,75 0,0588 92,3
CFT 3,38 1,10 67,5
Cl- 649 418 35,6

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.12. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los pardametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 100% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 12 ALF.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,42 7,89

CE (mS/cm) 2,7 1,83 32,2
ST (%) 0,320 0,00210 99,3
NOs- 0,801 0,621 22,5
S$0,4% 414 128 69,1
NO2- 1,30 0,510 60,8
Mg2z+ 47,0 32,6 30,6
NH,4* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,91 < 0,05 97,4
DQO 535 262 51,0
02 disuelto 2,65 6,68 152*
N total 3,40 2,79 17,9
P total 0,75 0,062 91,7
CFT 3,38 1,48 56,2
Cl- 649 442 31,9

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.13. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 5% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 1 ALA. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,72

CE (mS/cm) 1,32 0,888 32,7
ST (%) 0,127 0,000859 99,3
NOs- 1,95 0,550 71,8
S$0,4% 217 55,0 74,7
NO-- 0,387 0,145 62,5
Mg2z+ 62,4 <5,0 92,0
NH4* <4,0 <4,0

Cuz* 1,60 0,60 62,5
DQO 10-2 13,6 1,80 86,8
02 disuelto 2,01 6,70 233*
N total 5,40 2,18 59,6
P total 1,63 < 0,05 96,9
CFT 11,1 0,660 94,1
Cl- 172 50,0 70,9

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.14. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 5% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 2 ALA. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,78

CE (mS/cm) 1,32 0,955 27,7
ST (%) 0,127 0,000927 99,3
NOs- 1,95 0,591 69,7
S$0,4% 217 60,0 72,4
NO2- 0,387 0,164 57,6
Mg2z+ 62,4 <5,0 92,0
NH,4* < 4,00 <4,0

Cuz+ 1,60 0,620 61,3
DQO 10-2 13,6 1,41 89,7
02 disuelto 2,01 6,63 230%*
N ¢otal 5,40 2,21 59,1
P total 1,63 < 0,05 96,9
CFT 11,1 0,540 95,1
Cl- 172 51,0 70,4

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.15. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 10% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 3 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,55

CE (mS/cm) 1,32 0,977 26,0
ST (%) 0,127 0,00115 99,1
NO3- 1,95 0,620 68,2
S$042 217 63,0 71,0
NO2- 0,387 0,149 61,5
Mg2z+ 62,4 5,70 90,9
NH4* <4, <40

Cuz+ 1,60 0,780 51,3
DQO 102 13,6 2,10 84,6
02 disuelto 2,01 5,40 169*
N total 5,40 2,59 52,0
P total 1,63 0,530 67,5
CFT 11,1 0,691 93,8
Cl- 172 57,6 66,5

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.16. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 10% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 4 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,62

CE (mS/cm) 1,32 1,07 18,9
ST (%) 0,127 0,00117 99,1
NOs- 1,95 0,614 68,5
S$0,4% 217 60,0 72,4
NO2- 0,387 0,181 53,2
Mg2z+ 62,4 5,33 91,5
NH,4* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,60 0,772 51,8
DQO 10-2 13,6 2,25 83,4
02 disuelto 2,01 5,80 189*
N ¢otal 5,40 2,66 50,7
P total 1,63 0,510 68,7
CFT 11,1 0,620 94,4
Cl- 172 59,0 65,7

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.17. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 20% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 5 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,77

CE (mS/cm) 1,32 1,01 23,5
ST (%) 0,127 0,00114 99,1
NOs- 1,95 0,630 67,7
S$0,4% 217 63,0 71,0
NO-- 0,387 0,162 58,1
Mg2z+ 62,4 9,60 84,6
NH4* <4,0 <4,0

Cuz* 1,60 0,518 67,6
DQO 10-2 13,6 2,30 83,1
02 disuelto 2,01 6,90 243*
N total 5,40 2,28 57,8
P total 1,63 0,60 63,2
CFT 11,1 0,540 95,1
Cl- 172 73,0 57,6

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.18. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 20% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 6 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,42

CE (mS/cm) 1,32 0,901 31,7
ST (%) 0,127 0,00106 99,2
NOs- 1,95 0,622 68,1
S$0,4% 217 70,0 67,7
NO2- 0,387 0,159 58,9
Mg2z+ 62,4 12,8 79,5
NH,4* <40 <4,0

Cuz+ 1,60 0,510 68,1
DQO 10-2 13,6 2,33 82,9
02 disuelto 2,01 5,20 159*
N ¢otal 5,40 2,64 51,5
P total 1,63 0,582 64,3
CFT 11,1 0,580 94,8
Cl- 172 74,2 56,9

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.19. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 30% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 7 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,37

CE (mS/cm) 1,32 0,955 27,7
ST (%) 0,127 0,00116 99,1
NOs- 1,95 0,70 64,1
S$0,4% 217 73,0 66,4
NO-- 0,387 0,151 61,0
Mg2z+ 62,4 11,6 81,4
NH4* <4,0 <4,0

Cuz* 1,60 0,50 68,8
DQO 10-2 13,6 1,51 88,9
02 disuelto 2,01 5,90 193*
N total 5,40 2,94 45,6
P total 1,63 0,550 60,1
CFT 11,1 0,60 94,6
Cl- 172 45,0 73,8

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.20. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 30% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 8 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,39

CE (mS/cm) 1,32 1,01 23,5
ST (%) 0,127 0,00132 99,0
NOs- 1,95 0,682 65,0
S$0,4% 217 71,0 67,3
NO2- 0,387 0,141 63,6
Mg2z+ 62,4 12,2 80,5
NH,4* <40 <4,0

Cuz+ 1,60 0,512 68,0
DQO 10-2 13,6 1,81 86,7
02 disuelto 2,01 5,80 189*
N total 5,40 2,82 47,8
P total 1,63 0,535 67,2
CFT 11,1 0,540 95,1
Cl- 172 40,0 76,7

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.21. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 9 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 7,98

CE (mS/cm) 1,32 0,993 24,8
ST (%) 0,127 0,00142 98,9
NO3- 1,95 0,770 60,5
S$042 217 74,0 65,9
NO2- 0,387 0,172 63,4
Mg2z+ 62,4 17,3 72,3
NH4* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,60 0,730 54,4
DQO 102 13,6 2,82 79,3
02 disuelto 2,01 5,60 179*
N total 5,40 3,23 40,2
P total 1,63 0,660 59,5
CFT 11,1 0,910 91,8
Cl- 172 77,0 55,2

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.22. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 10 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,05

CE (mS/cm) 1,32 0,904 31,5
ST (%) 0,127 0,00152 98,8
NOs- 1,95 0,710 63,6
S$0,4% 217 74,7 65,6
NO;- 0,387 0,166 57,1
Mg2z+ 62,4 17,8 71,5
NH,4* <40 <4,0

Cuz* 1,60 0,770 51,9
DQO 10-2 13,6 2,75 79,8
02 disuelto 2,01 5,51 174*
N total 5,40 3,34 38,1
P total 1,63 0,630 61,4
CFT 11,1 0,871 92,2
Cl- 172 72,0 58,1

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.23. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 100% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 11 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 7,79

CE (mS/cm) 1,32 1,01 23,5
ST (%) 0,127 0,00157 98,8
NO3- 1,95 0,980 49,7
S$042 217 93,0 57,1
NO2- 0,387 0,20 48,3
Mg2z+ 62,4 32,6 47,8
NH4* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,60 0,940 41,3
DQO 102 13,6 2,87 78,9
02 disuelto 2,01 5,90 194*
N total 5,40 3,82 29,3
P total 1,63 0,710 56,4
CFT 11,1 1,59 85,7
Cl- 172 91,7 46,7

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.24. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 100% aguas de lavado de aceitunas, Exp. 12 ALA.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 6,29 8,07

CE (mS/cm) 1,32 1,08 18,2
ST (%) 0,127 0,00155 98,8
NOs- 1,95 0,977 49,9
S$0,4% 217 87,0 59,9
NO;- 0,387 0,230 40,6
Mg2z+ 62,4 31,6 49,4
NH,4* <4,0 <4,0

Cuz* 1,60 0,961 40,0
DQO 10-2 13,6 2,77 79,7
02 disuelto 2,01 6,60 228%*
N total 5,40 3,75 30,6
P total 1,63 0,720 55,8
CFT 11,1 1,72 84,5
Cl- 172 92,5 46,2

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.25. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 50% aguas
residuales urbanas, Exp. 1 ALFRU. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,20 8,12
CE (mS/cm) 6,11 4,02 34,2
ST (%) 3,11 0,0811 97,4
NO3- 19,3 5,66 70,7
S$042 217,5 59,3 72,7
NO2- 17,3 4,52 73,9
Mg2z+ 22,8 5,10 78,0
NH4* 103 74,0 28,2
Cu?z+ < 0,05 < 0,05
DQO 102 10,3 2,11 79,5
02 disuelto 2,30 9,80 326*
N total 139 44,8 67,8
P total 8,71 4,10 52,9
CFT 0,558 0,180 67,7
Cl- 822 167 79,7

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.26. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 50% aguas
residuales urbanas, Exp. 2 ALFRU. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,20 8,30
CE (mS/cm) 6,11 4,28 30,0
ST (%) 3,11 0,0882 97,2
NOs- 19,3 5,12 73,5
S$0,4% 217,5 52,1 76,0
NO;- 17,3 4,13 76,1
Mg2z+ 22,8 5,21 77,1
NH4* 103 72,5 29,6
Cuz+ < 0,05 < 0,05
DQO 10-2 10,3 2,21 78,6
02 disuelto 2,30 9,60 317*
N total 139 4-4-,0 68,3
P total 8,71 4,45 55,3
CFT 0,558 0,210 62,4
Cl- 822 159 80,7

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.27. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 30% aguas de lavado de aceites y 70% aguas
residuales urbanas, Exp. 1 ALARU. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,22 7,30

CE (mS/cm) 4,82 2,95 38,8
ST (%) 0,0981 0,00235 97,6
NO3- 24,5 4,25 82,7
S$042 114 31,2 72,6
NO2- 22,3 4,10 81,6
Mg2z+ 25,4 11,8 53,5
NH4* 146 97,0 33,7
Cuz+ 0,397 < 0,05 87,4
DQO 510 89,0 82,5
02 disuelto 3,10 6,30 103*
N total 186 45,3 75,6
P total 12,1 5,78 52,2
CFT 1,91 0,416 78,2
Cl- 623 161 74,2

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.28. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 30% aguas de lavado de aceites y 70% aguas
residuales urbanas, Exp. 2 ALARU. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,22 7,59

CE (mS/cm) 4,82 3,01 37,6
ST (%) 0,0981 0,00242 97,5
NOs- 24,5 4,12 83,2
S$0,4% 114 30,4 73,3
NO;- 22,3 3,66 83,6
Mg2z+ 25,4 10,8 57,5
NH4* 146 92,5 36,6
Cuz* 0,397 < 0,05 87,4
DQO 510 81,2 84,1
02 disuelto 3,10 6,40 106*
N total 186 4-4-,2 76,2
P total 12,1 4,99 58,8
CFT 1,91 0,422 77,9
Cl- 623 154 75,3

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.29. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 15% aguas de lavado de aceitunas, 30% aguas de
lavado de aceites y 55% aguas residuales urbanas, Exp. 1 ALFARU. Medidas realizadas al inicio
y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,21 8,70

CE (mS/cm) 3,24 2,82 13,0
ST (%) 1,72 0,00309 99,8
NOs- 18,1 8,50 53,0
S$0,4% 123 31,2 74,6
NO-- 16,2 11,6 28,4
Mgz+ 26,5 17,6 33,5
NH4* 187 84,0 55,1
Cuz* 0,407 0,151 62,9
DQO 780 291 62,7
02 disuelto 1,91 6,60 246*
N total 193 95,0 50,8
P total 9,05 6,50 28,2
CFT 6,01 1,38 77,0
Cl- 710 199 72,0

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.30. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 15% aguas de lavado de aceitunas, 30% aguas de
lavado de aceites y 55% aguas residuales urbanas, Exp. 2 ALFARU. Medidas realizadas al inicio
y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,21 8,40

CE (mS/cm) 3,24 2,73 15,7
ST (%) 1,72 0,00311 99,8
NOs- 18,1 8,21 54,6
S0,4% 123 30,7 75,0
NO;- 16,2 11,3 30,3
Mg2z+ 26,5 16,2 38,9
NH,4* 187 88,0 52,9
Cuz+ 0,407 0,156 61,7
DQO 780 275 64,7
02 disuelto 1,91 6,40 235*
N ¢otal 193 92,0 52,3
P total 9,05 5,70 37,0
CFT 6,01 1,44 76,0
Cl- 710 197 72,3

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.31. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 20% aguas de lavado de aceitunas, 30% aguas de
lavado de aceites y 50% aguas residuales urbanas, Exp. 3 ALFARU. Medidas realizadas al inicio
y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,25 8,14

CE (mS/cm) 3,31 2,92 11,8
ST (%) 1,75 0,00315 99,8
NOs- 19,5 8,75 551
S$0,4% 135 24,9 81,5
NO-- 16,8 11,2 33,3
Mgz+ 27,7 15,8 43,0
NH4* 208 94,0 54,8
Cuz* 0,411 0,205 50,1
DQO 820 280 65,8
02 disuelto 1,97 5,90 199*
N total 213 98,7 53,7
P total 10,1 4,10 59,4—
CFT 6,40 1,49 76,7
Cl- 779 240 69,2

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.32. Reducciéon en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 20% aguas de lavado de aceitunas, 30% aguas de
lavado de aceites y 50% aguas residuales urbanas, Exp. 4 ALFARU. Medidas realizadas al inicio
y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,25 8,01

CE (mS/cm) 3,31 2,87 13,3
ST (%) 1,75 0,00318 99,8
NO3- 19,5 8,21 57,9
S0,4% 135 26,2 81,0
NO;- 16,8 10,6 36,9
Mg2z+ 27,7 14,2 48,7
NH,4* 208 97,0 53,4
Cuz+ 0,411 0,201 51,1
DQO 820 275 66,5
OZ disuelto 1,97 5,82 195*
N total 213 97,2 54,4
P total 10,1 4,80 52,5
CFT 6,40 1,51 76,4
Cl- 779 244 68,7

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.33. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 1% CO, Exp. 1
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,48 8,17
CE (mS/cm) 1,69 1,46 13,6
ST (%) 2,91 0,00137 99,9
NO3- 1,55 0,152 90,2
S$042 273 58,0 78,8
NO2- 0,209 0,0342 83,6
Mg2z+ 26,2 <5,0 80,9
NH4* <4,0 <4,0
Cu?z+ < 0,05 < 0,05
DQO 632 128 79,7
02 disuelto 1,50 5,60 273*
N total 12,5 0,90 92,8
P total 0,325 0,20 38,5
CFT 0,915 0,51 44,3
Cl- 458 105 77,1

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.34. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 1% CO», Exp. 2
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,48 8,05
CE (mS/cm) 1,69 1,39 17,8
ST (%) 2,91 0,00134 99,9
NOs- 1,55 0,149 90,4
S$0,4% 273 61,0 77,7
NO;- 0,209 0,0358 82,9
Mg2z+ 26,2 <5,0 80,9
NH,4* <40 <4,0
Cuz* < 0,05 < 0,05
DQO 632 132 79,1
02 disuelto 1,50 5,20 247*
Ntotal 12,5 0,921 92,6
P total 0,325 0,242 25,5
CFT 0,915 0,485 47,0
Cl- 458 110 76,0

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.35. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 2% CO., Exp. 3
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,48 7,98
CE (mS/cm) 1,69 1,21 28,4
ST (%) 2,91 0,00161 99,9
NO3- 1,55 0,181 88,3
S$042 273 18,9 93,1
NO2- 0,209 0,102 51,2
Mg2z+ 26,2 <5,0 80,9
NH4* <4,0 <4,0
Cu?z+ < 0,05 < 0,05
DQO 632 125 80,2
02 disuelto 1,50 5,32 255*
N total 12,5 0,750 94—,0
P total 0,325 0,20 38,5
CFT 0,915 0,570 37,7
Cl- 458 96,7 78,9

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.36. Reducciéon en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 2% CO;, Exp. 4
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,48 7,88

CE (mS/cm) 1,69 1,32 21,9
ST (%) 2,91 0,00158 99,9
NO3- 1,55 0,177 88,6
S042 273 20,7 92,4
NO2- 0,209 0,104 50,2
Mg2z+ 26,2 <5,0 80,9
NH,* <4,0 <4,0

Cuz+ < 0,05 < 0,05

DQO 632 132 79,1
02 disuelto 1,50 5,40 260*
N total 12,5 0,782 93,7
P total 0,325 0,192 4-0,9
CFT 0,915 0,564 38,4
Cl- 458 96,0 79,0

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.37. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 5% CO, Exp. 5
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,48 8,19
CE (mS/cm) 1,69 0,821 51,4
ST (%) 2,91 0,00355 99,9
NO3- 1,55 0,20 87,1
S$042 273 18,9 93,1
NO2- 0,209 0,110 47,4
Mg2z+ 26,2 <50 80,9
NH4* <4, <40
Cuz+ < 0,05 < 0,05
DQO 632 172 72,8
02 disuelto 1,50 6,50 333*
N total 12,5 0,361 97,1
P total 0,325 0,1 10 66,2
CFT 0,915 0,50 45,4
Cl- 458 93,0 79,7

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.38. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 5% CO;, Exp. 6
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,48 8,11
CE (mS/cm) 1,69 0,791 53,2
ST (%) 2,91 0,00345 99,9
NO3- 1,55 0,180 88,4
S042 273 18,4 93,3
NO2- 0,209 0,142 32,1
Mg2z+ 26,2 <50 80,9
NH,* <4,0 <40
Cuz+ < 0,05 < 0,05
DQO 632 181 71,4
02 disuelto 1,50 5,80 287*
N total 12,5 0,390 96,9
P total 0,325 0,100 69,2
CFT 0,915 0,450 50,8
Cl- 458 95,0 79,3

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.39. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 10% CO», Exp. 7
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,48 7,87
CE (mS/cm) 1,69 0,306 81,9
ST (%) 2,91 0,00344 99,9
NO3- 1,55 0,120 92,3
S$042 273 17,8 93,5
NO2- 0,209 0,111 46,9
Mg2z+ 26,2 <5,0 80,9
NH4* <4,0 <4,0
Cu?z+ < 0,05 < 0,05
DQO 632 173 72,9
02 disuelto 1,50 6,20 313*
N total 12,5 0,380 97,0
P total 0,325 0,10 69,2
CFT 0,915 0,310 66,1
Cl- 458 58,0 87,3

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.40. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 10% CO, Exp. 8
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,48 7,98

CE (mS/cm) 1,69 0,301 82,2
ST (%) 2,91 0,00351 99,9
NOs- 1,55 0,122 92,1
S$0,4% 273 17,4 93,6
NO;- 0,209 0,105 49,8
Mg2z+ 26,2 <5,0 80,9
NH,4* <40 <4,

Cuz* < 0,05 < 0,05

DQO 632 158 75,0
02 disuelto 1,50 5,90 293*
N total 12,5 0,370 97,0
P total 0,325 0,108 66,7
CFT 0,915 0,280 69,4
Cl- 458 62,0 86,5

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.41. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 15% CO», Exp. 9
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,48 8,13
CE (mS/cm) 1,69 0,650 61,5
ST (%) 2,91 0,00559 99,8
NO3- 1,55 0,20 87,1
S$042 273 18,8 93,1
NO2- 0,209 0,114 45,5
Mg2z+ 26,2 <50 80,9
NH4* <4,0 <4,0
Cu?z+ < 0,05 < 0,05
DQO 632 271 57,1
02 disuelto 1,50 6,0 300*
N total 12,5 2,60 79,2
P total 0,325 0,20 38,5
CFT 0,915 0,310 66,1
Cl- 458 73,0 84,1

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.42. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas y 15% CO, Exp. 10
ALFC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,48 8,22
CE (mS/cm) 1,69 0,580 65,7
ST (%) 2,91 0,00563 99,8
NOs- 1,55 0,217 86,0
S$0,4% 273 17,9 93,4
NO;- 0,209 0,121 42,1
Mg2z+ 26,2 <5,0 80,9
NH,4* <4,0 <4,0
Cuz+ < 0,05 < 0,05
DQO 632 268 85,8
02 disuelto 1,50 5,57 271*
N total 12,5 2,54 79,7
P total 0,325 0,24—1 25,8
CFT 0,915 0,330 63,9
Cl- 458 77,0 83,2

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.43. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 1% CO», Exp. 1 ALAC.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 741 8,37

CE (mS/cm) 4,33 2,21 49,0
ST (%) 0,0766 0,00188 97,6
NO3- 0,625 0,221 64,6
S$042 165 71,0 57,0
NO2- 0,166 0,014 92,0
Mg2z+ 46,5 12,1 74,0
NH4* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,19 < 0,05 95,8
DQO 102 10,1 2,88 71,4
02 disuelto 2,05 6,70 227*
N total 1,36 0,295 78,3
P total 0,655 0,211 67,8
CFT 5,33 0,550 89,7
Cl- 62,5 14,9 76,2

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.44. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 1% CO», Exp. 2 ALAC.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,41 8,22

CE (mS/cm) 4,33 2,18

ST (%) 0,0766 0,00185 97,6
NOs- 0,625 0,210 66,4
S$0,4% 165 68,0 58,8
NO;- 0,166 0,0171 89,7
Mg2z+ 46,5 11,8 74,6
NH,4* <4,0 <4,0

Cuz* 1,19 < 0,05 95,8
DQO 10-2 10,1 2,78 72,4
02 disuelto 2,05 6,52 218*
N total 1,36 0,299 78,0
P total 0,655 0,209 68,1
CFT 5,33 0,510 90,4
Cl- 62,5 15,3 75,5

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.45. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 2% CO, Exp. 3 ALAC.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm3 mg dm-3 %

pH 7,41 8,26

CE (mS/cm) 4,33 2,13 50,8
ST (%) 0,0766 0,00166 97,8
NO3- 0,625 0,120 80,8
S$042 165 78,0 52,7
NO2- 0,166 0,0121 92,7
Mg2z+ 46,5 12,3 73,6
NH4* <4, <40

Cuz+ 1,19 0,0501 95,8
DQO 102 10,1 1,36 86,5
02 disuelto 2,05 6,80 232*
N total 1,36 0,168 87,7
P total 0,655 0,185 71,8
CFT 5,33 0,520 90,2
Cl- 62,5 9,01 85,6

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.46. Reducciéon en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 2% CO», Exp. 4 ALAC.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,41 8,22

CE (mS/cm) 4,33 2,10 51,5
ST (%) 0,0766 0,00167 97,8
NO3- 0,625 0,115 81,6
S042 165 71,0 56,7
NO2- 0,166 0,0111 93,3
Mg2z+ 46,5 12,2 73,8
NH,* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,19 0,0505 95,8
DQO 102 10,1 1,41 86,0
02 disuelto 2,05 7,20 251*
N total 1,36 0,154 88,7
P total 0,655 0,181 72,4
CFT 5,33 0,60 88,7
Cl- 62,5 9,11 85,4

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.47. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 5% CO>, Exp. 5 ALAC.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm3 mg dm-3 %

pH 7,41 8,05

CE (mS/cm) 4,33 2,81 35,1
ST (%) 0,0766 0,00188 97,5
NO3- 0,625 0,094 85,0
S$042 165 72,0 56,3
NO2- 0,166 0,0112 93,2
Mg2z+ 46,5 13,1 71,8
NH4* <4, <40

Cuz+ 1,19 < 0,05 95,8
DQO 102 10,1 1,20 88,1
02 disuelto 2,05 6,80 232*
N total 1,36 0,081 94—,0
P total 0,655 0,095 85,5
CFT 5,33 0,390 92,7
Cl- 62,5 6,10 90,2

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.48. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 5% CO», Exp. 6 ALAC.
Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,41 8,01

CE (mS/cm) 4,33 2,88 33,5
ST (%) 0,0766 0,00184 97,6
NOs- 0,625 0,091 85,4
S$0,4% 165 71,0 57,0
NO;- 0,166 0,010 94,5
Mg2z+ 46,5 12,4 73,3
NH,4* <40 <4,0

Cuz* 1,19 < 0,05 95,8
DQO 10-2 10,1 1,15 88,6
02 disuelto 2,05 6,60 222%*
N total 1,36 0,080 94,1
P total 0,655 0,092 86,0
CFT 5,33 0,290 94,6
Cl- 62,5 6,30 89,9

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.49. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 10% CO», Exp. 7
ALAC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %
pH 7,41 8,7
CE (mS/cm) 4,33 2,95 31,9
ST (%) 0,0766 0,00285 96,3
NO3- 0,625 0,0524 91,6
S$042 165 62,0 50,3
NO2- 0,166 0,011 93,4
Mg2z+ 46,5 12,5 73,1
NH4* <4,0 <4,0
Cuz+ 1,19 < 0,05 95,8
DQO 102 10,1 1,12 88,9
02 disuelto 2,05 6,20 202*
N total 1,36 0,052 96,2
P total 0,655 0,051 92,2
CFT 5,33 0,250 95,3
Cl- 62,5 5,60 91,0

*Generacidn de oxigeno.

Tabla E.50. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 10% CO, Exp. 8
ALAC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,41 8,82

CE (mS/cm) 4,33 2,90 33,0
ST (%) 0,0766 0,00293 96,2
NOs- 0,625 0,0492 92,1
S$0,4% 165 65,0 60,1
NO;- 0,166 0,0121 92,7
Mg2z+ 46,5 13,6 70,8
NH,4* <4,0 <4,

Cuz* 1,19 < 0,05 95,8
DQO 10-2 10,1 1,02 89,9
02 disuelto 2,05 6,80 232*
N total 1,36 0,050 96,3
P total 0,655 0,0519 92,0
CFT 5,33 0,302 94,3
Cl- 62,5 5,40 91,4

*Generacion de oxigeno.



MURAD IRSHIED MAAITAH

Tabla E.51. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 15% CO», Exp. 9
ALAC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 741 8,55

CE (mS/cm) 4,33 2,11 51,3
ST (%) 0,0766 0,00376 95,1
NO3- 0,625 0,071 88,6
S$042 165 87,0 47,3
NO2- 0,166 0,0124 92,5
Mg2z+ 46,5 14,6 68,6
NH4* <4,0 <4,0

Cuz+ 1,19 < 0,05 95,8
DQO 102 10,1 2,78 72,4
02 disuelto 2,05 6,0 193*
N total 1,36 0,250 81,6
P total 0,655 0,30 54,2
CFT 5,33 0,330 93,8
Cl- 62,5 6,10 90,2

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.52. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceites y 15% CO, Exp. 10
ALAC. Medidas realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,41 8,25

CE (mS/cm) 4,33 2,31 46,7
ST (%) 0,0766 0,00371 95,2
NO3- 0,625 0,065 89,6
S042 165 87,8 46,8
NO2- 0,166 0,0151 90,9
Mg2z+ 46,5 13,6 70,8
NH,* <4,0 <40

Cuz+ 1,19 < 0,05 95,8
DQO 102 10,1 2,69 73,3
02 disuelto 2,05 5,90 188*
N total 1,36 0,242 82,2
P total 0,655 0,311 52,5
CFT 5,33 0,343 93,6
Cl- 62,5 6,89 89,0

*Generacion de oxigeno.
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Tabla E.53. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas, 30% aguas de
lavado de aceites, 50% aguas residuales urbanas y 10% CO;, Exp. 1 ALFARUC. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Pariametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,10 8,29

CE (mS/cm) 6,32 4,55 28,0
ST (%) 1,91 0,0071 99,6
NOs- 20,1 6,28 68,80
S$0,4% 217,5 136 37,5
NO-- 28,8 0,181 99,4
Mgz+ 29,7 <5,0 83,2
NH4* 110 <4,0 96,4
Cuz* 0,478 < 0,05 89,5
DQO 10-2 18,3 2,59 85,8
02 dgisuelto 2,90 5,60 93,1*
N total 146 4-,20 97,1
P total 10,2 3,51 65,6
CFT 2,46 0,210 91,5
Cl- 851 77,0 91,0

*Generacion de oxigeno.

Tabla E.54. Reduccién en los contenidos de compuestos contaminantes y de los parametros fisico-
quimicos en el cultivo realizado usando 50% aguas de lavado de aceitunas, 30% aguas de
lavado de aceites, 50% aguas residuales urbanas y 10% CO;, Exp. 2 ALFARUC. Medidas
realizadas al inicio y al final del cultivo

Parametro [ ]inicial [ ]final Eliminado
mg dm-3 mg dm-3 %

pH 7,10 8,21

CE (mS/cm) 6,32 4,61 27,1
ST (%) 1,91 0,00631 99,7
NOs- 20,1 5,0 75,1
S0,4% 217,5 133 38,9
NO;- 28,8 0,16 99,4
Mg2z+ 29,7 <5,0 83,2
NH,4* 110 <4,0 96,4
Cuz+ 0,478 < 0,05 89,5
DQO 10-2 18,3 2,55 86,1
02 gisuelto 2,90 5,90 103*
N total 146 3,90 97,3
P total 10,2 3,78 62,9
CFT 2,46 0,280 88,6
Cl- 851 80,0 90,6

*Generacion de oxigeno.
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