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Resumen

El incremento en las Ultimas décadas del uso de combustibles y productos derivados de la industria
petroquimica ha derivado en el aumento de la contaminacidn de nuestro planeta, tanto a nivel de
emisiones en la atmosfera como en la acumulacién de residuos no degradables. Por ese motivo, la
investigacidon y desarrollo de nuevas tecnologias para la produccion de biocombustibles y

biomateriales ha aumentado en los ultimos afios.

En el presente trabajo se estudia como los nutrientes afectan a las poblaciones de cianobacterias
del suelo en la produccién de carbohidratos, polimeros aptos para producir bioetanol, y a la
produccion de polihidroxibutirato (PHB), también conocido como bioplastico. Para lograr el estudio
se realizan diferentes ensayos experimentales usando fotobiorreactores cilindricos verticales
usando cultivos mixtos de cianobacterias tanto en aguas residuales como en medios sintéticos. En
los experimentos se usan diferentes tiempos de retencidn hidraulica y distintos modos de

operacién, en semicontinuo y en batch.

Los resultados de los experimentos demuestran que la diversidad cianobacteriana varia en funcion
del medio de cultivo, la alimentacién, el nutriente limitado y el modo de operaciéon. También se
observa que la limitacién de nutrientes permite la produccion de carbohidratos de hasta el 40% y
una produccién de PHB que no supera el 4%. Es en los casos en que el fosforo es el nutriente

limitante es cuando se consiguen estas maximas de produccion.
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Resum

L'increment en les Ultimes decades de I'Us de combustibles i productes derivats de la industria
petroquimica ha derivat en l'augment de la contaminacié del nostre planeta, tant a nivell
d'emissions atmosferiques com en l'acumulacié de residus no degradables. Per aquest motiu, la
investigacié i desenvolupament de noves tecnologies per a la produccié de biocombustibles i

biomaterials ha augmentat en els darrers anys.

En el present treball s'estudia com els nutrients afecten a les poblacions de cianobacteris del sol en
la produccié de carbohidrats, polimers aptes per produir bioetanol, i com afecten a la produccié de
polihidroxibutirat (PHB), també conegut com bioplastic. Per dur a terme I'estudi es realitzen
diferents assaigs experimentals usant fotobiorreactors cilindrics verticals usant cultius mixtes de
cianobacteris tant en aiglies residuals com en medis sintétics. En els experiments es fan servir

diferents temps de retencié hidraulica i diferents maneres d'operacid, en semicontinu i en batch.

Els resultats dels experiments demostren que la diversitat cianobacteriana varia en funcié del medi
de cultiu, de 'alimentacid, del nutrient limitat i de la manera d'operacié. També s'observa que la
limitacié de nutrients permet la produccié de carbohidrats de fins al 40% i una produccié de PHB
que no supera el 4%. Es en els casos en que el fosfor és el nutrient limitant és quan s'aconsegueixen

aquestes maximes de produccid.
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Abstract

The increase in recent decades of the use of fuels and products derived from the petrochemical
industry has led to an increase in the pollution of our planet, both in terms of emissions in the
atmosphere and in the accumulation of non-degradable waste. For this reason, the research and
development of new technologies for the production of biofuels and biomaterials has increased in

recent years.

In this work we study how nutrients affect soil cyanobacterial populations in the production of
carbohydrates, polymers capable of producing bioethanol, and the production of
polyhydroxybutyrate (PHB), also known as bioplastic. To achieve the study, different experimental
tests are carried out using vertical cylindrical photobiorreactors using mixed cultures of
cyanobacteria in both wastewater and synthetic medium. In the experiments, different hydraulic

retention times and different modes of operation are used, in semi-continuous and in batch.

The results of the experiments show that the cyanobacterial diversity varies depending on the
culture medium, the feeding, the limited nutrient and the mode of operation. It is also observed
that the limitation of nutrients allows the production of carbohydrates of up to 40% and a
production of PHB that does not exceed 4%. It is in the cases in which phosphorus is the limiting

nutrient is when these production maxims are achieved.
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1. Introduccion

En las ultimas décadas se ha producido un aumento del uso de combustibles y productos derivados
de la industria petroquimica y otras fuentes de energia no renovables. Esta practica tiene como
consecuencias la contaminacion del planeta. Las emisiones de contaminantes a la atmosfera,
sobretodo derivadas de los combustibles fdsiles, ha aumentado en los Ultimos tiempos y la cantidad
de residuos acumulados, entre ellos el plastico, es cada vez mayor. Los pldsticos se han convertido
en uno de los materiales mas usados a nivel mundial y su acumulacidén, debida a la incorrecta

gestion, deriva en grandes amenazas para los seres vivos (Balaji, 2013).

Debido a los efectos negativos que comportan sobre el planeta y a modo de reemplazarlos, han
sido sujeto de estudio y desarrollo energias alternativas como los biocombustibles y el biogas, asi
como nuevas tecnologias sostenibles para obtener bioproductos, como los bioplasticos, con

emisiones de carbono neutras a la atmosfera.

En este contexto, se ha prestado especial atencidn a las cianobacterias debido a su capacidad de
sintetizar una gran variedad de compuestos bioactivos y otros metabolitos valiosos. Las
cianobacterias son capaces de sintetizar y almacenar polisacaridos como los carbohidratos y la
capacidad de acumular polihidroxibutirato (Arias et al., 2018). Por ese motivo, los microorganismos
que realizan la fotosintesis oxigénica, incluidas las cianobacterias y las microalgas, han atraido la

atencién como una fuente de carbono alternativa para las biorrefinerias (Aikawa et al., 2014).

El glucégeno, procedente de los carbohidratos, constituye el sustrato principal y mds adecuado para
la generacién de biocombustibles, principalmente a través de la fermentacién anaerdbica, la
digestidn anaerdbica y las tecnologias de biohidrogeno (Aikawa et al., 2015). En comparacion con
otras plantas o algas verdes que producen carbohidratos, producir glucégeno mediante las
cianobacterias es ventajoso ya que éstas, al no disponer de pared celular de celulosa, no requieren

pretratamientos adicionales que encarecen la extraccidon del producto (Nozzi et al., 2013).

Por otro lado, el polihidroxibutirato (PHB) es un poliéster sintetizado que al ser biodegradable y
tener unas caracteristicas similares a las del plastico, se considera como una alternativa
prometedora a los plasticos derivados del petréleo. Ademas se obtiene por procesos fotoautdtrofos

en los que las cianobacterias captan el didxido de carbono, un gas de efecto invernadero, de modo

‘yEscoIa de Camlns
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gue se evita su emision a la atmosfera (Balaji, 2013). A pesar de que su obtencién mas comun se
realiza por procesos fermentativos, éstos requieren la adicion de una gran cantidad de carbono
organico exdgeno y un suministro continuo de oxigeno. Por este motivo, actualmente la produccién

de PHB bacteriano resulta mucho mas cara que la de los plasticos tradicionales (Panda, 2006).

Debido a que la mayoria de estudios relacionados con la produccién de PHB y carbohidratos
mediante cianobacterias se han basado en cultivos puros o genéticamente modificados utilizando
sustratos estériles, el costo de produccién es elevado y tampoco permite la competencia con los
combustibles i plasticos tradicionales (Arias et al., 2018). Por ese motivo, se buscan enfoques
alternativos a los cultivos para que sean mas sostenibles en la produccién de los metabolitos.
Diferentes autores (Van den Hende, 2016; Arias et al., 2017) demuestran que una alternativa al uso
de cultivos puros con sustratos estériles podria ser el uso de cultivos mixtos de aguas residuales
dominados por cianobacterias. Sin embargo, la producciéon de metabolitos en este tipo de cultivo

sigue siendo limitada.

En estudios recientes de estrategias de acumulacién de estos metabolitos se ha demostrado que
las concentraciones intracelulares de PHB o glucdgeno en cianobacterias podrian mejorarse
modificando factores ambientales y de cultivo tales como la temperatura, el pH, la disponibilidad
de carbono inorganico, la concentracion de nutrientes y la disponibilidad de luz (Khajepour, 2015).
Entre estas condiciones, la limitacion de nutrientes es el enfoque mas utilizado y se ha demostrado
que la falta de nitrégeno y fosforo en los medios de alimentacién conduce a un aumento tanto de

PHB como de contenido de carbohidratos (Arias et al., 2018).

Por ese motivo y siguiendo la linea de estudio de los articulos revisados, lo que se pretende
conseguir en ese trabajo es identificar como afecta la limitacién de nutrientes, en concreto el
nitrégeno vy el fosforo, en las poblaciones de cianobacterias y como esta limitacidn afecta en la
produccion de carbohidratos y PHB por parte de estas cianobacterias tanto en aguas residuales

como en medios sintéticos.
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2. Objetivos

2.1. Objetivos generales

El objetivo general del presente trabajo es el de evaluar las dindmicas microbianas en un sistema
dominado por cianobacterias del suelo tanto en un proceso de tratamiento de aguas residuales
como en medios sintéticos con el fin de ver su efecto sobre la producciéon de polimeros, bajo

diferentes condiciones y modos de operacién.

Para la realizacién de dicho objetivo el trabajo se dividié en dos partes.

2.2. Objetivos particulares

En una primera parte (bloque 1), el objetivo es el de estudiar los efectos que producen los
nutrientes en las dindmicas microbianas en un proceso de tratamiento de aguas residuales con
cianobacterias del suelo y su efecto en la produccién de carbohidratos y PHB. Para ello se realizan
dos experimentos llevados a cabo en dos reactores operados en modo semicontinuo en los que se

les modifica la carga de nutrientes del efluente y los tiempos de retencién hidraulica.

En la segunda parte (bloque 2), se busca determinar el efecto de la limitacién de fésforo (P) y
nitrogeno (N) en las dindmicas microbianas y en la produccion de polimeros (carbohidratos y PHB)
en un reactor batch con condiciones de exceso de carbono. Para conseguirlo se realizan tres

experimentos compuestos por dos reactores cada uno.
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3. Cianobacterias

Las cianobacterias (figura 1) son microorganismos procariotas fotosintéticos que forman parte del
dominio de las bacterias y son capaces de sintetizar clorofila. Se han caracterizado por su capacidad
de formar la ficocianina, un pigmento que le da el color azulado. Por ese motivo las cianobacterias

también son conocidas como algas verdeazuladas (Whitton y Potts, 2000).

.
.
.
r

Figura 1: Cianobacterias observadas en microscopio dptico a) 100X, b) 1000X (Fuente propia)

La mayoria de las cianobacterias son fotoautdtrofas aerdbicas. Sus procesos de vida requieren solo
agua, didéxido de carbono, sustancias inorganicas y luz. La fotosintesis es su principal modo de
metabolismo energético. En el ambiente natural, sin embargo, se sabe que algunas especies

pueden sobrevivir largos periodos en completa oscuridad.

Las cianobacterias pueden ser consideradas el grupo mas importante de organismos que se han
originado en nuestro planeta ya que han sido cruciales en la evolucion de los seres vivos en la Tierra.
Sus adquisiciones evolutivas determinaron el camino evolutivo de todo el resto de organismos.

Podria decirse que son los predecesores de todo el reino vegetal (Peleato, 2011).

Las cianobacterias son de gran interés en la biotecnologia. Su capacidad para fijar el diéxido de
carbono gracias a la fotosintesis los convierte en microorganismos realmente aptos para la
produccion industrial y ecolégica de diferentes productos quimicos y biocombustibles. Ademas, en
comparacién con las bacterias heterotroéficas, tienen unos requerimientos nutricionales menos
complejos y son eficientes en la conversién de luz solar en biomasa en comparacién con las plantas.

Esta caracteristica hace que el costo de produccion de su biomasa sea menor (Lau et al., 2015).
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3.1. Fotosintesis

Las cianobacterias realizan la fotosintesis oxigénica, una modalidad de fotosintesis en el que el agua
es el donante primario de electrones y que, por lo tanto, se libera oxigeno como subproducto. Estas
poseen dos tipos de centros de reaccidn, PS |y PS Il, en su aparato fotosintético (Mur, Skuberg y

Utkilen, 1999).

Los pigmentos fotosintéticos de las cianobacterias se encuentran en los tilacoides (figura 2) que se
encuentran libres en el citoplasma cerca de la periferia celular. Los colores de las celdas varian de
azul verdoso a violeta rojo. El verde de la clorofila generalmente estd enmascarado por

carotenoides y pigmentos accesorios (ficobiliproteinas).

Estroma ADP + pi H™ ATP
Luz

Membrana
del tilacoide

2
2H,0 oy Ht H* H*
+ H H* +
Limen del 0, H' H
tilacoide FOTOSISTEMA Il COMPLEJO FOTOSISTEMA 1 NADP  COMPLEIO
CITOCROMO bé6/f REDUCTASA  ATP sintasa

Figura 2: Esquema de la fase luminosa de la fotosintesis que se produce en los tilacoides (Universidad de Vigo, 2018)

La capacidad de crecimiento continuo fotosintético en presencia de oxigeno, junto con tener agua
como donante de electrones para la reduccién de CO,, permite a las cianobacterias colonizar una

amplia gama de nichos ecoldgicos (Whitton y Potts, 2000).

3.2. Habitat

Debido a la antigliedad de las cianobacterias, éstas han sido capaces de colonizar ambientes muy
diferentes. Pueden encontrarse en aguas continentales o marinas, suelos, cortezas de arboles,
charcos, catacumbas, cubiertas de barcos, refrigeradores de aires acondicionados, duchas,

desaglies, cisternas, refrigeradores, aguas residuales... (Peleato, 2011).
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Otra caracteristica notable es su capacidad para sobrevivir temperaturas extremadamente altas y
bajas. Las cianobacterias son habitantes de fuentes termales, de arroyos de montaia, de lagos

articos y antarticos y de la nieve y el hielo (Mur et al., 1999).

3.2.1. Suelo terrestre

Las especies que son capaces de vivir en el suelo y otros habitats terrestres tanto himedos (figura
3) como aridos. Tienen un papel importante en los procesos funcionales de los ecosistemas,
participan en la oxigenacién del suelo, y en el ciclo de los nutrientes, son fijadoras del nitrégeno
libre (Whitton y Potts, 2000). Ademas, tienen una capacidad impresionante para colonizar sustratos

infértiles, como la ceniza volcdnica, la arena del desierto y las rocas (Mur et al., 1999).

Figura 3: Acumulacion de cianobacterias y microalgas en suelo encharcado (N.D.)

Las cianobacterias también forman asociaciones simbidticas con animales y plantas. Existen
relaciones simbidticas con, por ejemplo, hongos, briéfitos, pteridoéfitos, gimnospermas y

angiospermas (Mur et al., 1999).
3.2.2. Ambientes acuaticos

Los habitats prominentes de las cianobacterias son ambientes limnicos (agua dulce) y marinos
(halofilas). Florecen en agua salada, salobre o fresca, en manantiales frios y calientes, y en
ambientes donde no pueden existir otras microalgas. La mayoria de las formas marinas crecen a lo
largo de la costa como vegetacidn bentdnica en la zona entre las marcas de marea alta y baja. Las
cianobacterias son uno de los principales componentes del plancton marino y, por lo tanto, tienen

una distribucion global (Mur et al., 1999).
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También existen varias especies de agua dulce que son capaces de resistir concentraciones
relativamente altas de cloruro de sodio. Las localidades de agua dulce con diversos estados tréficos
son los habitats prominentes de las cianobacterias. Numerosas especies caracteristicamente
habitan, y en ocasiones pueden dominar, aguas cercanas a la superficie (zona fdtica) y zonas
profundas (zona eufdtica) de los lagos. También hay cianobacterias que colonizan las superficies
uniéndose a rocas o sedimentos, a veces formando esteras que pueden desgarrarse y flotar hacia

la superficie (Whitton y Potts, 2000).

3.3. Anatomia y morfologia

Comparado con otros procariotas, las cianobacterias pueden ser de tamaifio mas grande y poseen
una compleja morfologia. Pueden ser unicelulares, filamentosas, ramificadas o no, coloniales... y
con gran variacién en el tamano. Pueden también formar colonias con diferente grado de

complejidad.

Las cianobacterias tienen una caracteristica que muy pocos procariotas poseen: la capacidad de
llevar a cabo diferenciacion celular. Esta diferenciaciéon, que supone una expresidon génica
diferencial, lleva a la generacidn de células especializadas, como por ejemplo, los heterocistes

(figura 4).

Estos se encuentran distribuidos a lo largo o al final de los filamentos y son células especializadas
mds grandes y de pared engrosada con capas de glicolipidos y polisacaridos especificos, intercaladas
en los filamentos para evitar la entrada del oxigeno generado por células vegetativas vecinas. En
estas células se lleva a cabo la fijacion de nitrédgeno por la enzima nitrogenasa, que solo es activa en

ambiente anaerdbico (Peleato, 2011).

Otro tipo de células especializadas son los acinetos (figura 4), células de resistencia, formadas a
partir de una o mas células después de almacenar las sustancias de reserva oportunas. Son mas
longevos que las células vegetativas. Su envoltura es muy gruesa, con muchas capas. Germinan
después de un periodo desfavorable. La posicién de los acinetos en el tricoma, su morfologia y el
tipo de germinacion pueden ser caracteristicos de las especies e incluso del género (Cirés y

Quesada, 2011).
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Figura 4: Cianobacteria con heterociste y acineto (Higelmo, 2011)

Otro ejemplo de la complejidad de las cianobacterias es la capacidad de adaptacién cromaticay la
respuesta a las distintas longitudes de onda. Son capaces de desencadenar una serie de cascadas
de regulacion génica que permite adaptar su fisiologia a las circunstancias ambientales. Ademas, en
relacidn con esta adaptacion cromatica, algunas cianobacterias poseen unas vesiculas de gas, es
decir, unos sistemas de flotacion que les permite moverse verticalmente y posicionarse en zonas

cercanas a la superficie donde la luz es mas intensa y hay mas presencia de CO, (Peleato, 2011).

3.4. Taxonomia

A pesar de que la taxonomia de las cianobacterias se encuentra todavia en revisién por la dificultad
que supone su clasificacion, en el libro de B. A. Whitton & M. Potts (2000), se sugiere la siguiente
clasificacién segun cinco érdenes distintos en funcidn de si se consideran como filamentosas o no:
- No-Filamentosas
o Orden Chroococcales. Unidades de células unicelulares o no filamentosas
unidas por una pared exterior o una matriz similar a un gel. Se reproducen por
division binaria en uno, dos o tres planos, simétrica o asimétrica; o por
gemacion.
o Orden Pleurocapsales. Unidades de células unicelulares o no filamentosas

unidas por una pared exterior o una matriz similar a un gel. Reproduccion por
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fisiones multiples internas con produccién de células hijas mas pequefias que
las originales; o por una mezcla de fisién multiple y fisién binaria
- Filamentosas
o Orden Oscillatoriales. Division binaria. No presentan heterocistes.
O Orden Nostocales. Division binaria. Presentan heterocistes.

o Orden Stigonematales. Divisidn binaria. Presentan ramificacion verdadera.
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4. Cultivo de las cianobacterias

4.1.

Condiciones de cultivo

El crecimiento de las cianobacterias depende de diferentes factores fisicos, quimicos y biolégicos.

Los principales factores se detallan a continuacién:

UPC

La intensidad de la luz. La luz es necesaria para que las cianobacterias puedan realizar
la fotosintesis pero muchas de ellas son sensibles a periodos prolongados de altas
intensidades de luz. Las exposiciones prolongadas a intensidades de luz de 320 pE/m?s
son letales para muchas especies. Sin embargo, si se exponen intermitentemente a esta
alta intensidad de luz, las cianobacterias crecen a su velocidad maxima aproximada (Mur

etal., 1999).

Un rango de longitud de onda adecuado para el crecimiento de las cianobacterias es de
entre 400 nm y 700 nm. Si la intensidad es demasiado baja, la luz se convierte en un
factor limitante, que por supuesto es indeseable. Una intensidad de luz demasiado alta,
por otro lado, puede conducir a la fotoinhibicién. Esto generalmente significa que las
cianobacterias ya no pueden reparar el fotosistema Il (PSIl), lo que conduce a una

pérdida en la actividad del complejo (Drosg et al., 2015).

Para evitar que las cianobacterias permanezcan en la oscuridad permanentemente, es

necesario crear un flujo turbulento al reactor que se consigue mediante agitacién.

Las cianobacterias se caracterizan ademas por un balance energético favorable. Su
constante de mantenimiento es baja, lo que significa que requieren poca energia para
mantener la funcién y la estructura de la célula. Como resultado de esto, las
cianobacterias pueden mantener una tasa de crecimiento relativamente mas alta que
otros organismos de fitoplancton cuando las intensidades de luz son bajas. Por lo tanto,
las cianobacterias tendran una ventaja competitiva en los lagos turbios debido a

crecimientos densos de otro fitoplancton (Mur et al., 1999).
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- Temperatura. Aunque las cianobacterias son capaces de vivir en un rango de
temperatura que va des de los 42C a los 759C, la mayoria de éstas logran tasas de
crecimiento mdaximas a temperaturas superiores a 259C. Estas temperaturas éptimas

son mas altas que las de las algas verdes y las diatomeas (Mur et al., 1999).

- pH. La mayoria de las cianobacterias tienen su éptimo de crecimiento entre pH 7,5y pH
10 y nunca pueden crecer por debajo de pH 4-5. El pH éptimo para la tasa méxima de
crecimiento no se puede generalizar ya que varia de una cepa a otra y depende de su

entorno natural (Drosg et al., 2015).

- Carbono. Al ser organismos fotoautétrofos necesitan una fuente de carbono inorganico,
principalmente en la forma de uno de los iones disueltos disociados de CO,. Las
cianobacterias fijan el carbono a través del ciclo de Calvin impulsado por la energia
obtenida de la fotosintesis. La dosificacion de carbono, a través de aireadores de
burbujas, puede afectar al pH. Por lo tanto, es importante controlar que el valor de pH

no esté fuera del rango éptimo para el crecimiento de las cianobacterias.

Si se usa diéxido de carbono como Unica fuente de carbono para la produccién de
microalgas, se evita que este gas se emita directamente a la atmdsfera. Es una practica
que ademas de econdmica, reduce la emision de CO,, gas de efecto invernadero, a la

atmosfera (Drosg et al., 2015).

- Fésforo y nitrogeno. Los datos experimentales han demostrado que la afinidad de
muchas cianobacterias por el nitrégeno o el fésforo es mayor que para muchos otros
organismos fotosintéticos. Esto significa que pueden competir con otros organismos de

fitoplancton en condiciones de limitacién de fésforo o nitrégeno.

Una baja proporcidn entre las concentraciones de nitrégeno y fésforo puede favorecer
el desarrollo de las floraciones de cianobacterias. Una comparaciéon entre las
proporciones dptimas de N:P para las algas eucarioticas (16-23 moléculas N: 1 molécula
de P) con las tasas 6ptimas para las cianobacterias (10-16 moléculas N: 1 molécula P),

muestra que la relacién es menor para cianobacterias (Mur et al., 1999).
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4.2,

Tasa de crecimiento: La tasa de crecimiento de las cianobacterias suele ser mucho mas
baja que la de muchas especies de algas. A 20 ° C y saturacion ligera, la mayoria de las
cianobacterias planctdonicas comunes alcanzan tasas de crecimiento de 0,3-1,4
duplicaciones por dia, mientras que las diatomeas alcanzan 0,8-1,9 duplicaciones por
dia y se han observado tasas de crecimiento de hasta 1,3-2,3 duplicaciones por dia en
algas verdes. Las tasas de crecimiento lentas requieren largos tiempos de retencién de
agua para permitir la formacién de cianobacterias. Por lo tanto, las cianobacterias no

florecen en el agua con tiempos de retencion cortos (Mur et al., 1999).

Estabilidad de la poblacidon. Las cianobacterias son atacadas por virus, bacterias y
actinomicetos, pero la importancia de estos enemigos naturales para la descomposicion
de las poblaciones no se conoce bien. Debido a que tienen pocos enemigos naturales, y
su capacidad de regulacion de la flotabilidad que evita la sedimentacién, las tasas de
pérdida de poblaciones de cianobacterias son generalmente bajas. Por lo tanto, sus
tasas de crecimiento lento se ven compensadas por la alta prevalencia de las

poblaciones una vez se han establecido (Mur et al., 1999).

Fotobiorreactores

Las cianobacterias se cultivan en fotobiorreactores, un tipo de reactores usados para el cultivo de

microorganismos fotoautdtrofos de modo que puedan realizar las reacciones fotobioldgicas.

4.2.1.

Tipos de fotobiorreactores

A grandes rasgos, se puede decir que existen dos formas para cultivar dichos microorganismos:

N\
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Sistemas abiertos. Cultivo en estanques abiertos que se usa principalmente para el
tratamiento de agua residual. Los sistemas de cultivo abierto se pueden dividir en dos
sistemas principales: estanques circulares y estanques de canalizacién.

Sistemas cerrados. El uso de estos sistemas estd destinado principalmente al cultivo y
crecimiento de microorganismos. Existen varios tipos de fotobiorreactores de sistemas
cerrados. Los mds comunes son los reactores tubulares, los reactores laminar o de panel

plano y los fotobiorreactores de cilindros verticales.
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Para el desarrollo de los experimentos del presente trabajo se usaron dos tipos distintos de
reactores verticales de columna, fotobiorreactores que se clasifica dentro de los sistemas cerrados

(figura 5).

Figura 5: Dos tipos de fotobiorreactor vertical de columna (Fuente propia)

Los reactores verticales de columna son simples reactores cilindricos transparentes. El principal
beneficio de este tipo de reactor es que se consigue una buena mezcla del contenido, un buen
control de la temperatura y una baja fotoinhibicién y fotooxidacién. El problema de esos reactores
es que la disponibilidad de luz en este tipo de columnas estd influenciada por la velocidad de

aireacion, las acumulaciones de gas y la velocidad del liquido.
4.2.2. Operacion de los fotobiorreactores

Los tipos de alimentacidn mas usados en los fotobiorreactores son en modo continuo,
semicontinuo, por lotes y de forma secuencial.

- Continuo: en este tipo de operacién, el influente se introduce todo el tiempo en el
reactor y el contenido del reactor emerge continuamente.

- Semicontinuo: esta forma de operacidn consiste en una extraccién parcial del contenido
del reactor y el reemplazo de nuevas soluciones de nutrientes cada cantidad definida de
tiempo para lograr el tiempo de retencion hidrdulica definido.

- Lotes: estos reactores se inoculan en el momento inicial y todo el contenido del reactor

se extrae después de una cantidad definida de tiempo.
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- Reactor discontinuo secuencial: esta forma de operacién es muy utilizada en el
tratamiento de aguas residuales. Estos reactores tienen la capacidad de tener diferentes
tiempos de retencion hidrdulica y de sélidos. Su funcionamiento consiste en 5 fases.

1. Llenado: donde se introducen los nutrientes en el reactor
2. Reaccién: suceden todas las reacciones bioquimicas
Sedimentacidn: se detiene la agitacidn y se asienta la biomasa del cultivo

Descarga: Parte del liquido sobrenadante se extrae

vk W

Inactivo: es el tiempo entre la decantacién y el llenado

Para la correcta operacidn de los fotobiorreactores, se tienen que tener en cuenta dos conceptos
genéricos para comprender las diferencias entre las operaciones de los reactores: el tiempo de
retencidn hidraulica y el tiempo de retencidn de sélidos.
- Tiempo de retencidon hidrdulica del reactor (TRH): es el tiempo promedio que un
compuesto permanece dentro del reactor.
- Tiempo de retencidn de sélidos del reactor (TRS): es el tiempo promedio que la biomasa

estd dentro del reactor.

4.3. Cultivo de las cianobacterias en aguas residuales para la produccion

de bioproductos

Cultivar cianobacterias en aguas residuales es una de las opciones mas econédmicas ya que las aguas
residuales son fuentes ricas en nitrogeno y fosforo (Balaji et al., 2013). En estos cultivos las especies
de cianobacterias pueden variar. A continuacidn se describen las especies mas comunes que se han
detectado en los cultivos realizados del presente trabajo (Streble y Krauter, 1987).
* Pseudanabaena sp. (figura 6): organismos filamentosos, generalmente solitarios o
aglomerados en esteras muy finas. Miden alrededor de 0.8-3 um de ancho y no son muy

largos. Pueden ser de color azulverdoso a rojo.
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Figura 6: Pseudanabaena sp. (Fuente propia)

* Aphanocapsa sp. (figura 7): organismos mas o menos esféricos y de tamafo pequefio
(0.2-2 um). Forman colonias microscdpicas. Las coloraciones de las celdas varian de gris,

verde oliva, azul verdoso brillante y, a veces, pueden parecer incoloras.

Figura 7: Aphanocapsa sp. (Fuente propia)

* Nostoc sp. (figura 8): organismos que forman colonias esféricas compuestas por
filamentos. Estos filamentos se componen a su vez de células esféricas o con forma de
barril. Son de color azul verdoso o verde oliva. Las colonias esféricas pueden llegar a

tener 30-50 cm de diametro.
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Figura 8: Nostoc sp. formando una colonia y detalle de una cadena (Fuente propia)

* Oscillatoria sp. (figura 9): organismos filamentosos procariotas fotosintéticos. Presentan
septos transversales que son generalmente visibles bajo microscopia éptica. La cubierta

suele ser casi invisible. No muestran ramificacién ni formacion de heterocistes.

Figura 9: Oscillatoria sp. (Fuente propia)

* Tolypothrix sp. (figura 10): cianofito filamentoso de aproximadamente 11 um de
diametro dentro de una vaina densa que se vuelve marrén oscuro con la edad. Presenta

ramificaciones falsas con un heterociste por rama.
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Figura 10: Tolypothrix sp. (fuente propia)

* Rivularia sp. (figura 11): organismos filamentosos de 5-8 um de ancho. Tienen un

heterociste basal y no tienen acinetos.

Figura 11: Rivularia sp. (fuente propia)

* Chroococcus sp. (figura 12): cianobacterias unicelulares de forma esférica. Pueden llegar

a tener un didmetro de hasta 12 um.

Figura 12: Chrococcus sp. (fuente propia)
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Pese a que es facil conseguir el cultivo con éxito, se tiene que tener en cuenta que las cianobacterias
crecidas en aguas residuales pueden ser susceptibles a la contaminacién por distintos tipos de algas
como las algas verdes (figura 13) o las diatomeas (figura 14), y por otros microorganismos como los

protozoos (figura 15).

Figura 14: Diatomeas (Fuente propia)

Figura 15: Diferentes tipos de protozoos: a) vorticela, b) rotifero (Fuente propia)

Es importante conocer las dindmicas de las cianobacterias para poder controlar los sistemas y las

especies deseadas en cada cultivo.
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5. Aplicaciones y usos de las cianobacterias

El uso tradicional de las cianobacterias ha sido a nivel agricola como abono verde para los suelos.
La aplicacién de las cianobacterias permite al suelo, que de forma natural tiene limitacién de
nitrégeno, aumentar este nitrégeno que, aunque es un elemento abundante en la corteza terrestre,
es muy poco biodisponible, y la mayoria del nitrégeno combinado que circula en los ciclos de la

materia, procede de fijacion bioldgica (Peleato, 2011).

En la actualidad, aunque se siguen estudiando sus capacidades para la agricultura, nuevas lineas de

investigacidn se han abierto dentro del campo de la biotecnologia.

Las cianobacterias tienen propiedades beneficiosas y perjudiciales cuando se las juzga desde una
perspectiva humana. Por un lado, su extenso crecimiento puede crear molestias considerables para
el manejo de las aguas continentales y también pueden liberar sustancias en el agua que pueden
ser desagradables o tdxicas y que, a la vez, pueden provocar un gran impacto en la salud y la

economia.

Por otro lado, mediante su estudio e investigacion se han encontrado usos positivos. Las
cianobacterias son fuente de muchos productos valiosos y tienen procesos fisioldgicos
prometedores. Las posibles aplicaciones de las cianobacterias para el desarrollo econémico y su

explotacion es uno de los muchos desafios para la biotecnologia.

Las cianobacterias no solo cumplen funciones clave en los ciclos globales de varios elementos, sino

que se vuelven cada vez mds importantes desde el punto de vista econdémico.

5.1. Maetabolitos de interés farmacolagico

Las cianobacterias producen gran cantidad de metabolitos con interés terapéutico, que incluyen
antivirales, antitumorales, inhibidores de enzimas y protectores de luz ultravioleta entre otros
efectos. Se considera que la mayoria de los metabolitos secundarios de las cianobacterias estdn
por describir, y que constituyen uno de los grupos de bacterias mas prometedores en la
busqueda de nuevos productos bioactivos. Ademas de los productos naturales, las
cianobacterias pueden ser utilizadas para la produccién de metabolitos de interés, mediante

recombinacion génica, insertando los genes implicados en su sintesis.
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Algunos de los metabolitos mds estudiados son los péptidos, moléculas que han mostrado un gran
potencial farmacoldgico ya que son muy interesantes como antipaltdicos y antitumorales; y los
alcaloides, que también tienen un alto potencial antitumoral asi como efectos sobre la proliferacidn
de otras células del fitoplancton (como las toxinas). Otros alcaloides muestran actividad alguicida,

fungicida e insecticida, lo que les permite ser utilizados en plagas agricolas (Peleato, 2011).

5.2. Suplementos alimenticios

Tradicionalmente, algunas culturas han incluido ciertas especies en su dieta, especialmente en
China y América del Sur, donde se sirve la sopa Nostoc, pero no fue hasta los afios 70 que las
cianobacterias se comercializaron como complemento alimenticio. La mas conocida es la Spirulina,
cuya masa celular contiene una alta proporcién de proteinas asi como vitaminas, dcidos grasos
esenciales y otros elementos. Actualmente existen distintas plantas de produccidn de Spirulina en

todo el mundo.

Ademads del uso alimentario humano, se pueden usar como alimento o forraje ya que algunas cepas

tienen un contenido muy alto de proteinas y vitaminas (Peleato, 2011).

5.3. Biorremediacion

La biorremediacidn se define como un proceso de degradacion o alteraciéon de moléculas organicas
transformdndose en moléculas mas pequefias y no tdxicas de modo que un medio ambiente
alterado por contaminantes retorna a su condicién natural. Los seres encargados de esta

transformacién son microorganismos, hongos, plantas o las enzimas derivadas de ellos.

Diferentes estudios han demostrado que las cianobacterias tienen una elevada capacidad
biorremediadora. Ellas solas o en sinergia con otros organismos tienen la capacidad de degradar un
alto nimero de compuestos organicos xenobidticos que pueden alterar el medio vy, por lo tanto,

restaurar los suelos degradados (Peleato, 2011).
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5.4. Depuracion de aguas residuales

Algunas cianobacterias han mostrado alta eficacia en la depuraciéon de aguas residuales o
eutrofizadas. Son una interesante alternativa a los tratamientos de aguas residuales

tradicionales (Hall et al., 1995).

También son capaces de degradar desechos de la industria farmacéutica como residuos de

antibidticos que estan prohibidos ser liberados al medio (Peleato, 2011).

En los ultimos afios, el uso de cianobacterias en el tratamiento de aguas residuales ha atraido
gran interés debido a su papel central en la fijacion de diéxido de carbono. La biodegradacién
de contaminantes orgdnicos por bacterias es muy significativa, algunos estudios han indicado
que ademads de proporcionar oxigeno para biodegradadores aerobacterianos, las cianobacterias

también pueden degradar contaminantes organicos directamente (Talukder et al., 2015).

5.5. Biocombustibles

El uso de la biomasa procedente de las cianobacterias como alternativa a la obtencién de energia
sostenible estd despertando un gran interés. Al mostrar las cianobacterias unos requerimientos
nutricionales simples, ser transformables genéticamente y tener una alta tasa de duplicacidn,

presentan caracteristicas aptas para ser transformadas en combustibles.

Ademas, al no implicar deforestacion como en el caso de otros biocombustibles, su uso es una
buena alternativa a los combustibles de origen vegetal ya que son capaces de crecer en terrenos no
cultivables y tienen requisitos de cultivo bajos. Tampoco se produce el problema del desvio de
algunos alimentos destinados al consumo humano o animal (soja, remolacha, cafia de azucar,

maiz...) cuando son utilizados como combustible y no como alimento.

Durante los ultimos anos se ha desarrollado abundante tecnologia para la produccién de biomasa
de cianobacterias a gran escala y se ha optimizado el uso de determinados tipos de cianobacterias

(Peleato, 2011).
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Ademads del uso de su biomasa, se pueden usar los carbohidratos que producen las cianobacterias
para producir biocombustibles si se hace una fermentacién anaerébica, o para producir biogas si se

somete a una digestién anaerdbica.

Otra alternativa en cuanto a biocombustibles es la generacion de hidrogeno (H,) a nivel productivo
por cianobacterias fijadoras de nitrdgeno o con cianobacterias con distintos tipos de hidrogenasa.
La obtencidn de H, a partir de cianobacterias es casi 7 veces mas barato que obtener H, a partir del

agua (Abed et al. 2009).
5.5.1. Proceso de obtencion de biocombustibles a partir de carbohidratos

Para obtener el biocombustible el primer paso a realizar es el de centrifugar la masa del cultivo para
separar las cianobacterias y los microrganismos de la suspensién liquida. A continuacién, se somete
la biomasa separada a diversos métodos mecanicos, quimicos o enzimaticos con el fin de mejorar

la disponibilidad de carbohidratos y descomponer las moléculas de carbohidratos en azucares.

Después de preparar la biomasa, se le subministra levadura para el proceso de fermentacién. La
levadura puede convertir los azlcares en etanol que produce CO,. Este CO, podria reciclarse como
fuente de carbono para el cultivo de cianobacterias y microalgas. En la reaccidén de fermentacion la
glucosa se convierte en piruvato generando 2 ATP y luego este piruvato se convierte en

acetaldehido liberando dos moléculas de CO,. Finalmente, el acetaldehido se convierte en etanol.

Después de la fermentacion, el bioetanol se purifica para poder finalmente usarse como
combustible y la biomasa restante se puede utilizar como alimento en un digestor anaerdbico para

producir biometano (Rueda, 2017).

5.6. Bioplasticos

Los bioplasticos son un tipo de plasticos que no se obtienen a partir de derivados del petréleo, sino
gue se obtienen mediante productos vegetales. Se presentan como una alternativa a los plasticos
tradicionales ya que para su produccién no se necesita el uso de combustibles fésiles (una fuente

no renovable), son biodegradables y su produccion emite menos didxido de carbono a la atmosfera.
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Las cianobacterias se pueden considerar como wuna fuente de produccion de PHB
(polihidroxibutirato), un tipo de bioplastico, debido a sus requisitos minimos de nutrientes y a su
naturaleza fotoautotrofica. La utilizacidn industrial de cianobacterias como productores de PHB
tiene la ventaja de convertir los residuos de diéxido de carbono, un gas de efecto invernadero, en
plasticos amigables con el medio ambiente utilizando la energia procedente de la luz solar. Varias

especies de cianobacterias acumulan cantidades considerables de PHB (Balaji et al., 2013).

El PHB es un material altamente cristalino y rigido pero quebradizo. Cuando se hila en fibras, se
comporta como un material elastico duro. Las caracteristicas del material de estos biopolimeros
son similares a los plasticos convencionales como el polipropileno. En la tabla 1 se comparan las

propiedades del PHB con las del polipropileno (PP).

Tabla 1: Propiedades fisicas de PHB y PP. Adaptado de Balaji et al. (2013)

Propiedades PHB PP

Temperatura de fusion (2C) 177 | 176

Temperatura de transicion de vidrio a liquido (2C) | 2 -10
Cristalinidad (%) 60 | 50-70

Resistencia a la traccion (MPa) 43 38

Extensidn para romper (%) 5 400

Estudios recientes han demostrado que las concentraciones intracelulares de PHB o glucdgeno en
cianobacterias podrian mejorarse modificando factores ambientales y de cultivo tales como
temperatura, pH, disponibilidad de carbono inorganico, concentracion de nutrientes (N y P) y
disponibilidad de luz (fotoperiodo e intensidad). Entre estas condiciones, la limitacion de nutrientes
es el enfoque mas utilizado. De hecho, se ha demostrado que la falta de N y P en los medios de
alimentacion conduce a un aumento tanto de PHB (hasta 20% en términos de peso de células secas)
como de contenido de glucdgeno (hasta 60% en términos de peso de células secas) (Arias et al.,

2018).
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Aunque actualmente el coste de fabricacion de bioplasticos es mayor que el del plastico
convencional, sus favorables caracteristicas hacia el medio ambiente y la sostenibilidad hacen que

su produccién esté en continua investigacidn y desarrollo.
5.6.1. Proceso de formacion de bioplasticos

El polihidroxibutirato (PHB) se sintetiza a partir de acetil coenzima A (acetilcoA), una biomolécula
que proviene de la oxidacidn del piruvato, a través de tres reacciones enzimaticas. La 3-ketiolasa
convierte dos moléculas de acetil-CoA en una molécula de acetoacetil-CoA, la acetoacetil-
CoAreductasa dependiente de NADPH convierte acetoacetilcoA en D-3-hidroxibutirrcoco y la Ultima
enzima PHB sintasa cataliza la uniéon del resto D-3-hidroxibutirilo a una molécula de PHB existente
através de un enlace éster (Balaji et al., 2013). En la figura 16 se observa el esquema de produccion

de PBHs.

[Giucose ]

ATP+CoASH

acyl CoA synthase

AMP+PA L

) [3- ketothiolase
3. ketothiolase (bktB) (phaA)

v CoASH
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NADPH+H NADPH+H
acetoacetyl CoA reductase

(phaB)

NADP 4-/v

3- hydroxyvaleryl CoA

'\’ NADP

I 3-hydroxybutyryl CoA I
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Poly (Hydroxy butyrate- I Polyhydroxybutyrate |
Hydroxy valerate)

Figura 16: Via de produccion de PHB (Balaji et al., 2013)
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6. Materiales y métodos

Los materiales usados y los métodos seguidos para alcanzar los objetivos del trabajo se describen

en los siguientes apartados.

6.1. Materiales

6.1.1. Fotobiorreactor de 30L

El fotobiorreactor de 30L es un reactor cilindrico vertical (figura 17). Este reactor se ha usado para

mantener las reservas de inéculo y ha sido alimentado manualmente con medio de cultivo.

Este reactor esta controlado automaticamente por un software de computadora. Mediante el
software se puede controlar el pH. Cuando el sistema detecta que el pH es superior al
predeterminado, automaticamente se inyecta de CO, al reactor. Este CO,, aparte de regular el pH,

puede ser utilizado por las cianobacterias como fuente de carbono inorganico.

El sistema también tiene un sistema de iluminacién formado por una ldmpara rodeada por una
pantalla para enfocar toda la luz producida hacia el reactor y evitar asi pérdidas de luz. Gracias a un

control por temporizador se consiguen ciclos diarios de 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

Figura 17: Fotobiorreactor de 30L con sistema de iluminacion conectado al software
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6.1.2. Fotobiorreactores de 3L

Para realizar los experimentos objetos del trabajo se han usado unos fotobiorreactores cilindricos
verticales de polimetacrilato con un didmetro interno de 11 cm y un volumen total de 3 L (figura

18).

Los fotobiorreactores tienen un sistema de control de pH que consiste en un pHmetro conectado a
un controlador electrénico que activa unas bombas que inyectan acido clorhidrico al reactor cuando

este se encuentra a un pH superior a 7,5.

También disponen de una camisa de agua conectada a un sensor de temperatura que permite
evitar un aumento de la temperatura por encima del rango deseado a causa del calentamiento
generado por las lamparas encargadas de proporcionar luz al sistema. Estas ldamparas estdn

conectadas a un temporizador que permite conseguir ciclos de 12 horas de luz y 12 de oscuridad.

Para mantener la biomasa flotante en constante movimiento y permitir que la luz llegue a todas las
células por igual, los reactores disponen de dos mecanismos: un sistema de agitacion magnética

(reactor izquierdo en la imagen) o el burbujeo de aire constante (reactor derecho en la imagen).

Figura 18: Fotobiorreactores de 3L con camisa de agua y con los pHmetros sumergidos y conectados a las bombas

de dcido
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6.1.3. Equipamiento

Para poder realizar todas las analiticas necesarias para determinar los resultados del estudio, se han
utilizado distintos equipamientos de laboratorio que se listan en el anexo. El material de vidrio no

se ha especificado ya que es el habitual en un laboratorio quimico.

6.1.4. Reactivos

Para poder realizar ciertas analiticas en el laboratorio ha sido necesario usar los reactivos que se

detallan en el anexo.

6.1.5. Medio de cultivo sintético

En los experimentos a ha sido necesario utilizar un medio de cultivo sintético llamado sintéticoBG11
(Blue-Green Medium) para cultivar la biomasa. Este medio estd formado por diferentes
componentes en diferentes cantidades (tabla 2). Segun el experimento realizado, los componentes

de este medio de cultivo han sido modificados.

Tabla 2: Componentes del medio de cultivo BG-11 y sus variantes

Componente Cantidad de medio normal | Cantidad de medio sin N | Cantidad de medio sin P
NaNO; 75,0 g/500 mL - 75,0 g/500 mL
K;HPO, 2,0 g/500 mL 2,0 g/500 mL Se sustituye por KCl

MgS0O,-7H,0 3,75 g/500 mL 3,75 g/500 mL 3,75 g/500 mL

CaCl,-2H,0 1,80 g/500 mL 1,80 g/500 mL 1,80 g/500 mL

Acido citrico 0,30 g/500 mL 0,30 g/500 mL 0,30 g/500 mL

Citrato férrico de
0,30 g/500 mL 0,30 g/500 mL 0,30 g/500 mL
amonio verde
EDTANa, 0,05 g/500 mL 0,05 g/500 mL 0,05 g/500 mL
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Na,COs 1,00 g/500 mL 1,00 g/500 mL 1,00 g/500 mL
Solucién de
1,00 mL/L 1,00 mL/L 1,00 mL/L
metales traza

6.1.6. Agua residual

Para poder alimentar los fotobiorreactores cuando ha sido necesario segun el experimento llevado

a cabo, se ha usado agua residual procedente de un depdsito de decantacién secundario situado

en la terraza del edificio D1 del Campus Nord de la UPC. Esta agua proviene de un sistema de

recogida de aguas residuales del alcantarillado de las calles de alrededor de la universidad.

Las caracteristicas del agua residual utilizada como influyente se muestran en la tabla 3. Debido a

que los experimentos han durado varios meses, las caracteristicas del agua han variado. Por ello, se

muestran los distintos pardmetros por cada experimento en que se ha usado el agua residual.

Tabla 3: Caracteristicas del agua residual usada en cada experimento

Pardmetro Alimentacién para R1-R2 Alimentacién para R3-R4
pH 7,2 7,4
SST (g/L) 0,31 0,17
SSV (g/L) 0,29 0,15
TOC (mg/L) 179,28 121,54
TOC soluble (mg/L) 31,49 51,17
TIC (mg/L) 71,46 85,09
TN (mg/L) 68,46 66,06
TP (mg/L) 7,48 5,22
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6.2. Meétodos analiticos

Para controlar los cambios en el cultivo mixto de cianobacterias y comprender qué esta sucediendo
dentro de los reactores, se han controlado diferentes parametros. A continuacion se explican cuales
son los parametros estudiados y la metodologia seguida para analizarlos. La mayoria de estas
metodologias se toman de métodos estandar para el examen de agua y aguas residuales (APHA,
2012). Todas las analiticas se han realizado en el laboratorio del grupo de investigacion GEMMA de

la Universitat Politécnica de Catalunya.
6.2.1. Sélidos suspendidos totales y sdlidos suspendidos volatiles

Los sodlidos suspendidos totales (SST) indican la cantidad de sdlidos que quedan retenidos al ser
filtrados con un filtro de 2 um de tamafio de poro y que posteriormente son secados a 1502C. Los
sélidos suspendidos volatiles (SSV) son aquellos que quedan una vez los sélidos suspendidos totales

son calentados a 5502C durante un periodo de tiempo determinado.
La cuantificacion de los SST y SSV se detalla en el anexo.
6.2.2. Oxigeno disuelto

El oxigeno disuelto es una medida de la cantidad de oxigeno que hay presente dentro del reactor.

Su medicién de realizé periddicamente y se detalla en el anexo.
6.2.3. Carbono total, organico e inorganico

La metodologia seguida para medir el carbono total (TC), organico (TOC) e inorganico (TIC) en una

muestra se explica en el anexo.
6.2.4. Nitrégeno total

Los valores de nitrégeno total son proporcionados por el analizador C/N, equipo usado para la

determinacién de TC, TOCy TIC.
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6.2.5. Fésforo total

La concentracién de fdsforo total mide la cantidad de fésforo disponible en forma orgéanica e

inorgdnica, disuelta y particulada en los sistemas acuaticos. Su determinacién se explica en el anexo.

6.2.6. pH

La determinacién del pH se realizd6 automaticamente mediante un pHmetro sumergido a cada
reactor y conectado a un controlador eléctrico que muestra el valor de pH en la pantalla del

dispositivo.

6.2.7. Caracterizacidon microbiana

Para poder realizar la caracterizacidén microbiana se ha hecho un analisis cuantitativo mediante el
conteo de células con un microscopio y uno de cualitativo en el que se han observado los cambios

de estado de la poblacién microbiana.

El analisis cuantitativo de microalgas y cianobacterias se ha realizado mediante el conteo de células
de area microscopica (células/mL). Para realizar este analisis se pusieron 20 uL del contenido del
reactor a un portaobjetos, se tapd con un cubreobjetos y se contaron por campo tanto las células
individuales de cianobacterias como las que formaban fléculos. El conteo se pardé cuando se
alcanzaron aproximadamente 400 células individuales. Durante el conteo, ademads se hizo una
estimacién de las cantidades de especies filamentosas. Las especies de cianobacterias se
determinaron usando microscopia de fluorescencia con filtros de excitacion (510-560 nm), filtro de

emisién (590 nm) y divisor de haz dicroico (575 nm) a 40X.

A parte de las especies de cianobacterias también se hizo el recuento de algas verdes, diatomeas y
protozoos presentes en 80 campos del portaobjetos. A diferencia de las cianobacterias, las algas

verdes, diatomeas y protozoos se cuantificaron con un microscopio de campo claro a 40X.

El andlisis cuantitativo, tanto en el campo brillante como en la microscopia de fluorescencia, se ha

realizado usando un microscopio de fluorescencia (Eclipse E200, Nikon, Japdn) (figura 19).
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Figura 19: a) Microscopio Elipse y b) imagen del cultivo con fluorescencia

También se ha realizado un anlisis cualitativo de los cambios en las dindmicas y en la composicion
de microalgas dentro de cada reactor. Esta se ha controlado mediante microscopia distintas veces
por semana. La visualizacion microbiana se ha realizado en un microscopio dptico (Motic, China)
equipado con una camara (Fi2, Nikon, Japdn) conectada a un ordenador (software NIS-Elementt
viewer) (figura 20). Las especies de cianobacterias y microalgas se han identificado in vivo utilizando
libros taxondmicos convencionales (Streble y Krauter, 1987), asi como una base de datos del género

de las cianobacterias (Komarek y Hauer, 2013).

Figura 20: a) Microscopio Motic y b) imagen del cultivo en campo brillante

6.2.8. Cuantificacion de PHB
La cuantificacion de PHB, los polimeros que pueden formar bioplasticos, se detalla en el anexo.
6.2.9. Cuantificacion de carbohidratos

La cuantificacién de carbohidratos se detalla en el anexo.
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6.3. Métodos experimentales

Para alcanzar los objetivos del presente trabajo se han realizado un total de 5 experimentos que se

han llevado a cabo en dos bloques.

En una primera parte, se han realizado dos experimentos de dos fotobiorreactores cada uno (R1y
R2; R3 y R4) para conseguir el objetivo particular del primer bloque de experimentos descrito al

inicio del trabajo. Estos se operaron en modo semicontinuo y fueron alimentados con agua residual.

Para alcanzar los objetivos del segundo bloque se han realizado tres experimentos de también dos
fotobiorreactores cada uno (P1y P2; P3y P4; P5y P6). El indculo de microorganismos usado en los
reactores de este bloque, procede de la biomasa de los reactores R1, R3 y R4 del bloque 1. La
biomasa del R2 no se usé debido a sus caracteristicas poco adecuadas para ser usadas. Estos nuevos
reactores han estado sometidos a limitacion de nitrégeno o de fosforo. A diferencia de los reactores
R (primer bloque), los P (segundo bloque) se han operado en modo batch y no se ha utilizado agua

residual como alimento.

En la siguiente figura (figura 21) se muestra un esquema de los experimentos realizados.

agua residual

agua residual

agua reisudal agua residual

P1

medio sintético medio sintético
con lim 6 con limitacién de
foésforo

medio sintético medio sintético
con limitacién de con limitacién de
nitrégeno fosforo

medio sintético medio sintético
con limitacién de con limitacién de
nitrégeno fosforo

no se usala
biomasa
procedente de R2

Figura 21: Esquema de los experimentos realizados. R1, R2, R3 y R4 forman parte del primer bloque y P1, P2, P3, P4,
P5 y P6 forman parte del segundo bloque

En los siguientes apartados se explica primero el procedimiento seguido para obtener las
cianobacterias que han sido usadas en los distintos reactores y seguidamente se explican todas las

caracteristicas y metodologia seguida para la realizacién de los experimentos de cada bloque.
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6.3.1.  Obtencién y mantenimiento de cianobacterias del suelo

Las cianobacterias obtenidas de la corteza del suelo seco se usaron como inéculo. La biomasa seca
se hidratd y se agitdé primero en un Erlenmeyer con medio de crecimiento BG-11 durante dos dias
hasta que las células se suspendieron. El cultivo consistid en un cultivo mixto de cianobacterias
fijadoras de nitrégeno del género Nostoc sp., Oscillatoria sp., Tolypothrix sp. y Pseudanabaena sp.
(figura 22), especies que se encuentran principalmente en ambientes terrestres. La biomasa
suspendida se introdujo posteriormente en un fotobiorreactor cerrado agitado de 30 L (PBR) que
se mantuvo como stock. El PBR se mantuvo con medio de crecimiento BG-11 sin nitrégeno, con el
fin de mantener un cultivo dominado pero especies fijadoras de nitrégeno a lo largo del ciclo. El pH
se mantuvo a 7,5 con un controlador (HI 8711, HANNA, EE. UU.) mediante la adicion automatica de

HCI0,1 Ny NaOH 0,1 N.

# e 174 ¥
it — ¢ /)N

Figura 22: Imdgenes que demuestran la diversidad microbiana en el fotobiorreactor de 30L durante los meses de
experimentacion; a) vista general del cultivo observada en 1000X; b) y c) vista general del cultivo observada en
500X; d) vista general del cultivo observada en 100X. Todas las observaciones se realizaron en microscopia de campo

brillante
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6.3.2. Bloque 1

El primer bloque de experimentos estuvo formado por dos experimentos. Ambos fueron
alimentados con agua residual y tuvieron el mismo inéculo de microrganismos procedente del
reactor de 30L. La diferencia estaba en el medio sintético usado, en el tiempo de retencion

hidraulica con el que son operados y, en consecuencia, en las caracteristicas de alimentacion.

En los experimentos del bloque 1 el oxigeno, los SSV, el TOC, el TN, el TP y la microscopia se
analizaron tres veces por semana. La cuantificacién de carbohidratos y PHB se hizo dos veces por

semana.

6.3.2.1. Experimento R1y R2

Para la realizacién de este estudio se utilizaron dos fotobiorreactores con una capacidad de 3L
aunque el volumen de trabajo fue de 2,5L. Cada uno estuvo operado en modo semicontinuo y con
un TRH de 10 dias. Los reactores estuvieron sometidos a ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de

oscuridad.

El indculo inicial consisti6 en una comunidad de cianobacterias obtenida del PBR a partir del
experimento previo descrito anteriormente. Para la preparacién del experimento se llenaron cada
uno de los reactores con 200 mL de biomasa procedente de dicho rector y con 2.300 mL de medio
sin nitrégeno. A partir del segundo dia, una vez al dia se quitaban 250 mL de cultivo y seguidamente
se le afadian 250 mL de agua residual, cuyas caracteristicas han sido descritas en apartados

anteriores. También hubo extraccidn periddica de muestra para realizar las analiticas establecidas.

El medio de cultivo estuvo agitado continuamente con un agitador magnético a 250 rpm.

La Unica diferencia entre ambos reactores que fue que cada vez que se alimentaba el R2, el agua

residual se diluia a la mitad con agua destilada de modo que se disminuia la carga de entrada.

6.3.2.2. Experimento R3yR4

Para la realizacién de este estudio se utilizaron dos fotobiorreactores con una capacidad de 3L
aunque el volumen de trabajo fue de 2L. Cada uno estuvo operado en modo semicontinuo. Los

reactores estuvieron sometidos a ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad.
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La diferencia en la operacidn entre ambos fue el tiempo de retencién hidraulico (TRH) que fue de 8

dias para el R3 y de 6 dias para el R4.

Para la preparacidn de los experimentos el reactor R3 se llené con 250 mL de inéculo procedentes
del PBR, con 250 mL de agua residual y con 1.500 mL de medio de cultivo sin ningun tipo de
limitacidn. El reactor R4 se llené con 250 mL de indculo procedentes del PBR, con 333 mL de agua

residual y con 1.417 mL de medio de cultivo sin ningln tipo de limitacidn.

A partir del segundo dia se empezaron a quitar 250 mL de cultivo y luego a alimentar con 250 mL
de agua residual el R3, y a quitar 333 mL de cultivo y luego a alimentar con 333 mL de agua residual
el R4. Esta cantidad de alimento era distinta debido al diferente TRH empleado para cada reactor.

Esta extraccidn periddica de muestra se hizo para poder realizar las analiticas establecidas.
Ambos reactores se agitaron continuamente con un agitador magnético a 250 rpm.
6.3.3. Bloque 2

El segundo blogue de experimentos, en el que se forzd a las cianobacterias a producir carbohidratos
y PHB con la adicién de carbono y la limitacién de nutrientes, estuvo formado por tres
experimentos. En ellos se usé un medio sintético para alimentar el cultivo y se diferenciaron en la

procedencia de la biomasa y la limitacién de nutrientes en cada caso.

En los experimentos del bloque 2 el oxigeno, la microscopia y el andlisis de carbohidratos y PHB se
realizd tres veces por semana. La cantidad de TIC se determiné cada dia y los SSV se analizaron una

vez por semana.
6.3.3.1. Experimento P1y P2

Para la realizacion de este estudio se utilizaron dos fotobiorreactores con una capacidad de 3 L
(figura 23) cada uno operados en modo batch. Los reactores fueron operados con 12 horas de luz y

12 horas de oscuridad. El volumen de trabajo de los reactores se mantuvo a unos 2 L.

La biomasa usada para estos experimentos era procedente del reactor R1, biomasa ya consolidada
con las especies deseadas. Para obtenerla se sedimenté la parte sélida del reactor R1 con un cono

de decantacion.
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Los reactores para este experimento se llenaron con 200 mL de la biomasa procedente del R1 a
cada unoy 1.500 mL de medio sintético BG-11 con limitacién de nitrégeno al reactor P1y 1.500 mL

de medio BG-11 con limitacién de fésforo al reactor P2.

Las variaciones en el medio de cultivo se realizaron para conseguir las limitaciones de fésforo o

nitrégeno.

El reactor P1, que se encontraba con limitacidn de nitrogeno, se agitd continuamente mediante un
imdn con una placa agitadora. El P2 con limitacidn de fésforo tenia un sistema de burbujeo con unos
difusores de aire que permitian proveer al cultivo nitrégeno atmosférico y, a la vez, la continua

agitacién del medio.

Los reactores, al ser operados en modo batch, no se alimentaron en ninguna ocasién. Sélo se les

sacaba una cantidad determinada de muestra para poder realizar las analiticas para su seguimiento.

Ambas configuraciones experimentales fueron enriquecidas con NaHCOs (con una concentracién
de 70,42 g/L) manualmente. Fue la Unica fuente de carbono inorgénico soluble y se afiadié con el
fin de proporcionar suficiente carbono al cultivo para ser transformado en PHB o carbohidratos. La

disponibilidad de NaHCOs se controlé mediante andlisis diarios de TIC.

Figura 23: Imagen de los reactores P1y P2 en operacion
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6.3.3.2. Experimento P3y P4

Para realizar estos experimentos se hizo el mismo proceso que para P1y P2 pero se cambi el origen

de la biomasa. En esta ocasion la biomasa se extrajo por decantacién del reactor R3.

6.3.3.3. Experimento P4y P6

Para realizar estos experimentos se hizo el mismo proceso que para P1y P2 pero se cambié el origen

de la biomasa. En esta ocasion la biomasa se extrajo por decantacién del reactor R4.

>C BARCELONATECH



52

7. Resultados

7.1. Bloque1l

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos por las diferentes analiticas realizadas durante

los experimentos R1, R2, R3 y R4.
7.1.1. Experimento R1y R2
7.1.1.1. Analisis de los parametros pH, oxigeno disuelto, TOC, TNy TP

Todos los cultivos permanecieron en condiciones oxigenas a lo largo de los experimentos (figura
24a), por lo que se encontraron valores promedios de oxigeno disuelto de 6,87 + 0,87 mg OD/L para
R1yde 7,01 +0,79 mg OD/L para R2. Los reactores pasaron de tener una concentracion de oxigeno
disuelto de 6,85 mg OD/Ly 6,95 mg OD/L para R1y R2 respectivamente a ser de 8,18 mg OD/L y
8,21 mg OD/L en el dia 15. A partir de ese momento la cantidad de oxigeno disminuyd ligeramente

hasta valores de 7,21 mg OD/Len R1y 7,56 mg OD/L en R2.

En el caso del pH (figura 24b), al estar regulado mediante el pHmetro y las bombas de acido, su
valor se mantuvoa7,59+0,09 paraR1lya7,82+0,11 para R2. Las pequefas variaciones se debieron

a la adicion de la alimentacién, pero se mantuvieron dentro del rango gracias a la bomba de acido.
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Figura 24: a) Evolucion de OD en R1 y R2 y b) Evolucion de pH en R1y R2
Las concentraciones de carbono organico total, TOC, (figura 25a) se mantuvieron estables y

similares a las del influente (alimentacidn) hasta el dia 22 de operacion en R1 y hasta el dia 16 en

R2. La cantidad promedio de TOC procedente del efluente fue de 167,46 mg/L. Durante los
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primeros 22 dias las concentraciones de TOC pasaron de 140,8 mg/L a 202,2 mg/L en R1y a partir
de ese momento, la concentracion se dispard hasta alcanzar los 501,7 mg/L. En el caso de R2,
durante los primeros 16 dias las concentraciones de TOC pasaron de 147,3 mg/L a 212,6 mg/Ly a

partir de ese dia, la concentracion se dispard hasta alcanzar los 413,4 mg/L.

Las concentraciones de nitrégeno total, TN, (figura 25b) se mantuvieron siempre por debajo del
valor de TN del efluente, que era de 64,08 mg/L. Durante los dias que durd el cultivo, la
concentracion en R1 paso de 17,3 mg/L a 48,94 mg/Ly en R2 subid de 18,79 mg/L a 36,86 mg/L. Se

observa un comportamiento similar en la evolucién de TN en ambos reactores.

Para el caso del fésforo total, TP, (figura 25c) se observd un comportamiento oscilatorio en las
concentraciones en ambos reactores aunque la tendencia final fue a la alza. La concentracidon de TP
enR1pasdéde 10,48 mg/La 11,48 mg/Ly lade R2 aumentd de 4,59 mg/L a 7,88 mg/L. En este Gltimo

reactor si que se aprecié una subida mas marcada de la concentracion de fésforo.

10 15 20 25 30 0 5 10 15 20 25 30 0
dia dia dia

u!
s
i
8

~®—entrada —*—R1 R2 ~®—entrada =—*—R1 R2 —&—entrada —®—R1 R2

Figura 25: a) Evolucion de TOC en R1y R2, b) Evolucion de TN en R1y R2 y c) Evolucion de TP en R1y R2

7.1.1.2. Evolucion sélidos suspendidos volatiles

La concentracion inicial de biomasa fue de 0,22 g SSV/Len R1y de 0,24 g SSV/L en R2. Esta concentracion
alcanzo valores de hasta 0,81 g SSV/Len R1y de 0,59 g SSV/L en R2 en el dia 20 de operacidn y disminuyd
a 0,55 g SSV/Len R1yde 0,38 g SSV/L en R2 en el final del experimento. Como se puede observar en la

figura 26, la concentracién de biomasa siempre fue superior en R1 que en R2.
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Figura 26: Evolucion de SSV en R1y R2

7.1.1.3. Produccidn de carbohidratos y PHB

Para representar graficamente las producciones de carbohidratos y PHA se usan valores expresados
en % calculados a partir del polimero producido respecto la cantidad de sdlidos suspendidos

volatiles.

Como se puede observar en la figura 27, la produccién de carbohidratos aumenté a medida que
pasaron los dias de experimentacién y fue en el reactor R2 dénde mds produccion se consiguid. Los
valores iniciales de carbohidratos en ambos reactores fueron similares, 32,47 mg/Len R1y de 35,99
mg/L en R2 en el primer dia. A partir de ese momento, la produccién de carbohidratos en R2
aumentd constantemente mientras que la de R1 lo hizo de una forma mas oscilatoria. En el final del
experimento se consiguieron unos valores de produccién de carbohidratos del 33,79% en R1 y del
47,96% en R2. Estos valores equivalen a una cantidad de 186,53 mg/L para R1y uno de 182,90 mg/L

para R2.
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Figura 27: Produccion de carbohidratos en R1y R2

La produccion de PHB (figura 28) tendid a disminuir a lo largo de la duracion de los cultivos. En el
inicio de los experimentos los analisis de PHB dieron resultados de una producciéon del 2,39% en R1
y del 2,03% en R2, valores que equivalen a 5,3 mg/L en R1 y de 4,8 mg/L en R2. A partir de ese
momento las concentraciones de PHB se redujeron a mas de la mitad. En el final del estudio los

valores se situaban a 0,3% en R2y a 0,6% en el caso de R2.
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Figura 28: Produccién de PHB en R1y R2
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7.1.1.4. Evolucion y recuento de microorganismos

En la representacién gréfica de la cantidad de microorganismos determinada mediante el recuento

se han expresado los valores en su logaritmo para ayudar a su compresién visual (figura 29).
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dia

=—®—cianobacterias ==®algas verdes protozoos diatomeas —&-—cjanobacterias =—#algas verdes protozoos diatomeas

Figura 29: a) Evolucion de los microorganismos en R1y b) Evolucidn de los microorganismos en R2

Durante la evolucién de los experimentos la cantidad de cianobacterias se mantuvo mas o menos
11«

constante en ambos casos, alrededor de 8,07-10"" células/mL. Por lo que respeta a las algas verdes,

en ambos reactores se observé un aumento de éstas con el transcurso de los dias. Se pasé de

recontar 1,28-10° células/mL a encontrar 7,25-10° células/mL. En el caso de las diatomeas si gue se

observé un aumento de su presencia y con los protozoos no hubo ni aumentos y disminuciones

destacables en el cultivo.

A pesar de no tener diferencia en las concentraciones de cianobacterias a lo largo los experimentos,
en las siguientes imagenes (figuras 30 y 31) se observan los cambios en las dinamicas de las

cianobacterias en ambos reactores mediante imdagenes obtenidas con el microscopio.
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Figura 30: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en R1
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Figura 31: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en R2
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En el reactor R1 (figura 30) se observaron fléculos de cianobacterias esféricas des del principio al
final de la duracion del experimento. En los primeros dias estos floculos estaban presentes en
menor cantidad pero eran mayores. Con el paso del tiempo, éstos cada vez se hacian mds pequefios
pero habia mas cantidad. El cultivo estaba formado mayoritariamente por Pseudanabaena sp.
(filamentosas) en gran cantidad y fueron las que predominaron el cultivo. A partir del dia sexto
aparecieron las Oscillatoria sp. y el Nostoc sp. A diferencia de los primeros dias, donde se observaba
una masa de cianobacterias uniforme en el interior del reactor, durante los ultimos dias del cultivo,
el medio se volvié cada vez mas transparente ya que los fléculos de filamentos se volvieron cada
vez mas agregados. En los ultimos dias una gran cantidad de algas verdes se desarrollé en el medio

formando fldculos. En este reactor no se detectaron las especies Rivularia sp. y Tolypothrix sp.

En el reactor R2 (figura 31), en el que, a diferencia del R1, la alimentacidn se le diluyd a la mitad, se
comportd de forma similar al anterior. Durante los primeros dias de cultivo estuvieron presentes
tanto cianobacterias filamentosas como esféricas formando fléculos. La presencia de
Pseudanabaena sp. estuvo des del primer dia igual que la de Nostoc sp., pero las Oscillatoria sp. se
detectaron a partir del décimo dia. Durante el paso del tiempo las agregaciones de cianobacterias
iniciales disminuyeron de tamafio. Se destaca el gran aumento de la cantidad de algas verdes tanto
individuales como formando agregaciones. En los Ultimos dias las masas de filamento se volvieron
cada vez mas densas lo que complicaba el recuento de las distintas especies de cianobacterias en
general. En este cultivo también fueron las Pseudanabaena sp. las que lo dominaron por encima de

las Oscillatorias sp. y, como en el caso anterior, no se detectaron ni Rivularia sp. y ni Tolypothrix sp.
7.1.2. Experimento R3y R4
7.1.2.1. Analisis de los parametros pH, oxigeno disuelto, TOC, TNy TP

Igual que en los experimentos R1 y R2, los cultivos de los experimentos R3 y R4 permanecieron en
condiciones oxigenas a lo largo de los experimentos, por lo que se encontraron valores promedios

de oxigeno disuelto de 7,59 + 0,97 mg OD/L en R3 y de 10,35 + 3,30 mg OD/L en R4 (figura 32a).

Las concentraciones de oxigeno disuelto en R3 se mantuvieron mas o menos constantes durante el
paso de los dias. El valor inicial fue de 7,5 mg OD/L y el final disminuy6 a 6,66 mg OD/L. En R4 se
observé un aumento destacable de la concentracidon de oxigeno disuelto en los ultimos tres dias.

Se partié de una concentracion de 7,91 mg OD/L que aumentd hasta los 18,18 mg OD/L.
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En el caso del pH, al estar regulado mediante el pHmetro y las bombas de acido, su valor se mantuvo
a7,59+0,09enRlya782+0,11 en R2 (figura 32b).
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Figura 32: a) Evolucion del OD en R3 'y R4y b) Evolucion del pH en R3 y R4

Las concentraciones TOC (figura 33a) tuvieron un comportamiento similar en R3 y R4 siendo las
concentraciones en R3 mds elevadas que en R4. La concentracion de TOC en la entrada tuvo un
valor promedio de 117,56 mg/L. En un primer momento, la concentracidon de TOC en R3, que fue
de 215,9 mg/L, se encontraba por debajo de los 338,1 mg/L de R4. A partir del cuarto dia, se
intercambiaron las posiciones y R3 oscilé entre 200 y 250 mg/L hasta que en el dia 16 se produjo
una subida de la concentracién a 332,3 mg/L. Algo similar ocurrié en R4, se aprecié una subida de
la concentracion de TOC en el dia 16 de hasta 174,5 mg/L. A partir de ese dia el TOC en R3 fluctué

hasta los 297,8 mg/L del Gltimo dia y R4 se mantuvo estable hasta acabar con 160,5 mg/L.

Las concentraciones de TN (figura 33b) se mantuvieron siempre por debajo del valor de TN del
efluente, que fue de 65,12 mg/L, exceptuando dos casos en R3. A lo largo del experimento se
produjo un aumento gradual de TN pasando de tener una concentracion de TN de 24,13 mg/L el
reactor R3 a una de 75,81 mg/L, y una concentracion de 37,43 mg/L en R4 a una concentracion de

TN de 61,33 mg/L en el dltimo dia del cultivo.

Para el caso del TP (figura 33c), se observa como las concentraciones fueron mas o menos similares
a las del TP del efluente que se usé como alimento, exceptuando el dia 4 en ambos reactores que
se produjo un pico de concentracién de TP. Los valores en R3 y R4 se situaron entre los 5 y los 10

mg/L siendo siempre las concentraciones de R3 mas elevadas.
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Figura 33: a) Evolucion de TOC en R3 'y R4, b) Evolucion de TN en R3 y R4y c) Evolucion de TP en R3 'y R4

7.1.2.2. Evolucion sélidos suspendidos volatiles

La concentracidn inicial de biomasa (figura 34) fue de 0,48 g SSV/L en R3. Esta aumentd hasta el dia 21
que llegd a los 0,60 g SSV/L y a partir de este momento, disminuyé hasta los 0,44 g SSV/L en el dltimo
dia. En el reactor R4, la biomasa pasé de estar en 0,41 g SSV/L en el primer dia a disminuir hasta 0,29 mg
SSV/L en el dia 7. A partir de ese momento, los valores de SSV se mantuvieron hasta el final del

experimento.

dia

e R3 e R4
Figura 34: Evolucion de los SSV en R3 'y R4

Las concentraciones de sélidos suspendidos volatiles en R4 siempre se mantuvieron por debajo de

las de R3, reactor con un tiempo de retencién de sélidos mas elevado.
7.1.2.3. Produccién de carbohidratos y PBH

Como se puede observar en la figura 35, se consiguié una produccién mas elevada de carbohidratos
en el rector que se operd con el tiempo de retencion mayor (R3) a pesar de que la produccion del

polimero disminuyé con el paso del tiempo. En ambos reactores la evolucion sucedié de forma
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similar. En un primer momento la produccién fue de 30,76% en R3 y de 27,83% en R4. Estos valores
disminuyeron hasta el dia cuarto a valores del 15,61% en R3 y del 12,38% en R4. A partir de ese
momento la produccidn volvié a subir hasta el dia siete y en ese punto volvid a decrecer
suavemente. En el ultimo dia las producciones fueron bastante similares: 14,12% en R3 y 13,25%

en R4.
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dia

—8—R3 —8—R4
Figura 35: Produccion de carbohidratos en R3 y R4

En los reactores R3 y R4 (figura 36) no hubo produccion de PHB por parte de las cianobacterias a
pesar de que si que se obtuvo PHB, valores de entre 2 y 2,5%, en los primeros dias. Se puede decir
gue estas cantidades de PHB provenian de la biomasa del reactor madre (PBR) donde si que habia
acumulacion de PHB por la limitacion de nitrégeno. Como se observa en la grafica, a partir del

séptimo dia los valores de PHB fueron nulos en ambos reactores.

En los reactores R3 y R4 no hubo limitacidon de nutrientes como en el caso de R1 y R2. Este hecho
indica que, tal como encontro en la biografia revisada, la limitacién de nutrientes es necesaria para

la produccién de PHB.
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Figura 36: Produccion de PHB en R3 y R4

Evolucién y recuento de microorganismos

Durante el transcurso de los experimentos la cantidad de cianobacterias se mantuvo mds o menos

constante en ambos casos, alrededor de 8,40-10™ células/mL en R3 y 8,40-10" células/mL en R4

(figura 37).
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Figura 37: a) Evolucion de los microorganismos en R3 y b) Evolucidn de los microorganismos en R4

En R3 se observa cdmo se produjo un aumento de la cantidad de algas verdes de hasta 8,86-10°

células/mL en el dia 10 pero volvié a reducirse a 1,97-10° células/mL al final. En R4 el aumento de

produjo de forma progresivo des del inicio hasta llegar al final con una cantidad de 1,48-10"

células/mL. Respecto a las diatomeas en R3 se observa un pico de poblacion en el dia 10 pero se

redujo a 1,44-10° células/mL. La cantidad de protozoos oscil entre valores cercanos a 1,07-10°

células/mL. En R4 las diatomeas aumentaron progresivamente pasando de 2,65-10° células/mL a

9,32-10° células/mL. En este reactor los protozoos también aumentaron, pero estando siempre por

debajo de la cantidad del resto de microorganismos.
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En las figuras 38 y 40 se puede observar la evolucion de la diversidad microbiana mediante
imagenes obtenidas con el microscopio y en las figuras 39 y 41 la evolucién del contenido de los

reactores a lo largo del experimento.
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Figura 38: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en R3
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En el reactor R3 (figura 38), cuyo tiempo de retencién hidraulico fue de 8 dias, se observo, a
diferencia de los R1 y R2, una biomasa con una gran cantidad de Oscillatoria sp. y la aparicion de
Rivularia sp. En este hubieron menos floculos de Nostoc sp., Aphanocapsa sp. y Chrococcus sp.
inicialmente. En los primeros dias incluso se llegdé a detectar Spirulina sp., una especie de gran
interés alimenticio. Con el paso de los dias las Oscillatoria sp. disminuyeron hasta cantidades
similares a las de Pseudanabaena sp. y los flocs de Nostoc sp. aumentaron. Desde mediados del
ensayo (dia 14) hasta el final, las cianobacterias filamentosas se encontraron en agrupaciones cada

vez mas densas y de mayor tamanio.

Figura 39: Evolucion del color del licor mezcla en R3

Como se puede observar en las fotografias de la evolucién del contenido del reactor (figura 39), a
pesar de que en los primeros dias el cultivo adopté un color marronoso debido a la adaptacion de

los microorganismos, el color verde cada vez se vuelve mds oscuro y se intensifica mas.
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Figura 40: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en R4
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Igual que en R3, en R4 (figura 40) el cultivo inicial estuvo formado por gran cantidad de Oscillatoria
sp. y Rivularia sp. cuya presencia disminuyd con el paso del tiempo, pero manteniéndose siempre
en cantidades mayores a R3. Las Pseudanabaena sp. estuvieron presentes en todo el experimento
lo que en cantidades inferiores a R3. También hubo una gran presencia de Nostoc sp., Chrococcus
sp. y Aphanocapsa sp. Estas cianobacterias esféricas se encontraban de forma individual o
formando agregaciones de no mas de 30 unidades, pero con los dias estos fléculos se volvieron
cada vez de un tamafio mayor siendo mas grandes que en R3. A pesar del aumento de floculos, las
células individuales se mantuvieron. Des de los primeros dias estuvieron presentes gran cantidad
de algas verdes que aumenté con el paso de los dias. También se detecté una presencia mas
elevada de lo habitual en rotiferos. Esta presencia puede estar relacionada con la mayor cantidad

de agua residual suministrada a este reactor como alimento.

Figura 41: Evolucion del color del licor mezcla en R4

Como se observa en la figura 41, el cultivo hizo dos sucesiones de cambio de color. La primera se
produjo durante la primera semana donde se pasé de un color marronoso y poco intenso a un verde
oscuro. A partir de ese momento el medio volvié a ser de un tono marrdn, pero con los dias se

cambid a verde y se intensificd.
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7.2. Bloque 2

A continuacidn se muestran los resultados obtenidos por las diferentes analiticas realizadas durante

los experimentos P1, P2, P3, P4, PS5y P6.
7.2.1. Experimento P1y P2
7.2.1.1. Evolucion pH y oxigeno disuelto

El cultivo del experimento P1 permanecié en condiciones oxigenas a lo largo del ensayo y su
concentracion de oxigeno disuelto aumenté des de los 10,65 mg/L iniciales a los 12,34 mg/L finales.
Al cultivo del experimento P2 se le introdujo un borboteo de aire para proveer de nitrégeno al
medio. Su concentracion de oxigeno disuelto durante el experimento fue inferior a la del P2. En ese

caso, la concentracién media fue de 7,65 mg OD/L (figura 42).

En el caso del pH, a pesar de estar regulado mediante el pHmetro y las bombas de acido, los valores
disminuyeron en ambos casos manteniéndose siempre en un rango de entre 6,9 y 7,7 siendo
superior el pH en el reactor P2. El reactor P1 pasé de tener un pH de 7,18 al inicio del ensayo a un

pH de 7,02 al final y el reactor P2 pasd de un pH de 7,24 a uno de 7,12.
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Figura 42: a) Evolucion del OD en P1y P2 y b) Evolucion del pH en P1y P2
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7.2.1.2. Evolucion sélidos suspendidos volatiles

La biomasa en ambos reactores se mantuvo similar en ambos reactores durante los primeros 7 dias
de ensayo (figura 43). A partir de este momento, en ambos reactores se produjo un aumento hasta
el dia 14 siendo la concentracion del P2 la mas elevada, 0,62 g SSV/L respecto los 0,49 g SSV/L de
P1. En el final del ensayo en ambos reactores se detectd una concentracion de SSV similar: 0,19

mg/Len P1y 0,16 mg/L en P2.

dia

—e—p1 —e—p2
Figura 43: Evolucion de los SSV en P1y P2

7.2.1.3. Consumo de carbono inorganico total

La grafica de evolucidén del carbono inorganico total en ambos reactores tiene forma de sierra
(figura 44). Esto se debe a la adicion de NaHCO; periddica de a cada reactor como fuente de carbono
inorganico soluble. Los valores bajos son los que representan el carbdnico inorganico (Cl) presente
en el reactor y los valores altos equivalen a los valores de Cl sumandole la cantidad de carbono

anadido periédicamente.
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Figura 44: a) Evolucion del TIC en P1 y b) Evolucion del TIC en P2

La evolucién de la grafica demuestra que los organismos estuvieron consumiendo carbono todos
los dias. Fueron los microrganismos del reactor P2 los que consumieron mads carbono, reactor
donde habia limitacién de fosforo. En él, las cianobacterias, mediante los heterocistes, consumieron

el nitrégeno atmosférico.

7.2.1.4. Produccidn de carbohidratos y PHB

La mayor produccién de carbohidratos se observé en el reactor P2, reactor con limitacidon de
fosforo, a pesar de que la produccion en el Gltimo dia se dispard en P1 (figura 45). La produccion de
dicho polimero se comportd de forma similar en ambos reactores. Se empezd con valores del 6,18%
en P1ydel 19,64% en P2. Esta producciéon aumentd hasta el dia 8 alcanzando el 33% de produccién
aproximadamente los dos reactores, pero disminuyé hasta que se volvio a recuperar a partir del dia

12 en el que la produccidn se estabilizé alrededor del 22% en P1y del 24% en P2.

La produccién mdaxima de carbohidratos se alcanzé en el dia 8 en el caso de P1 con un valor del
32,02% y en ese mismo dia lo hizo P2 con un valor muy similar, 34,32%. Cabe destacar el aumento

final de producciéon de P1 del 52,19%.
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Figura 45: Produccidn de carbohidratos en P1y P2

Igual que en el caso de la produccién de carbohidratos, la producciéon de PHB en este caso fue
normalmente mas elevada en P2 que en P1 (figura 46). Aunque ambos reactores partieron de una
produccion inicial similar del 0,95%, a partir del dia 5 la produccidon de PHB aumentd en P2 hasta
alcanzar el 2,38% y en P1 lo hizo a partir del dia 12, alcanzando el 1,57%. Entre los dias 9 y 15 se
observdé una disminucidon de la producciéon pero se recuperd hasta el final del experimento

alcanzando valores de 2,13% en P1y 4,07% en P2.
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Figura 46: Produccion de PHB en P1y P2
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7.2.1.5. Evolucion y recuento de microorganismos

Durante el transcurso de los experimentos la cantidad de cianobacterias se mantuvo mas o menos
12 - .y
constante en ambos casos, alrededor de 1,02:10™" células/mL en P1 produciéndose aumentos en

los dias 7 y 14, y 9,30-10™ células/mL en P2 (figura 47).
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Figura 47: a) Evolucion de los microorganismos en P1y b) Evolucion de los microorganismos en P2

Las algas verdes estuvieron presentes en los dos reactores en cantidades parecidas dentro de un

rango entre 1,6-10° y 1,9-10° células/mL. Lo mismo ocurrié con las diatomeas y los protozoos.

En las figuras 48 y 50 se puede observar la evoluciéon de la diversidad microbiana mediante
imagenes obtenidas con el microscopio y en las figuras 49 y 51 la evolucién del contenido de los

reactores a lo largo del experimento.
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Figura 48: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en P1
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El cultivo de cianobacterias en P1 (figura 48) estuvo dominado por una gran cantidad de
Pseudanabaena sp. formando agregaciones durante todo el ensayo. La presencia de Oscillatoria sp.
fue mucho menor en comparacién. La presencia de cianobacterias esféricas también estuvo
presente, las especies Chrococcus sp. y Aphanocapsa sp. se encontraron de forma individual
mayoritariamente, aunque que también se detectaron algunas formando agregaciones. También
se detectd una gran presencia del Nostoc sp. formando floculos. A partir de la primera semana de
ensayo de observo un aumento de la especie Rivularia sp. y de cianobacterias esféricas. Esta
situacion se mantuvo hasta los uUltimos dias, dénde las agregaciones de Pseudanabaena sp. se
volvieron menos densas y se detectaron bastantes fléculos de Nostoc sp. Cabe destacar el aspecto

amarillento de las cianobacterias a partir del tercer dia debido a la falta de nitrégeno.

Figura 49: Evolucion del color del licor mezcla en P1

Como se puede observar en las imagenes de los reactores (figura 49) y como ya se ha podido ver
en las observaciones con el microscopio, con el paso del tiempo el color del cultivo pasé de un verde
intenso a un color marrén-verdoso cada vez mas oscuro. Eso se debe a la clorosis, un amarillamiento
del tejido vegetal por falta de clorofila provocada por deficiencias nutricionales que en ese caso se

trata del nitrégeno.
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Figura 50: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en P2
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Igual que en P1, el cultivo inicial de P2 (figura 50) estaba formado por una gran cantidad de
Pseudanabaena sp. agregadas y la presencia de Oscillatoria sp. fue mucho menor. A diferencia del
P1, en este reactor se observé mas presencia de Aphanocapsa sp, cianobacterias que se desarrollan
mas en situaciones con ausencia de fosforo. También se observaron otro tipo de células esféricas,
como las Chrococcus sp., pero en menor presencia, y Nostoc sp., formando cadenas que a la vez
formaban fléculos. A partir de la primera semana se detectd el aumento de fléculos de células
esféricas, el aumento destacable de Rivularia sp. y una mayor densidad de las agregaciones de

cianobacterias filamentosas.

Figura 51: Evolucion del color del licor mezcla en P2

La evolucidn del color en el medio del reactor P2 (figura 51) es similar a la del reactor P1. Como en
este rector también hubo limitacién de nutrientes, en este caso fésforo, se produjo clorosis en las

células vegetales.
7.2.2. Experimento P3y P4
7.2.2.1. Evolucidon pH y oxigeno disuelto

El cultivo del experimento P3 (figura 52) permanecié en condiciones oxigenas a lo largo del ensayo
y su concentracidn de oxigeno disuelto se mantuvo entre los 7 mg/L y los 7,5 mg/L. Al cultivo del

experimento P4 se le introdujo un borboteo de aire para proveer de nitrégeno al medio. Su
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concentracidn de oxigeno disuelto fue menos estable que en el caso anterior. La concentracién de
OD oscil6 entre los 7 mg/L y los 8 mg/L, aunque se produjo un pico de 9,42 mg/L en el dia 5y una

bajada hasta 6,37 mg/L en el dia 14.

En el caso del pH, al estar regulado mediante el pHmetro y las bombas de acido, los valores fueron

mds o menos estables manteniéndose siempre en un rango de entre 7,1y 7,5 en ambos reactores.

dia dia

—8—p3 —o—py —8—p3 —8—ps

Figura 52: a) Evolucion del OD en P3 'y P4y b) Evolucion del pH en P3 y P4

7.2.2.2. Evolucion sélidos suspendidos volatiles

Tanto en el reactor P3 como en el P4 (figura 53) la biomasa aumentd de forma similar siendo la
biomasa de P3 mds elevada que la de P4. En el reactor P3 los sélidos suspendidos volatiles pasaron
de tener un valor de 0,35 mg/L a uno de 1,05 mg/L. Se produjo un aumento de mas de la mitad. Lo

mismo sucedio en el P4: los SSV posaron de 0,19 mg/L a 0,82 mg/L.

dia

—o—p3 —0=—p4

Figura 53: Evolucion de los SSV en P3 'y P4
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7.2.2.3. Consumo de carbono inorganico total

Igual que en los reactores P1y P2, la gréfica de evoluciéon del carbono inorgéanico total en P3 y P4
tiene forma de sierra debido a la adicién de NaHCO; periddica de a cada reactor como fuente de
carbono inorganico soluble. Los valores bajos son los que representan el carbdnico inorganico (Cl)
presente en el reactor y los valores altos equivalen a los valores de Cl mas la cantidad de carbono

afiadido periddicamente (figura 54).
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Figura 54: Evolucion del TIC en P3 'y P4

Los valores de TIC fueron mas bajos en P4, reactor con limitacién de fésforo. Esto indica que los

microorganismos de este reactor fueron los que mas carbono afiadido consumieron.
7.2.2.4. Produccidn de carbohidratos y PHB

La produccién de PHB en los dos reactores fue similar entre ambos (figura 55). Ambos tuvieron un
comportamiento oscilatorio con periodos de maximos y minimos cada 7 dias. El reactor P3 fue en
el que menos produccidon de carbohidratos se consiguid. Sus valores de produccién estuvieron
siempre entre el 15% y el 27% teniendo el ultimo dia una produccién del 15,47%. En cambio, el

reactor P4 dio unos resultados de picos maximos mas elevados con un rango entre el 15% vy el 32%.
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Figura 55: Produccion de carbohidratos en P3 'y P4

La produccion de PHB en los reactores P3 y P4 (figura 56) fue muy baja. Aunque se consiguio
detectar PHB, su presencia no fue superior al 1% y en muchos casos fue nula. Con esto se puede
decir que la poca produccién de PHB pudo ser procedente de las cianobacterias del cultivo madre

en las que si que habia acumulacién de PHB.

—8—p3 —8—p4
Figura 56: Produccion de PHB en P3 'y P4

Igual que en el caso anterior, los reactores P1 y P2, los carbohidratos representaron la principal

forma de almacenamiento de carbono en los cultivos en comparacién con PHB.
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7.2.2.5. Evolucion y recuento de microorganismos

Durante el transcurso de los experimentos la cantidad de cianobacterias se mantuvo mds o menos

constante en ambos casos (figura 57). Valores alrededor de 8,88-10"" células/mL en P3 y 9:10™

células/mL.
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Figura 57: a) Evolucion de los microorganismos en P3'y b) Evolucion de los microorganismos en P4

El comportamiento en la evolucidn de algas verdes, protozoos y diatomeas fue similar en los dos
reactores como se observa en el gréfico. Durante los primeros 3 dias la cantidad de algas verdes y
la de diatomeas fue similar, pero a partir del tercer dia la presencia de diatomeas se redujo hasta

valores similares a las de los protozoos.

En las figuras 58 y 60 se puede observar la evolucion de la diversidad microbiana mediante
imagenes obtenidas con el microscopio y en las figuras 59 y 61 la evolucién del contenido de los

reactores a lo largo del experimento.
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Figura 58: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en P3
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En el reactor P3 (figura 58) el cultivo inicial estaba formado por Oscillatoria sp. en gran cantidad y
una pequefia presencia de Pseudanabaena sp., caracteristicas similares a las del reactor R3 que es
de donde procedia la biomasa inicial. Con el paso de los dias se detecté el aumento de la presencia
de Rivularia sp., en mayor cantidad, y de Tolypothrix sp. Las cianobacterias esféricas también
estuvieron presentes, tanto Aphanocapsa sp. como Chrococcus sp. Su presencia también aumentd
con la evolucién del ensayo. Referente a la especie Nostoc sp., cabe decir que en los primeros dias
se detectd formando agregaciones pero que estas se fueron disgregando con el tiempo. Las

Oscillatoria sp. junto a la Rivularia sp., fueron las especies que dominaron el cultivo.

Figura 59: Evolucion del color del licor mezcla en P3

En el caso del reactor P3 (figura 59) y a pesar de haber una limitacion de nutrientes, no se produjo
la clorosis. Pero a pesar de que el reactor en los Ultimos dias continta viéndose de color verdoso,

no alcanza los colores verdes intensos de los reactores del bloque 1.
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Figura 60: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en P4
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El cultivo inicial de P4 (figura 60) presentaba las mismas caracteristicas que P3 ya que la biomasa
procedia del mismo reactor, el R3 pero con el paso de los dias la dindmica de las cianobacterias
cambid. La presencia de cianobacterias filamentosas aumenté mas que en el reactor P3, siendo
Rivularia sp. y Tolypothrix sp. las especies predominantes por encima de Oscillatoria sp. y
Pseudanabaena sp. Referente a las cianobacterias individuales, se detectdé mas cantidad de
Aphanocapsa sp. que de Chrococcus sp. Ambas especies se encontraron formando fléculos. En este

reactor cabe destacar la gran presencia de algas verdes.

Figura 61: Evolucion del color del licor mezcla en P4

Igual que en el reactor P3 y a diferencia de los casos P1 y P2, no se produjo clorosis observable con
las fotografias del reactor (figura 61). El color verde poco intenso del principio del cultivo pasé por
una fase amarillenta en los tres primeros dias, pero luego se recuperé el color verde caracteristico

y cada vez se volvié mas oscuro e intenso.
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7.2.3. Experimento P5y P6

7.2.3.1. Evolucion pH y oxigeno disuelto

En este parte del bloque 2 se experimentos se observd una gran diferencia en la presencia de

oxigeno disuelto en ambos reactores siendo siempre el P5 el que mas cantidad de OD tuvo.

En el reactor P5 (figura 62) la cantidad de OD disminuyé de 16,76 mg/L a 11,86 mg/L en los primeros
10 dias. A partir de ese momento la cantidad de OD volvié a aumentar hasta los 18 mg/L
quedandose a los 13,51 mg/L en el ultimo dia. Respecto al reactor P6, la cantidad de oxigeno

disuelto disminuyé progresivamente de los 11,03 mg/L a los 7,93 mg/L.

En el caso del pH, al estar regulado mediante el pHmetro y las bombas de acido, los valores fueron
mds o menos estables manteniéndose siempre en un rango de entre 6,7 y 7,5 en ambos reactores,

rango mas amplio que en los casos anteriores.
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Figura 62: a) Evolucion del OD en P5y P6 y b) Evolucion del pH en P5 y P6

7.2.3.2. Evolucion sélidos suspendidos volatiles

La biomasa en los reactores P5 y P6 (figura 63) aumentd en ambos reactores durante los 21 dias
que durd el ensayo obteniéndose valores de SSV iniciales y finales similares. Mientras que los
sélidos en el reactor P5 aumentaron de una forma mas o menos lineal de 0,3 mg SSV/L a 0,66 mg
SSV/L, los sélidos en P6 aumentaron de un modo mas parabdlico. El aumento fue de 0,31 mg SSV/L

a 0,62 mg SSV/L.
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Figura 63: Evolucion de los SSV en P5 y P6

7.2.3.3. Consumo de carbono inorganico total

Igual que en los otros experimentos del bloque 2, la grafica de evolucién del carbono inorganico
total en P5y P6 (figura 64) tiene forma de sierra debido a la adicion de NaHCO; periddica de a cada
reactor como fuente de carbono inorganico soluble. Los valores bajos son los que representan el
carbonico inorganico (Cl) presente en el reactor y los valores altos equivalen a los valores de Cl mas

la cantidad de carbono afiadido periddicamente.
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Figura 64: Evolucion del TIC en P5 y P6

Igual que en los otros reactores del bloque 2, dénde se consume mds carbono inorgdnico por parte

de los microorganismos es en el reactor en el que hay limitacidn de fésforo, el reactor P6.
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7.2.3.4. Produccidn de carbohidratos y PHB

La produccion de carbohidratos en P5y P6 se comportd de forma similar en ambos reactores (figura
65). En los dos reactores se partio de una produccion inicial del 15% que aumentd con el paso de
los dias hasta valores del 40,86% en P5 y del 49,38% en P6, momento de mdaxima produccion. A
partir de este momento se observé una disminucion en la produccidn. Los valores bajaron a 26,21%
en P5ya22,83% en P6 en el dia 12 de ensayo. En los dos siguientes dias la produccion volvié a
aumentar pero a partir del dia 14, la producciéon disminuyd obteniendo unos valores finales

parecidos alrededor del 21% en los dos reactores.

dia

=8 p5 P6

Figura 65: Produccion de carbohidratos en P5 y P6

A diferencia de los reactores P3 y P4, en este caso si que se consiguié producir PHB, aunque en
cantidades inferiores comparadas con las obtenidas en P1 y P2 (figura 66). La produccion
continuada de PHB se detectd a partir del dia 6 de ensayo. En este dia fue el de maxima produccién
en P5 con un valor del 1,34%. El dia maximo de produccién en P6 fue el doceavo con un valor del
1,48%. A partir de estos dias de produccion maxima la cantidad de PHB empezd a disminuir de
forma oscilatoria hasta el ultimo dia de ensayo en el que se consiguié una produccion del 0,83% en

P5vy 0,89% en P6, valores muy similares.
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Figura 66: Produccion de PHB en P5y P6

7.2.3.5. Evolucion y recuento de microorganismos

Durante el transcurso de los experimentos la cantidad de cianobacterias variéo muy poco (figura 67).

Este valor se encontré alrededor de las 8,25-10"" células/mL en P5 y 2,72-10" células/mL en P6.
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Figura 67: a) Evolucion de los microorganismos en P5 y b) Evolucion de los microorganismos en P6

En el R5 el comportamiento en la evolucidon de algas verdes, protozoos y diatomeas fue similar. Los
valores de algas verdes oscilaron alrededor de los 4,34-10° células/mL, los de protozoos alrededor

de 9,02:10 células/mL y los de diatomeas alrededor de los 2,95-10° células/mL.

Respecto al R6, la cantidad de algas verdes presentes en el reactor se mantuvo con valores cercanos
a 1,97-10° células/mL, los protozoos también se mantuvieron con valores alrededor de 9,02-10’
células/mL y las diatomeas disminuyeron a partir de los 3 dias de ensayo y terminaron con valores

similares a los de los protozoos.
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En las figuras 68 y 70 se puede observar la evolucion de la diversidad microbiana mediante
imagenes obtenidas con el microscopio y en las figuras 69 y 71 la evolucién del contenido de los

reactores a lo largo del experimento.

AN E I min
€) &) Escola de Camins

UPC




Dia 10

'.':.:‘:';.,‘7” ) 3
"’_..~.-.\O\-'7¢.."»&

'S
e

&
Ak

. ‘e €
Al > - -
B o - -
- | 1M ot
Y/

»

e UL
~_": i :\:' § l_o. \
7 ook 1 e
J”;\\\'l.s‘ ™y ._f;.

Figura 68: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en P5
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Durante el inicio del cultivo de P5 (figura 68) las cianobacterias filamentosas se encontraban
formando flocs muy densos, tanto de Oscillatoria sp. como de Pseudanabaena sp. Con el paso de
los dias la cantidad de Oscilatoria sp. disminuyd pero aumento la presencia de Tolypothrix sp. y
Rivularia sp. Estas dos, junto a las Pseudanabaena sp., fueron las especies de filamentosas que
dominaron el cultivo. Las especies Nostoc sp. y Aphanocapsa sp. se encontraron tanto disgregadas
como formando colonias de tamafio pequefio durante todo el tiempo. También se detectd la
presencia de Chrococcus sp. aunque en menor cantidad. En los uUltimos dias de experimento se

detectaron agregaciones cada vez mas densas de las especies filamentosas

Figura 69: Evolucion del color del licor mezcla en P5

A diferencia de los reactores P3 y P4 del caso anterior, en el P5 (figura 69) el color del medio de
cultivo se mantuvo en un verde claro durante los primeros dias incluso con tonos amarillentos. No

fue hasta a mediados del experimento que el color verde no se intensifico.
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Dia 3 Dia 10 Dia 13

Figura 70: Evolucion de la poblacion de cianobacterias en P6
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A diferencia del cultivo inicial de P5, en P6 (figura 70) no se detectd Oscillatoria sp. Las
cianobacterias filamentosas presentes en el cultivo fueron Tolypothrix sp., Rivularia sp. y, en mayor
cantidad, Pseudanabaena sp. Con el tiempo, se produjo un aumento de la presencia de éstas. Como
en todos los casos anteriores el Nostoc sp. estuvo presente tanto de forma individual como
formando fléculos que aumentaron con el tiempo. Con el paso de los dias se observé como las

especies filamentosas formaban agregados cada vez mas densos y de mayor tamafio.

Figura 71: Evolucion del color del licor mezcla en P6

Igual que en el caso anterior del P5, en P6 (figura 71) el color del medio de cultivo se mantuvo en
un verde claro durante los primeros dias incluso con tonos amarillentos. No fue hasta a mediados

del experimento, pero mas pronto que en P5, que el color verde no oscurecid.
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8. Discusion

8.1. Bloque1l

A partir de los resultados obtenidos en los experimentos del blogue 1 se puede decir que se produce
un proceso de tratamiento de aguas residuales. La concentracion de nitrégeno total, nutriente que
procede de estas aguas, fue inferior en el medio de cultivo que en el efluente. Eso significa que las
cianobacterias consumieron este nitrégeno y que, por lo tanto, su presencia en el cultivo disminuyé.
La tasa mads elevada de eliminacidn de nitrégeno se produjo en los reactores R1y R2. En cambio, en
R3y R4, aunque al principio si que se consiguid reducir la concentracién de nitrégeno, en los ultimos

dias los valores de este nutriente fueron casi iguales a los del efluente.

Para el caso del fésforo, otro nutriente presente en las aguas residuales, su eliminacion fue menor
y mucho menos estable. A pesar de que las cianobacterias consumieron este fésforo, sus valores
de eliminacion fueron inferiores comparados con los de eliminacién del nitrégeno. De todos los

reactores, en los que se consiguid un mejor resultado fue en R1y R2.

En el caso del TOC, el carbono orgénico total, se consiguié su asimilacién en los reactores R1 y R2
hasta el dia 22 de ensayo y a partir de ese dia deja de ser asimilado. En cambio, en R3 y R4 la
cantidad de TOC nunca fue inferior a la de la entrada. En ese caso su asimilacidn no fue posible, las

cianobacterias no consumieron el carbono organico.

La concentracidn de sélidos suspendidos volatiles, que nos indica la cantidad de materia orgénica
presente, muestra que el crecimiento de los microorganismos fue mayor en R1, seguido por R3 y
R1. En R4 fue donde menos crecimiento se consiguié e incluso su presencia disminuyd con el

tiempo.

Respecto a la produccion de polimeros se puede decir que la mayor produccién de carbohidratos
se consigue en los reactores R1y R2, reactores en los que habia limitacion de nitrégeno en el medio
ya que se usé un medio sintético sin nitréogeno. En cambio, en los reactores R3 y R4, donde si que
habia nitrégeno en el medio, la produccién de carbohidratos se redujo con el tiempo. Referente a
la produccién de PHB, en los cuatro reactores no se consiguid que su produccidon aumentara. A

pesar de haber detectado PHB en los cultivos, su presencia disminuyd e incluso fue nula en los
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reactores R3 y R4. Esta presencia inicial de PHB en los cultivos puede ser procedente de las
cianobacterias procedentes del PBR usado como stock de biomasa. Respecto a los tiempos de
retencion hidraulica (TRH) se puede decir que los mas elevados favorecieron mas la produccién de
polimeros. Esta mayor acumulacién de carbohidratos que de PHB también se observé en los

estudios de Arias et al. (2018) y Monshupanee e Incharoensakdi (2014).

Finalmente, respecto a la evolucién de las cianobacterias del cultivo se puede decir que se comportd
de forma similar entre R1 y R2. El cultivo estuvo formado principalmente por cianobacterias
filamentosas de la familia de las Pseudanabaena sp. formando fléculos y también por
cianobacterias esféricas tanto agregadas como individuales. Se destaca que en R2 las agregaciones
de cianobacterias se volvieron cada vez mas densas y homogéneas por todo el cultivo. En cambio,
en R1 el medio cada vez se volvié mds heterogéneo con los fléculos de cianobacterias cada vez mas

agregados entre ellos.

El cultivo de los reactores R3 y R4 también estuvieron formados por cianobacterias filamentosas
pero en ese caso fueron las Oscillatoria sp. las mas abundantes. A diferencia de los reactores R1y
R2, en R3 y R4 se detectd la presencia de otra filamentosa, la Rivularia sp. Referente a las

cianobacterias filamentosas, estuvieron presentes de forma similar en ambos cultivos.

8.2. Bloque 2

Con los resultados obtenidos en los experimentos del bloque 2 se puede decir que se consigue el

objetivo.

Respecto a la cantidad de sélidos suspendidos volatiles se puede decir en los seis reactores se
consiguié el crecimiento de microorganismos y, por lo tanto, el de cianobacterias que serian
capaces de acumular polimeros. La excepcidn se encuentra en los reactores P1y P2, que a pesar de
producirse un aumento de los SSV en los primeros dias, a partir del dia 14, su concentracion
disminuyd. No se observa gran diferencia en el crecimiento de microorganismos entre los reactores

donde hubo limitacidn de nitréogeno y en los que hubo limitacién de fésforo.

La concentracidon de TIC se determiné para saber la cantidad de carbono afadido que estaban
consumiendo las cianobacterias. Este se les afiadié para proporcionar suficiente carbono al cultivo

para ser transformado en PHB o carbohidratos. En los reactores en los que se consumié mas
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carbono inorgdnico y, por lo tanto, en los que se podria esperar mas produccion de polimeros

fueron P2, P4y P6, reactores donde hubo limitacién de fésforo.

Referente a la produccidon de carbohidratos si que se cumple lo dicho anteriormente. En los
reactores donde mas consumo de TIC hubo, fue en los que mds cantidad de carbohidratos se
produjeron comparados con los reactores de su mismo experimento. Es decir, en P2 hubo mas
produccion que en P1, en P4 hubo mas produccién que en P3 y en P6 hubo mas produccidn que en
P5. Estos reactores con mas produccion corresponden a aquellos que estuvieron limitados por

foésforo.

Para la produccién se PHB se sigue el mismo patrén de produccién en P1y P2. Fue el reactor P2,
donde hubo limitacion de fosforo, el que mas cantidad de PHB se detectd. En P3 y P4 la produccién
de PHB fue casi nula o nula a partir del dia 16 de experimento. Esto puede ser debido a que la
biomasa procedente del reactor R3 no fue la adecuada para la produccidn de PHB. De hecho, en el
reactor R3, de donde procede la biomasa, tampoco hubo producciéon de PHB. En P5 y P6 si que se
observd produccién de PHB a pesar de haber usado como indculo la biomasa del reactor R4 donde

tampoco se produjo este polimero. Entre los dos reactores la produccién de PHB fue muy similar.

Finalmente, en cuanto a la evolucién de la poblacién de cianobacterias se puede decir que la gran
diferencia entre los experimentos del bloque 1 es que en los del bloque 2 se detectd por primera
vez la presencia de Tolypothrix sp., una cianobacteria filamentosa con heterociste capaz de fijar

nitrégeno, y la poca presencia de Oscillatoria sp, cianobacterias sin heterociste.

En los reactores P1y P2 se detecté una gran presencia de Pseudanabaena sp. y una gran cantidad
de Nostoc sp. En cambio, en P3 y P4 las especies dominantes fueron Rivularia sp. y Tolypothrix sp.
En P5y P6 volvieron a ser las Pseudanabaena sp. las dominantes del cultivo. Entre los reactores con
limitacidn de nitrégeno y con limitacién de fésforo cabe destacar que en los que hubo limitacién de

fésforo se detectd mas presencia de Aphanocapsa sp.

Haciendo una revisidn de las poblaciones cianobacterianas de todos los reactores se podria decir
que la presencia de Aphanocapsa sp. fue superior en los reactores con limitacién de fésforo, las
especies Rivularia sp. y Tolypothrix sp sélo se observaron en medio sintético, la especie Oscillatoria
sp. es fue abundante en cultivos con agua residual y la especie Pseudanabaena sp. fue mayoritaria

en los reactores con limitacidn de fosforo y menor en los cultivos con limitacién de nitrégeno.
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9. Conclusiones

Del trabajo realizado y los resultados obtenidos en este proyecto se pueden deducir las siguientes

conclusiones:

B &)
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Se consigue un proceso de tratamiento de aguas residuales con una mayor eficacia en la
eliminacién de nitrégeno.

En los procesos de tratamiento también se puede conseguir la produccién de polimeros
siempre y cuando haya limitacién de nutrientes en el cultivo.

El modo de operacidn de los reactores influye en la produccién de polimeros. El reactor
operado a mayor tiempo de retencién (TRH=10d) produjo mas cantidad de carbohidratos
y PHB.

Con limitacién de fdsforo se consiguen valores superiores en la produccién de
carbohidratos y PHB respecto a la limitacion de nitrégeno.

La adicidn de carbono inorgdnico favorece la acumulacidn de polimeros.

La limitacion del nitrégeno y fésforo puede causar clorosis en el cultivo de cianobacterias.
La procedencia de la biomasa influye en la evolucion de la poblacién cianobacteriana.

La limitacién del nitrégeno y fésforo influye en la evolucidn de la poblacidn cianobacteriana

y, a la vez, esta poblacidn influye en la produccién de polimeros.
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10. Recomendaciones futuras

Para trabajos futuros es recomendable continuar investigando en cudles son aquellas condiciones
en las que se consiguen mayores cantidades de polimeros. Con los resultados del presente estudio
se llega a la conclusién de que es en ausencia de fésforo cuando se consigue una mayor produccién.
Por ese motivo, se puede continuar investigando en qué condiciones con ausencia de este nutriente
se consigue mayor produccién de carbohidratos y PHB. Se podria realizar modificando el modo de

operacién, cambiando los tiempos de retencidn hidraulica, la alimentacidn...

También seria interesante estudiar cdmo conseguir una mayor produccién de PHB en general ya

que en los experimentos realizados se consiguen unas producciones muy bajas, inferiores al 5%.

Para el estudio de las poblaciones de cianobacterias es recomendable antes de empezar las
observaciones microscdpicas saber cuales son aquellas especies que es pueden encontrar y tener

un amplio conocimiento para facilitar la deteccidn de las especies durante las observaciones.

2y Escola de Camins

UPC BARCELONATECH




100

Bibliografia

ABED, R.M.M., DOBRETSOV, S. y SUDESH, K., 2009. Applications of cyanobacteria in
biotechnology. Journal of Applied Microbiology [en linea], vol. 106, no. 1, pp. 1-12. ISSN
13645072. DOI 10.1111/j.1365-2672.2008.03918.x. Disponible en:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19191979.

AIKAWA, S., HO, S.H., NAKANISHI, A., CHANG, J.S., HASUNUMA, T.y KONDO, A., 2015. Improving
polyglucan production in cyanobacteria and microalgae via cultivation design and
metabolic engineering. Biotechnology Journal, vol. 10, no. 6, pp. 886-898. ISSN 18607314.
DOI 10.1002/biot.201400344.

AIKAWA, S., NISHIDA, A., HO, S.H., CHANG, J.S., HASUNUMA, T. y KONDO, A., 2014. Glycogen
production for biofuels by the euryhaline cyanobacteria Synechococcus sp. strain PCC 7002
from an oceanic environment. Biotechnology for Biofuels, vol. 7, no. 1, pp. 3-5. ISSN

17546834. DOI 10.1186/1754-6834-7-88.

APHA/AWWA/WEF, 2012. Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
Stand. Methods [en lineal. Disponible en:
https://www.mwa.co.th/download/file_upload/SMWW _1000-3000.pdf.

ARIAS, D.M., UGGETTI, E., GARCIA-GALAN, M.J. y GARCIA, J., 2017. Cultivation and selection of
cyanobacteria in a closed photobioreactor used for secondary effluent and digestate
treatment. Science of the Total Environment [en linea], vol. 587-588, pp. 157-167. ISSN
18791026. DOI 10.1016/j.scitotenv.2017.02.097. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.scitotenv.2017.02.097.

ARIAS, D.M., UGGETTI, E., GARCIA-GALAN, M.. y GARCIA, J., 2018. Production of
polyhydroxybutyrates and carbohydrates in a mixed cyanobacterial culture: Effect of
nutrients limitation and photoperiods. New Biotechnology [en linea], vol. 42, pp. 1-11. ISSN
1871-6784. DOI 10.1016/J.NBT.2018.01.001. Disponible en:
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1871678417303321.




Efecto de los nutrientes en la diversidad de cianobacterias y en la produccién de carbohidratos y
polihidroxibutirato 101

BALAJI, S., GOPI, K.y MUTHUVELAN, B., 2013. A review on production of poly B hydroxybutyrates
from cyanobacteria for the production of bio plastics. ALGAL [en linea], vol. 2, pp. 278-285.
DOl 10.1016/j.algal.2013.03.002. Disponible en: http://projeuni.ir/wp-
content/uploads/2013/11/1-s2.0-S2hdxgfx2119gfdgf26413000465-gcvgnmain.pdf.

CIRES GOMEZ, S. y QUESADA DEL CORRAL, A., 2011. Catdlogo de cianobacterias plancténicas
potencialmente tdxicas de las aguas continentales espafiolas. S.l.: Ministerio de Medio

Ambiente, y Medio Rural y Marino. ISBN 9788449110726.

DROSG, B; FRITZ, I.; GATTERMAYR, F.; SILVESTRINI, L., 2015. Photo-autotrophic Production of
Poly(hydroxyalkanoatesl in Cyanobacteria. Chem. Biochem. Eng. Q - Universitdt fiir
Bodenkultur (Tulln, Austria) [en linea], vol. 29, no. 2, pp. 145-156. DOI
10.15255/CABEQ.2014.2254. Disponible en:
http://pierre.fkit.hr/hdki/cabeq/pdf/29_2 2015/Cabeq 2015-02-web Drosg.pdf.

HALL, D.O., MARKOV S.A., W.Y. y R.K.K., 1995. The potential applications of cyanobacterial

photosynthesis for clean technologies. Photosynthesis Research, vol. 46, pp. 159-167.

KHAJEPOUR, F., HOSSEINI, S.A., GHORBANI NASRABADI, R. y MARKOU, G., 2015. Effect of Light
Intensity and Photoperiod on Growth and Biochemical Composition of a Local Isolate of
Nostoc calcicola. Applied Biochemistry and Biotechnology, vol. 176, no. 8, pp. 2279-2289.
ISSN 15590291. DOI 10.1007/s12010-015-1717-9.

LAU, N.-S., MATSUI, M. y ABDULLAH, A.A.-A., 2015. Cyanobacteria: Photoautotrophic Microbial
Factories for the Sustainable Synthesis of Industrial Products. BioMed research
international [en linea], wvol. 2015, pp. 754934. |ISSN 2314-6141. DOI
10.1155/2015/754934. Disponible en: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/26199945.

MARIA LUISA PELEATO SANCHEZ, 2011. Las cianobacterias: cooperacidn versus competencia.
2011. Zaragoza: Real Academia de Ciencias Exactas, Fisicas, Quimicas y Naturales de

Zaragoza.

MONSHUPANEE, T. y INCHAROENSAKDI, A., 2014. Enhanced accumulation of glycogen, lipids

and polyhydroxybutyrate under optimal nutrients and light intensities in the

3 Escola de Camins

UF BARCELONATECH



102

cyanobacterium Synechocystis sp. PCC 6803. Journal of Applied Microbiology, vol. 116, no.
4, pp. 830-838. ISSN 13652672. DOI 10.1111/jam.12409.

MUR, L.R., SKULBERG, O.M. y UTKILEN, H., 1999. Chapter 2. Cyanobacteria in the environment.
Toxic Cyanobacteria in Water: A guide to their public health consequences, monitoring and

management, pp. 30. ISSN 0921-8971. DOI 10.1016/j.ecoleng.2012.12.089.

NOZZI, N.E., OLIVER, J.W.K. y ATSUMI, S., 2013. Cyanobacteria as a Platform for Biofuel
Production. Frontiers in Bioengineering and Biotechnology [en linea], vol. 1, no. September,
pp. 1-6. ISSN 2296-4185. DOl 10.3389/fbioe.2013.00007. Disponible en:
http://journal.frontiersin.org/article/10.3389/fbioe.2013.00007/abstract.

PANDA, B., JAIN, P., SHARMA, L. y MALLICK, N., 2006. Optimization of cultural and nutritional
conditions for accumulation of poly-B-hydroxybutyrate in Synechocystis sp. PCC 6803.
Bioresource Technology, vol. 97, no. 11, pp. 1296-1301. ISSN 09608524. DOI
10.1016/j.biortech.2005.05.013.

STREBLE, HEINZ; KRAUTER, D., 1987. Atlas de los Microorganismos de Agua Dulce. Ediciones.
Barcelona: Ediciones Omega, S.A. ISBN 84-282-0800-X.

TALUKDER, A.H., MAHMUD, S., LIRA, S.A. y AZIZ, A., 2015. Phycoremediation of Textile Industry
Effluent by Cyanobacteria (Nostoc muscorum and Anabaena variabilis). Bioresearch

Communications, vol. 1, no. 2, pp. 124-127.

WHITTON, B.A. y POTTS, M., 2000. The ecology of cyanobacteria: their diversity in time and
space. S.l.: Kluwer Academic. ISBN 9780792347552.

i) & Escola de Camins
UPC »‘_;v‘_/ Escola Técnica Superior d'Enginyeria de Camins, Canals | Ports
UF BARCELONATECH



