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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue disefiar y construir un prototipo de fotobiorreactor discontinuo
a escala laboratorio para la produccion de biomasa algal. Se eligi6 un disefio de fotobiorreactor
tubular de 15 litros de capacidad, distribuidos en 6 cilindros de acrilico, por sus ventajas de
construccion y operatividad, los primeros tres contenian cepas de Chorella vulgaris y los tres
restantes Scenedesmus sp. Se utilizaron materiales de metal, vidrio, acrilico y madera para la
construccion del equipo; se empled una fuente de luz basada en 6 lamparas LED, con una
intensidad promedio de 841,91 Ix, medidas en el interior de los cilindros del equipo; se control6
el tiempo de exposicion a la luz con un temporizador, programado en fotoperiodos de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad; se suministrd dioxido de carbono (CO,) atmosférico al medio de
cultivo através de una bomba de aire, con un caudal de 0.0378 cm? de CO,/s; se realizd un control
diario del pH, ajustdndolo a un rango de 7.5 a 8.5; se registro la temperatura en el interior de los
cilindros, al igual que los valores de absorbancia, medidos a 750 nm por 3 semanas de cultivo,
paraevaluar el crecimiento de las microalgas. Labiomasa obtenida fue sedimentada en recipientes
de 20 L sin el uso de floculantes, el sobrenadante fue retirado, la biomasa himeda se centrifugd
por 6 minutos a 840 rpm, se descartd nuevamente el sobrenadante. Como resultado, las muestras
se liofilizaron para obtener biomasa seca: 6.59 g de C. vulgaris 'y 9.74 g de Scenedesmus sp., las
2 muestras se guardaron en refrigeracion, concluyendo que existe mayor produccion de C.
vulgaris frente a Scenedesmus sp. Se recomienda que los docentes afines al area utilicen el

prototipo en précticas de laboratorio con los estudiantes para fortalecer su formacién profesional.

Palabras clave: <TECNOLOGIA Y CIENCIAS DE LA INGENIERIA>, <BIOTECNOLOGIA
> <DISENO FOTOBIORRES> <CONSTRUCCION> <FOTOBIORREACTOR>
<PROTOTIPO><CULTIVO MICROALGAS> <Chlorella vulgaris> < Scenedesmus>



ABSTRACT

The objective of the present work was to design and construct a discontinuous photobioreactor
prototype to laboratory-scale for the production of algal biomass A tubular photobioreactor design
of 15 liters capacity was chosen, distributed in 6 cylinders of acrylic, for its advantages of
construction and operability, the first three contained strains of Chorella vulgaris and the
remaining three of Scenedesmussp. Metal, glass, acrylic and wood materials were used to
construct the equipment; A light source based on 6 LED lamps was used, with an average
intensity of 841.91 Ix, measured inside the equipment cylinders. The time of exposure to the light
was controlled with a timer, programmed in photoperiods of 12 hours of light and 12 hours of
darkness; Atmospheric carbon dioxide (CO,) was supplied to the culture medium through an air
pump, at a flow rate of 0.0378 cm?® CO,/s; a daily pH control was performed, adjusting it to a
range of 7.5 to 8.5; The temperature inside the cylinders was recorded, as well as the absorbance
values, measured at 750 nm for 3 weeks of culture, to evaluate die growth of the microalgae. The
biomass obtained was sedimented in 20 L containers without the use of flocculants, the
supernatant was removed, the wet biomass was centrifuged for 6 minutes at 840 rpm, the
supernatant was discarded again. As a result, the samples were lyophilized to obtain dry biomass:
6.59 g of C. Vulgaris and 9.74 g of Scenedesmus sp., The 2 samples were stored in refrigeration,
concluding that there is greater production of C. Vulgaris compared to Scenedesmus sp. It is
recommended that teachers in the area use the prototype in laboratory practices with students to

strengthen their professional training.

Palabras clave: <TECHNOLOGY AND SCIENCES OF ENGINEERING >,
<BIOTECHNOLOGY> < DESIGN PHOTOBIORRES > <CONSTRUCCION>
<FOTOBIORREACTOR><PROTOTYPE > < MICROALGAS CULTURE > <Chlorella

vulgaris> < Scenedesmus>
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INTRODUCCION

Situacion Problematica

Existen limitaciones al momento de acceder a realizar practicas de laboratorio por la falta de
equipamiento apropiado a las asignaturas aprendidas, especialmente para los estudiantes de la
carrera de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental, donde el costo de los equipos es alto, lo que
limita su adquisicion y también el aprendizaje integral de los estudiantes.

La produccion industrial presenta una tendencia constante a incrementarse tanto en paises
desarrollados como en desarrollo, sin considerar en la mayoria de casos las repercusiones
ambientales, lo que incide directamente sobre la demanda energética y la necesidad de agua en
varios sectores, incluyendo la agricultura, el transporte, sectores comerciales y domésticos. (Sarin,
2012, pp.3) La demanda actual de energia es cubierta mayoritariamente por fuentes convencionales
contaminantes, que con frecuencia conllevan la emision de gases de efecto invernadero a la
atmasfera, dando lugar a la degradacion atmosférica y a una alteracion del ambiente. (Chawla, et al,
2014, pp.1)

Existe escaso interés por encontrar soluciones sostenibles ante la emision de CO,a la atmosfera,
tratamiento de aguas residuales urbanas y textiles, la produccion de alimentos; siendo la industria
basada en microalgas tanto de agua dulce como las provenientes de aguas marinas a diferentes
escalas de cultivo una alternativa prometedora, a pesar de la baja inversion en proyectos de este
tipo. (Li, et al., 2014, pp.162)

A pesar de las estimaciones para mediados del siglo XXI, donde el negocio de la produccion de
aceite de microalgas se convierta en una fuerza competitiva en el mercado de los combustibles,
no existen un nimero significativo de proyectos que busquen optimizar sus procesosy abaratar
costos. (Shiho, etal, 2012 pp. 90). El retode las instituciones de nivel superior y centros de trasferencia
tecnolégica es desarrollar proyectos que permitan el aprovechamiento de sistemas biolégicos,
generen recursos para la poblacion y desarrollen nuevas lineas de investigacion, por cuanto se
vuelve imprescindible contar con un prototipo de fotobiorreactor que permita el cultivo de
microalgas para la Facultad de Ciencias.



¢Es posible construir un prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio para
produccion de biomasa algal que contribuya en la formacion de los estudiantes de la Facultad de
Ciencias?

JUSTIFICACION

La Escuela Superior Politécnica de Chimborazo, ubicada en el centro territorial de Ecuador, ha
venido formando profesionales de excelencia por mas de 40 afios, cuenta con grupos de
investigacion como el Grupo de Energias Alternativas y Ambiente, Centro de Investigacion y
Produccion, que han destacado en eventos nacionales e internacionales. No obstante de ello, no

se han empleado fotobiorreactores es esta prestigiosa institucion.

Uno de los propdsitos de este trabajo de titulacién es complementar el aprendizaje tedrico recibido
en clases, por medio de actividades practicas de laboratorio, que generen destrezas en los
estudiantes de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, a través del uso del prototipo de
fotobiorreactor propuesto en el presente trabajo de titulacién, que permita a los estudiantes
realizar experimentos a escala laboratorio de biotecnologia, tratamiento de aguas residuales,
microbiologia y a su vez les brinde la confianza y motivacion para realizar proyectos en materia
de remediacion ambiental, alternativas de desarrollo sostenible frente al cambio climatico con las

nuevas tendencias basadas en microalgas.

Los combustibles fosiles representanel 88% de generacion de energia primaria, su combustion
es la responsable del 73% de la produccion de CO, y se estima que para el afio 2042 los
combustibles fosiles se terminen. (Krishna, et.al, 2012, pp. 47-48) EI Grupo Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climatico, sugiere politicas nacionales y subnacionales a los paises, en
materia de adaptacion y mitigacion, el cambio a combustibles de bajas emisiones de carbono
como los biocombustibles y el subsidio de los mismos para el transporte. (IPCC, 2014, pp.110,117)
Otro factor influyente es la disminucién de precios de las materias primas clave de
biocombustibles, fortaleciendo la competitividad de la industria de los biocombustibles.
(Renewables, 2015, pp. 45,46)

La produccion de microalgas en fotobiorreactores tiene el potencial de dar respuesta positiva al
uso exhaustivo de las combustibles convenciones que a diferencia de los combustibles de primera
generacion, éstos no afectan a la seguridad alimentaria ni son perjudiciales para el ambiente.
(Gikonyo, et al, 2015) El trabajo con microalgas contribuye significativamente a la reduccion de las
emisiones de gases de efecto invernadero (GEI); tienen el potencial de crear puestos de trabajo,

mejorar en términos econdmicos a regiones emergentes y en desarrollo. (Jeswani & Azapagic, 2012)



Histéricamente Ecuador ha basado su economia en la extraccion y venta de crudo, lo que ha
llevado a periodos criticos para sus habitantes por el descenso de la produccién del mismo, sus
externalidades también son ambientales, varios casos de derrames de crudo principalmente en
provincias de la Amazonia han permitido evidenciar la necesidad de diversificar la economia con

proyectos de menor impacto ambiental. (INREDH,s.f)

El Plan Nacional del Buen Vivir 2013 — 2017 de Ecuador, en su objetivo 7 busca “garantizar los
derechos de la naturaleza y promover la sostenibilidad ambiental territorial y global”, a la vez que

promueve el uso de biotecnologia, protegiendo la soberania alimentaria (SENPLADES, 2013, pp
82,128)

Una de las areas con auge es la biotecnologia algal, las microalgas son las responsables de la
produccién de aproximadamente la mitad del oxigeno atmosférico en la tierra y la absorcion de
grandes cantidades de dioxido de carbdn de la atmdsfera, su cultivo en fotobiorreactores requiere
de extensiones relativamente pequefias en terrenos no cultivables, no pone enriesgo la seguridad

alimentaria (Safi, 2014, pp. 266-268).

Con este trabajo de titulacion, se busca despertar el interés en los estudiantes de la Facultad de
Ciencias, en especial de quienes optaron por la carrera de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental
de la ESPOCH, para continuar desarrollando investigacion en esta area, teniendo la posibilidad
de contar con un prototipo de fotobiorreactor, herramienta que permite el cultivo de microalgas
en un volumen de 15 L, para el desarrollo de practicas de laboratorio en diferentes asignaturas y

trabajos de fin de carrera.



OBJETIVOS

1.1 General

e Disefiar y construir un prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio para la

produccion de biomasa algal.

1.2 Especificos

e Evaluar la necesidad de un prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio para
los estudiantes de la carrera de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental de la ESPOCH

e Desarrollar el disefio y construccion del prototipo de fotobiorreator discontinuo a escah
laboratorio.

e Comparar la produccion de biomasa generadas por Chlorella vulgarisy Scenedesmus al cabo
de 3 semanas.

¢ Realizar un manual de uso para el prototipo de fotobiorreator discontinuo a escala laboratorio.



ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

El cultivo de microalgas a gran escala es reciente en comparacion al cultivo de plantas, los
primeros en proponer que ciertas microalgas como las diatomeas, podrian ser fuentes adecuadas
de lipidos, alimento y para la obtencién de combustibles fueron Harder and von Witsch en 1942,
mientras que Milner en 1951 ya consideraba la posibilidad de la produccion fotosintética de
aceites a base de algas. El primer estudio de uso de un fotobiorreactor internamente iluminado se
desarrollo en 1952 por Aach. Estudios posteriores demostraron que las microalgas podrian
acumular niveles muy altos de lipidos, sin embargo, la productividad real de lipidos era baja, su
interés de aplicacion se enfoco en el aprovechamiento de proteinas y alimentos. (Borowitzka &
M oheimani, 2013 pp.1-4)

El cultivo comercial de microalgas tiene alrededor de 60 afios, entre 1950 y 1951 en la
Universidad de Standford se realizd el cultivo a gran escala de Chlorella por Cook, trabajo
registrado como el primero al contar con un contrato con Arthur D. Little. En 1948 en Alemania,
Witsch producia a gran escala en invernaderos y al aire libre Chlorella; cabe indicar que
paralelamente en el Instituto de Tokugawa en Tokio-Japdn también se realizaban estudios en
plantas pilotos de microalgas. (Hele, 2005 pp.7-9). Estos son los primeros pasos a mediana escak
desarrollados en los 2 extremos del planeta.

En el contexto ecuatoriano, las universidades que cuentan con un estudio en este campo son: la
Universidad San Francisco de Quito con el tema “Evaluacion de las condiciones de cultivo
autotrofico de microalgas Chlorella para la produccion de Biodiesel” realizado en 2013 (Dévila &
Ochoa, 2013 pp. 14-21); la Pontificia Universidad Catdlica del Ecuador sede Ibarra ha desarrollado
este linea de investigacion desde 2008: “Evaluacion de algas unicelulares en ambientes cerrados
para la captura de gases de combustion” (PUCE-SI, 2014); y la Universidad de las Fuerzas Armadas
ha desarrollado la siguiente tesis en 2013 “Disefio, construccion y puesta en marcha de un
fotobioreactor piloto para el crecimiento de la microalga Chlorella sp en el laboratorio de
biotecnologia y energias renovables de la Empresa Eléctrica Quito” (Sandoval, 2013, pp.121)donde
actualmente se estan optimizando procesos, especialmente de mayor produccion de lipidos y
reduccion de tiempos. La Escuela Superior Politécnica del Litoral desarroll6 una propuesta de
disefio de un fotobiorreactor industrial para cultivo de microalgas destinadas a la produccion de
biodiesel en la ciudad de Guayaquil. (Alvear, 2015, pp.4-5).

En el afio 2014, en Ecuador, como resultado de un convenio entre la Empresa Eléctrica Quito y

la Corporacion para la Investigacion Energética, se inauguré un laboratorio de Biotecnologia con



10 fotobiorreactores en Cumbaya orientado a la produccion de biodiésel y la consolidaciéon de un

catalogo de algas nativas del pais. (Carvajal, et al, 2015)

En la provincia de Imababura en Ecuador, el profesor Spiros Agathos, Decano del Colegio de
Ciencias de la Vida y Biotecnologia de Yachay Techm, trabaja con microalgas de ambientes
extremos, tolerantes a temperaturas hostiles y con altos contenidos salinos; utiliza un
fotobiorreactor parasimular las condiciones del desierto del Sahara, de donde fueron recolectadas
las especies que aislo, con el objetivo de obtener compuestos como los antioxidantes, que pueden
formar parte de suplementos de salud; También se busca a escala laboratorio la manipulacion
genéticamente Chlamydomonas, que son mas eficientes en la produccion de compuestos valiosos
como los biofarmacos. Paralelamente, el Dr. Si Amar Dahoumane, docente de la misma
institucion, emplea las microalgas a manera de nano-bio-fabricas, como un medio para producir
sustentablemente nano particulas inorganicas de oro, plata y compuestos bi-metélicos. (Ycaza,
2016).



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Cultivo de microalgas

Para el cultivo de algas se han disefiado sistemas abiertos y cerrados. Un sistema abierto es la
forma mas comin de produccion y barata para la produccién de biomasa a gran escala. Su
construccion normalmente se realiza junto a las plantas de energia o la industria pesada, que
descargan grandes cantidades de dioxido de carbono, la profundidad Optima del estanque es 15-
50 cm para permitir la exposicion de la luz solar, necesariaen la fase de crecimiento exponencial;
presentan diversos inconvenientes: pérdidas de agua por evaporacion, la transferencia de CO2
no es distribuida adecuadamente y las condiciones de cultivo no pueden controlarse totalmente,
por ello es propenso a contaminacion, se requiere de extensiones grandes de terreno, agitacion
y amplios periodos de obtencion (6 a 8 semanas) por la poca influencia de la luz en los

estratos bajos. (Pulz & Scheibenbogen, 1998, pp. 147-148)

Los sistemas cerrados poseen ventajas importantes, se aplican para obtener una concentracion
mayor de biomasa y mejor calidad en cuanto a productos farmacéuticos puros, nutracéuticos y
cosméticos. Ademas, estos sistemas son mas apropiados para cepas sensibles que no pueden
competir y crecer enmedio hostil. La alimentacion de la biomasa se realiza con CO, por medio
de burbujeo, la iluminacion a través de luces fluorescentes, los tubos que contienen las
microalgas son generalmente de 20 cm o menos de diametro y el grosor de sus paredes
transparentes en la escala de milimetros, lo que permite la absorcion de luz apropiada. Existen
varios disefios como fotobiorreactor de placa plana, fotobiorreactor tubular, fotobiorreactor en

forma de columna (Safi, 2014, pp. 268)

Paraelcultivo de microalgas, los métodos actuales se basanen produccién en lotes, semi-continuo
o cultivo continuo, la mayoria de los cultivos continuos y semicontinuos se implementan en
fotobiorreactores estrictamente controlados, que minimizan la introduccion de contaminantes
atmosféricos porque estos cultivos tienden a ser operado durante un periodo de tiempo mucho
mas largo que los cultivos por lotes. (Tredici, et al, 1999 pp. 617-620).

El cultivo de las microalgas se recomienda realizarlo en 2 etapas: una fase de crecimiento celular

con las condiciones y nutrientes adecuados para cada especie, seguida de una etapa de estrés,



como la deficiencia de nutrientes: nitrdgeno para el caso de las algas y silicio para las diatomeas,
lo que induce la acumulacién de lipidos. (Huesemann, et al, 2010 pp. 170-171)

1.1.1 Chorella vulgaris

Chlorella pertenece a las eucariotas, es un grupo de microalgas verdes capaz de reproducirse a si
misma en cuestion de horas, requiriendo Unicamente de luz solar, didxido de carbono, agua y una
pequefa cantidad de nutrientes, es unicelulares no movil, esférica o elipsoidale y el tamafio de las
celdas pueden variar de 2 a 15 pum de didmetro; se puede encontrar en agua dulce, de mar, suelo,
puede vivir de forma simbictica con liquenes y protozoos; se reproduce asexualmente a través de
la produccion de autoesporas, de una sola célula madre se puede producir entre 2 y 16 autoesporas.
(Jin & Feng, 2016, pp. 2-3)

Chlorella se ha cultivado materia para la produccién comercial de alimentos, productos para la
salud en forma de pastillas y en polvo. El valor nutricional de Chlorella es debido a su alto
contenido de proteinas (51 a 58% peso en seco) y los carotenoides, con una amplia gama de
vitamina; p-glucano, que es un inmunoestimulador activo, y tiene otros efectos beneficiosos en la

eliminacion de los radicales libres y la reduccion de lipidos de la sangre. (wWan, 2012, pp. 25)

Chlorella pertenece a la familia Chlorophyta, en condiciones de deficiencia de nitrégeno mas
otros tipos de estrés puede mantener una coloracion naranja como en la figura 1-1 se estima una
produccion total de alrededor de 2.000 toneladas/afio en la década de 1990 (Marques, et al, 2012, pp.6-
7)

-
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Figura 1-1 Microalgas verde y naranja (carotenoide) Chlorella vulgaris
Fuente: (Marques, etal, 2012)

Para su crecimiento se requiere de nutrientes como: nitrdgeno, fosforo, azufre, metales, carbono;
el aire atmosférico contiene sélo 0,04% de CO,, que no es suficiente para mantener su rapido
crecimiento, por ello usualmente se suministra aire enriquecido con CO, a la concentracion de 1
a 5% a los cultivos. Niveles mas altos de CO, pueden disminuir el pH del medio, inhibiendo el
crecimiento de las algas. En cuanto a Nitrégeno, Chlorella es capaz de utilizar nitrato, amoniaco

y las fuentes organicas de nitrdgeno como urea, glicina y aminoacidos. Otros nutrientes



inorganicos incluyen K, Ca, Mg, Fe, Cu, Zn, Mn, Mo vy, entre otros, en cantidades traza. A baja
intensidad luminica, Chlorellarealiza la fotosintesis de manera eficiente, se llega a saturar cuando
la intensidad de Iluz alcanza un valor entre 80 y 400 uEm= s? por célula, pudiendo causar la
destruccion de clorofila y provocar la muerte celular. (Jin, Feng, 2016, pp. 3-4)

112  Scenedesmus sp

Se puede encontrar en los cuerpos de agua dulce e incluso en el suelo, pueden tolerar diversas
condiciones ambientales, son faciles de cultivar y manejar; su reproduccion es asexual por la
formacién de autoesporas; como se indica en la figura 2-1, las células madre pueden tener entre
1y 4 divisiones sucesivas entre 2 a 16 células hijas, pero también muchas especies pueden
producir organismos unicelulares. Las condiciones ambientales determinan que fenotipos se

expresaran, provocando cambios morfolégicos (Lirling, 2003, pp. 85-87)

Cambia su forma para adaptarse a gradientes en las condiciones que se establecen en el cultivo o
la naturaleza, su uso potencial se enfoca a la produccién de balanceados para animales, el
enriguecimiento de piensos, bien sea para acuicultura como la industria carnica, su composicion
de proteinas totales (24-35%), lipidos (2-3%), minerales (23-25%), nutrientes digeridos (56-
60%), fibra bruta (10-15%), materia organica (35%); la presencia de carotenoides mejorar el color

de la carne. (Sociedad Espafiola de Microalgas y Subproductos, s.f)

Figura 2-1 Microalga verde Scenedesmus sp.
Fuente: (Sociedad Espafiola de Microalgasy Subproductos, sf)

Las poblaciones Scenedesmus pueden estar dominada por colonias cuatroy ocho células en lugar
de estar aisladas, ya que las colonias pueden disuadir eficazmente la alimentacion de sus
depredadores, como Daphnia cucullata, este hecho favorece el mantenimiento de organismos
unicelulares vulnerables. Sin embargo, la formacion de grandes colonias de Scenedesmus acekra
la sedimentacion, perjudicando su acceso a la luz y disminuye de la posibilidad de captar
nutrientes. (zhu, 2015, pp.1,2)



1.2 Medios de cultivo para microalgas

Un medio de cultivo es una disolucién con los nutrientes inorganicos que necesitanlas microalgas
parasu crecimiento, estaen funcion de la produccion de biomasa, contiene una fuente de carbono,
nitrégeno generalmente como nitritos y nitratos, fosforo como fosfato y otros componentes en
funcion de la especie existen macronutrientes como: cloruro de sodio y magnesio, sulfatos, sales
de calcio, micronutrientes: manganeso, cobre, cobalto, zinc, molibdeno, vanadio y otros.
(Ferndndez, 2014)

Existe una diversidad de medios para el cultivo de microalgas, pueden ser naturales enriquecidos
o artificiales, estos Ultimos son empleados con fines experimentales destinados a la obtencion de
resultados replicables tanto en la produccién masiva como el mantenimiento de las microalgas.
Cabe indicar que existen otros medios con vitaminas, aminoacidos para de microalgas auxoétrofas,

que no sintetizan a través de la fotosintesis estos compuestos y pueden limitar su crecimiento
(FAO,s.f)

Entre los medios de cultivo mas empleados para el desarrollo de microalgas a nivel laboratorio se
tienen los medios: Blue - Green Medium (BG11) y Bold's Basal Medium (BB) descritos en las

tablas 1-1 y 2-1 respectivamente. (Scottish Association for Marine Science, sf, pp.1)

Tabla 1-1: Composicion del medio de cultivo para microalgas: Blue - Green Medium

Solucion madre (1) g/L
| 1 [Nitrato de sodio | 15 |
Solucion madre (2) 9/500 mL
2 | fosfato de potasio bibasico 2
3 | Sulfato de Magnesio heptahidratado 3.75
4 | Cloruro de calcio 1.8
5 | Acido citrico 0.3
6 | Citrato de amonio férrico verde 0.3
7 | EDTAdisédico 0.05
8 | Carbonato de sodio 1
Solucion madre (3) g/L
9 | Acido bérico 2.86
10 | Cloruro de manganeso tetrahidratado 1.81
11 | Sulfato de Zinc hepatahidratado 0.22
12 | Molibdato de sodio dihidratado 0.39
13 | Sulfato cuprico pentahidratado 0.08
14 | Nitrato de cobalto hexahidratado 0.05
Medio de cultivo mL
Solucién madre 1 100
Solucion madre 2 10
Solucion madre 3 1

Fuente: (Scottish Association for Marine Science, sf, pp.1)
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Aforaral litro con agua desionizada, ajustar el pH a 7,1 con NaOH 1 M o HCI. Para solidificar

el medio, se aflade 15 g/L de Agar Bacterioldgico. Se autoclava a 15 psi durante 15 minutos.

Tabla 2-1: Composicion del medio de cultivo para microalgas: Bold's Basal Medium

Solucién madre (1-6) 9/400 mL
1 | Nitrato de sodio 10
2 | Sulfato de Magnesio heptahidratado 3
3 | Cloruro de sodio 1
4 | Fosfato de potasio dibasico 3
5 | Fosfato de potasio monobasico 7
6 | Cloruro de calcio 1
Solucion madre (7-10) g/l
Sulfato de Zinc hepatahidratado 8.82
Cloruro de manganeso tetrahidratado 1.44
7 | Oxido de molibdeno Il 0.71
Sulfato cuprico pentahidratado 1.57
Nitrato de cobalto hexahidratado 0.49
8 | Acido borico 11.4
9 |EDTA 50
Hidroxido de potasio 31
Sulfato ferroso heptahidratado 4.98
10 | Acido sulfurico concentrado 1
Medio de cultivo mL
Solucion madre 1-6 10
Solucion madre 7-10 1

Fuente: (Scottish Association for Marine Science, sf, pp.1)

Aforar a1 litro con agua desionizada o destilada.

1.3 Aplicaciones biotecnologicas de las microalgas

Se puede obtener productos metabdlicos como hidratos de carbono, proteinas, almidén,
vitaminas, enzimas, polimeros, pigmentos, lipidos que pueden ser aprovechados como
complementos alimenticios, piensos, biodiesel y productos de energia verde (conservacion y
reutilizacion de agua, mejorar la calidad de los suelos). Merece destacar el potencial de
manipulacion genética de rutas metabodlicas, una amplia configuracién de formas de cultivo,

menor cantidad de agua frente a los cultivos tradicionales. (Bajpai, et al, 2014 pp. 3-5,178)

La figura 3-1 representa la produccion a escala industrial de microalgas, que ha evolucionado en
la ultima mitad de siglo, por ejemplo, Chlorella sp es cultivada en varios sistemas de produccion:
estanques circulares, rueda de paletas, estanques de rodadura mixta, fotobiorreactores tubulares.
Alrededor de 5.000 toneladas de biomasa de Chlorella sp., se producen en todo el mundo,
principalmente enJapdn y Taiwan (Lundquist, et al, 2010 pp.14)
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Figura 3-1 Cultivo a gran escala de microalgas

a) Produccion de Haematococcus pluvialis 1 m de didmetro.

b) Produccién de Chlorella sp. 500 m? cada estanque.
Fuente: (Lundquist, 2010 pp.14)
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Las microalgas son empleadas para el tratamiento de: aguas residuales de origen municipal
(después de haber atravesado su tratamiento convencional antes de su descarga), lixiviados de
vertedero, efluentes de caucho y efluentes de la fabricacion de aceites de palma, la disminucién
de color de aguas residuales textiles; como una herramienta biologica para la evaluacién y
seguimiento de los toxicos ambientales: productos farmacéuticos, metales pesados y pesticidas;
generacion de biodiesel. Algunas microalgas como Spirulina y Chlorella son cultivadas para

consumo animal y humano, debido a su alto valor nutricional. (wan, etal 2012 pp. 24, 31-33)

Otra de las aplicaciones importantes de las microalgas corresponde a la captura de CO,, resultado
de las emisiones de ciertas fabricas, se puede conducir un flujo de gases de combustion tras haber
sido tratado previamente, con la consideracion que el gas no contenga altos niveles de particulas
en suspension (NO, y SO,) que podrian mezclarse con el agua y generen de esta manera sus
correspondientes acidos, que desencadenarian en un descenso drastico de pH y la muerte del
cultivo, por lo que los fotobiorreactores deben ser operados de manera controlada, procurando la
maxima eficiencia en la captura e inyeccion de CO,, para ello debe conocer realizar un analisis

quimico del gas a inyectar en el cultivo. (CO.ALGAEFIX, 2015, pp.67)

1.4 Fotobiorreactores

Un fotobiorreactor busca evitar el contacto con el medio ambiente externo, para impedir
contaminacion y cambios bruscos en las condiciones internas del contenedor que podrian afectar
a la biomasa, tiene condiciones mas controladas de cultivo como la dosificacion de nutrientes,
una mejor distribucion de dioxido de carbono (CO2). (Tredici, et al. 1999 pp. 617-620). LOS
fotobiorreactores permiten un mejor control de las condiciones de cultivo que los sistemas
abiertos, la productividad de biomasa es mayor. Se prevé que la biotecnologia de las algas abriria

paso al desarrollo del Sistema de Apoyo a la Vida Ecologica Cerrada, el reto actualmente es
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utilizar eficazmente la energia solar para la produccion de biomasa algal. Los fotobiorreactores

tubulares horizontales e inclinados son prometedores excepto por la dificultad de escalarlos.
(Ugwu, et al., 2008, pp. 2,3)

Los fotobiorreactores han encontrado aplicaciones en diferentes campos: farmacia, cosméticos y
alimentos para la acuicultura, cabe sefialar que el desarrollo de fotobiorreactores industriales aun
requiere de esfuerzos de optimizacion, para lograr una alta tasa de produccion. Los nuevos

avances son mas radicales para su aplicacion en biorefineria. (Dauchet, et al, 2016). Existen diferentes

tipos de fotobiorreactores, las ventajas y limitaciones son analizadas en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Tipos de reactores, ventajas y desventajas

Tipo de Ventajas Limitaciones

reactor

Estanque de — Relativamente barato Pobre productividad de la biomasa
conduccion —  Fécil de limpiar Gran érea de tierra requerida
(Raceway) —  Entrada de baja energia Limitado a unas pocas cepas de algas

—  Fécil de mantener
—  Bueno parael cultivo en masa

Contaminacion facil del cultivo
Mezclaineficiente

Pobre uso de di6xido de carbono
Baja longevidad del cultivo de algas
Pequefia superficie de iluminacion
Control de temperaturadificil
Aumento de escala desafiante

Fotobiorreactor
tubular

—  Gran superficie de iluminacion

—  Baja contaminacién

—  Buena productividad de la biomasa

—  Control de temperaturaposible

—  Mezclauniforme alcanzable

—  Escalabilidad razonablemente simple

Grado de ensuciamiento del
crecimiento de la pared

Requiere amplias areas del suelo.
Mezclaineficiente de O disueltos y
gradientes de didxido de carbono a lo
largo de tubos

Reactor plano

—  Elevadas productividades de biomasa
—  Baja contaminacién

—  Baja acumulacion de O

—  Gran superficie de iluminacion

—  Control de temperaturaposible

—  Buen intercambio de gases posible

—  Combinacion uniforme posible

Dificil de escalar

Grado de crecimiento / ensuciamiento
de la pared

Pequefio grado de estrés
hidrodinamico

Reactor tipo
columna

—  Compacto

—  Gran transferencia de masa

—  Buena mezcla con bajo esfuerzo de cizalla

—  Bajo contenido de contaminacion

—  Control de temperaturaposible

— Reduccion de fotoinhibicién y
fotooxidacion

—  Altopotencial de escalabilidad

—  Buen intercambio de gases posible

—  Combinacién uniforme posible

Area de iluminacién mas pequefia
Caro comparado con estanques
abiertos

Construccion sofisticada
Disminucion de la superficie
iluminada al aumentar la escala

Fuente: (Mokebo, K., 2012 pp. 38,39)
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14.1 Consideraciones para el disefio de fotobiorreactores tubular

La eficiencia energética de la produccion de microalgas esta determinada basicamente por la
eficiencia de las propias células con respecto a la fotosintesis y al anabolismo celular. La
conversion foto-tedrica (PCE) es de aproximadamente 9-10%, por lo cual los nuevos reactores
deben proporcionar optimas condiciones fisiolégica y un minimo de energia auxiliar. Para
alcanzar el techo del PCE al 9%, los fotobiorreactores tienen que ser casi ideales con respecto a
la transferencia de masa y luz. El crecimiento de las microalgas en fotobiorreactores cerrados

depende de la transferencia de masa apropiada de CO, y O,. (Borowitzka, et al, 2013 pp. 223-224)

Los tipos de disefios principales pueden ser de tipo cilindrico, plano o tubular para lograr la
maxima captura de luz. El aspecto de disefio importante de cualquier fotobiorreactor es que la luz
incidente debe ser perpendicular a la superficie del reactor. El tetraedro tiene la mayor area de
superficie iluminada por unidad de relacion de volumen y el mas bajo es el de una forma esférica.
Por lo tanto, la superficie iluminada a la relacion de volumen disminuye de la pirdmide> panel

plano> tubular> reactores en forma de cupula. (Debabrata, 2015 pp. 104-105)

Para el disefio de reactores, se requiere de regiones soleadas, pero posiblemente pueden surgir
otros problemas como el sobrecalentamiento durante el dia, lo que hace necesario enfriar el agua,
0 no poder contar con la infraestructura necesaria, como un suministro de dioxido de carbono. La
tasa de fotosintesis aumenta linealmente con la intensidad de la luz sélo en los flujos de fotones
bajos y permanece constante o incluso disminuye a niveles més altos, considerando que s6lo una
pequefia banda del espectro de energia solar es fotosintéticamente activa (400-740 nm). La
acumulacion de lipidos puede ser forzada por altas presiones parciales de CO, no se dispone ain
de valores fisiologicos exactos que permitan un ajuste preciso de los gases disueltos de acuerdo

con las demandas fisioldgicas de diferentes especies y condiciones de crecimiento. (Borowitzka, et
al, 2013 pp. 225-226)

14.1.1 Energialuminosa

La luz actia como una fuente de energia para las algas, puede expresarse en cualquiera de estas
unidades: Ix, W m?2 y p mol foton m2 s?. pudiendo convertirse entre ellas como lo muestra la
tabla 4-1. La energia luminosa total disponible para el crecimiento de las algas se expresa con la
ecuacion 1-1. (Debabrata, 2015 pp. 107)

E=1*A*T

(Ec. 1-1)
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Donde:

E = Cantidad de Energia suministrada a las microalgas
| =Densidad de flujo del fotdn es incidente.

A = Area superficial iluminada del fotobiorreactor

T = Duracion de tiempo (h diat)

Tabla 4-1: Conversion de unidades de densidad de flujo de fotones para la luz visible

Fuente de luz pmolfotonm?s?t|Ix [ Wm?
Luz del sol 1 54 0.219
Lamparas de halogenuros metalicos 1 71 0.218
Luces fluorescentes blancas frescas 1 74 0.218
Incandescente 1 50 0.2

Fuente: (Debabrata, D., 2015 pp. 106)

Para la mayoria de los fotobiorreactores la densidad optima del flujo de fotones es de 345 — 1125
p mol foton m? s. Diferentes intensidades de luz, longitudes de onda y también el efecto de
frecuencias de luz y oscuridad pueden afectar la forma en que las algas se desarrollan y
reproducen, sin embargo, la intensidad 6ptima de luz para las algas es 5-10 veces menor que la
intensidad de luz solar promedio, por ello el reto del aprovechamiento de la luz solar para abaratar
COSt0S. (Mokebo, 2012 pp. 44,45)

En la literatura existen otras afirmaciones respecto a la intensidad de luz éptima dentro de un
fotobiorreactor, sugieren la combinacion de la luz emitida por lamparas fluorescentesy LED’s,
porgue propician las condiciones necesarias para que las microalgas puedan realizar sus funciones
metabdlicas necesitan en promedio 2500 Ix de manera homogénea en el sistema. (Gonzalez, et al,
2014, pp.29)

1.4.1.2 Suministro de diéxido de carbonoy eliminacion de oxigeno

El diéxido de carbono es la fuente de carbono para las algas fotoautétrofas, antes de poder ser
empleado, debe disolverse enagua. El CO, predominantemente existe como gas a pH <6, HCO*
entre pH 6-10 y CO;2" a pH>10. En presencia de luz solar, el CO, absorbido se convierte en
glucosa durante la etapa de limitacioén de la tasa de fotosintesis. La fotorespiracion o alto nivel de
oxigeno disuelto puede inhibir la formacion de biomasa de alrededor del 50%. Sin embargo, la
fotorespiracién no puede detenerse completamente porque los cultivos de algas pueden alcanzar
concentraciones de O, disueltas de 40 ppm, por lo tanto, se requiere un patrén de burbujeo y
mezcla eficiente para aumentar la concentracion de CO, disuelto en el reactor con el fin de
aumentar la absorcion de CO, por las células de algas. Cabe indicar que el aumento de la
concentracion de CO, reduce el pH del cultivo, pudiendo perjudicar el crecimiento algal, la
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cantidad apropiada de suministro de CO, (1-5%) para el crecimiento de cultivos de alta

produccion, se pueden inyectar pequefias cantidades de CO, puro. (Debabrata, 2015 pp. 108)

14.1.3 Mezclado

La mezcla asegura un crecimiento homogéneo entodas las areas del reactor, se relaciona con la
transferencia de gas e incluye elequilibrio de temperatura entre las zonas calientes y frias, aumenta
la exposicion de las células a la luz, permite la transferencia de masa entre los nutrientes y las
células. Para asegurar una mayor bioproductividad es esencial la mezcla vigorosa y la densidad
de las algas. Debe considerarse que cuando la biomasa de algas es densa, la penetracion de la luz
sereduce a 2 - 5 cm. Las burbujas de gas mas pequefias conducen a una mezcla mas eficiente y
menos turbulenta. (Mokebo, 2012 pp. 43-44)

Un aspecto a tomar en cuenta es la fragilidad de las microalgas, usualmente limita la intensidad
de mezclado en el cultivo, las caracteristicas fotosintéticas y la fragilidad entre otros factores
pueden variar dependiendo de la especie en cuestion, en un mismo fotobiorreactor se puede
determinar diferentes condiciones de mezclado con el propésito de alterar el régimen de

iluminacion y conello la tasa de fotosintesis. (Flores, et al, 2003, pp.451)

Hay dos formas principales de mezclar biorreactores: uno es mecanico y el otro utiliza la entrada
de aire; La mezcla mecanica puede generar cizallamiento debido a altas velocidades del liquido,
turbulencia del cultivo y el esfuerzo hidrodinamico inducido. Por otro lado, los sistemas de mezcla
de gas causan menos dafio de esfuerzo cortante a las células de algas, reduciendo el estrés
hidrodinamico y formando buena turbulencia, pero puede generar contaminacion biologica que
obstruye la transferencia de gas y requiere la limpieza, asicomo la pérdida de dioxido de carbono
a la atmosfera, el dafio se puede reducir afiadiendo un surfactante no iénico para microalgas si el
cizallamiento es frecuente. (Mokebo, 2012 pp. 44)

1.4.1.4 Controlde pHy Temperatura

Uno de los inconvenientes del escalamiento de fotobiorreactores es el cambio de pH, que puede
llegar a ser significativo, por ejemplo, en reactores tubulares, el pH al final del tubo tiende a subir,
al decrecer la concentracion de CO, por el consumo de las microalgas, se puede controlar este
proceso con la inyeccion en las zonas donde la concentracion ya no permite la capacidad fijadora

maxima. (Flores, et al, 2003, pp.450)

Las condiciones adecuadas de temperaturas corresponden a un rango de 18 a 24 °C y el rango

propicio de pH varian entre 7.8 y 8.2 en términos generales; esto puede variar de acuerdo a la
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especie; enun cultivo convencional de microalgas el pH tiende a aumentar debido al consumo de

CO, yala precipitacion de algunas sales. (CO.ALGAEFIX, 2015, pp. 57).

Un estudio de C. vulgaris demuestra que la influencia de la temperatura sobre su viabilidad puede
llegar a ser determinante, se trabajo con 4 valores de temperatura (°C): 20, 25, 28, 30 que
corresponde a los siguientes % de viabilidad: 93.7+7.0, 74.1+55, 41.9+4.1, 20.1,
respectivamente; demostrando de esta manera que la tasa de crecimiento se ve afectada por el

fuerte aumento de la mortalidad con la temperatura. (Serra, et al, 2016, pp. 356,358)
1415 Limpieza

La limpieza asegura el funcionamiento Optimo del sistema, la acumulacion de suciedad en los
tubos y conectores del reactor puede excluir la luz de las secciones iluminadas del fotobiorreactor
e influir en las tasas de crecimiento. La contaminacion con patégenos y competidores bioldgic 0s
es una amenaza potencial para el crecimiento saludable de las algas. Existen diferentes métodos
disponibles para la desinfeccion y esterilizacion del fotobiorreactor, por ejemplo: lavar con agua
una solucion de NaOCI al 0,04% y NaOH al 0,2%, emplear tres veces agua desionizada, otra

opcidn es hacer circular una disolucién de NaOH al 1% durante 15-20 minutos. (M okebo, 2012 pp.
47)

142 Parametros de evaluacion de rendimiento de fotobiorreactores

Los rendimientos de diversos fotobiorreactores se evaltian con frecuencia determinando los valores
de los parametros criticos, en base a su productividad por unidad de volumen de reactor, a su
productividad por unidad de area ocupada de reactor y segun la productividad por area iluminada
de reactor, siendo el primer parametro el mas utilizado. (Flores, et al, 2003, pp.450)

14.2.1 Productividad volumétrica

La concentracion de células por unidad de volumen del reactor por unidad de tiempo. Se calcula
a partir de: (Debabrata, 2015 pp. 109):

Cr— Cj
P, = (cr : i)
(Ec. 2-1)
Donde:
P,= Concentracion de células por unidad de volumen (g.L*d?)
cg = Concentracion final (g L) de biomasa seca

c; = Concentracion inicial (g L) de biomasa seca

t = periodo de tiempo.
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1.4.2.2 Productividad por Area

(A)) (g m? dia™): productividad por unidad de superficie ocupada por unidad de tiempo. Se puede
reportar en gramos por metro cuadrado, toneladas por acre, toneladas por hectarea gm-? (Debabrata,
2015 pp. 109)

1.4.2.3 Tasa de fijacion de dioxido de carbono

F (g L' d™) puede calcularse a partir de:

(Ec. 3-1)
Donde:
P.= Concentracion de células por unidad de volumen (g.L*d?)

a=Dibxido de carbono fijado por unidad de biomasa (considerado 50% de carbonoen la biomasa)
asi, (Debabrata, 2015 pp. 109)

44
a=05x* o= 1.833 g CO,(g células secas™)

(Ec. 4-1)
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CAPITULO 11

2 MARCO METODOLOGICO

2.1 Disefio experimental

2.1.1 Tipoy disefio de investigacion

El trabajo de titulacion “Disefio y construccion de un prototipo de fotobiorreactor discontinuo a
escala laboratorio para la produccion de biomasa algal” empez6 siendo de carécter investigativo
durante la primera etapa, se recopild informacion de los diferentes tipos de fotobiorreactores, sus
componentes, ventajas y limitaciones, para escoger el disefio mas adecuado.

Posteriormente, el trabajo de titulacién se convirtio en un estudio de caracter técnico, de tal
manera que se plante6 un prototipo de fotobiorreactor hexagonal, con 6 cilindros distribuidos
cercade sus Vértices. De acuerdoa la literatura revisada existe un nimero muy limitado de disefios
de fotobiorreactores con esta geometria a pesar de las ventajas que representa para el

aprovechamiento de la luz incidente y su relativa facilidad para su construccion.

2.1.2 Unidad de Analisis

La unidad de analisis hace referencia al prototipo, las variables control y a los usos potenciales
que implica, se lo dejé instalado en el laboratorio de Biotecnologia, los beneficiarios directos son
los estudiantes de los ultimos semestres de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo; quienes estén cursando asignaturas a partir de séptimo semestre de b
Carrera de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental, quienes utilizaran el equipo como

complemento préactico en su formacion profesional.

2.1.3 Poblacion de Estudio

La poblacion de estudio corresponde al prototipo de fotobiorreactor con sus 6 unidades de
muestreo al cabo de 3 semanas de control, con un volumen total de 2.5 L por cada unidad. De
igual manera, a los beneficiarios de la incorporacion del equipo, los estudiantes de Ingenieria en
Biotecnologia Ambiental de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, que tengan conocimientos

tedricos de las asignaturas de tratamiento de aguas, biotecnologia, microbiologia, toxicologia
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ambiental y no hayan tenido la oportunidad de trabajar con fotobiorreactores ni microalgas a nivel
laboratorio.

214 Tamanode Muestra

El tamafio de la muestra de los potenciales beneficiarios correspondié a 62 estudiantes de los
semestres superiores de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental de la ESPOCH, que cursaban la
asignatura de tratamiento de aguas residuales.

B NxZixp=xq
n_dz*(N—1)+N*Z§l*p*q
(Ec. 5-2)

_ 800 = 1.962 * 0.05 * 0.95
"= 0.02472 % (800 — 1) + 1.962 = 0.05 * 0.95

n =29
Donde:
Z% = 1.962 (Si la seguridad es del 95%)
p = Proporcién esperada (5%=0.005)
q = 1-p (1-0.05=0.95)
d = Precision = 0.247% =0.0247
N = Total de la poblacion

215 Seleccién de muestra

La seleccion de la muestra fue de 29 estudiantes de noveno nivel de Ingenieria en Biotecnologia
Ambiental de la ESPOCH quienes recibieron una charla explicativa sobre microalgas y los
géneros mas importantes en el area de la Biotecnologia Ambiental, fotobioreactores, condiciones
de cultivo a nivel laboratorio; a su vez que realizaron una practica en los laboratorios de analisis
instrumental y calidad ambiental de la Facultad de Ciencias que les permitié adquirir destrezas
para la inoculacion, control de temperatura, intensidad luminica, crecimiento algal, ajuste de pH

para un rango Optimo de crecimiento.

20



2.2 Metodologia

2.2.1 Localizacién de la experimentacion

El lugar apropiado para la parte experimental debia ser un laboratorio que cuente con: pH-metro,
espectrofotdmetro  UV-Vis, espectrofotdbmetro de infrarrojo, ultracongelador, liofilizador,
balanzas analitica, centrifuga, refrigeradora; ademas de accesoa agua destilada, tomacorrientes
de 110 V y 220 V, materiales de vidrio.

2.2.2 Adecuaciondel lugar

Las microalgas requieren de nutrientes, CO, Yy luz; por lo que se busc6 un lugar apropiado para
mantener microalgas, un laboratorio con acceso a tomacorrientes de 110 V y 220 V, que permita
la colocacion de una repisa con lamparas fluorescentes distribuidas una frente a otra, enel lugar
debia existir acceso a frascos de vidrio y plastico estériles de al menos 250 mL, cuyo contenido
esté en agitacion permanente y tengan un flujo de aire en su interior, que a su vez debian contener
las microalgas y un medio de cultivo apropiado para su crecimiento. En lo posible debia estar en

un &rea con baja concurrencia, para evitar la contaminacion de los cultivos.

2.2.3 Obtencién de las microalgas

Se realizd un estudio preliminar de los lugares donde se trabaja con microalgas y fotobiorreactores
en Ecuador, especialmente se consideraron las universidades e instintos que llevan a cabo
proyectos de investigacion y tengan la posibilidad de compartir su experiencia, posteriormente se
realiz6 una visita in situ para establecer los contactos necesarios, para contar con las facilidades
de accesoa los laboratorios y responsables de proyectos. Se buscaron capacitaciones en el area y

se gestiond un curso para estudiantes de la Facultad de Ciencias enla ESPOCH.

224 Mantenimiento de las microalgas

— Preparacion de medio de cultivo nitrofoska foliar al 5% (m/v) en 6 matraces Erlenmeyer
de 250 mL

— Determinacion de pH en cada Erlenmeyer

— Ajuste de pH con HCI 2.0 N e NaOH 20% (m/v) (rango 7.5 a 8.5)

— Esterilizacién de material a120 °C, 15 psi, 30 minutos: 2 pipetas, 6 difusores, la manguera
y los 6 matraces con sus tapones

— Etiquetado de material

— Inoculacién de 5mL de C. vulgaris en 3 matraces

— Inoculacion de 5mL de Scenedesmus en 3 matraces
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Diariamente se agité manualmente los matraces para evitar la sedimentacion de las microalgas,
que estaban expuestas a lamparas fluorescentes en ciclos de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad, se utilizé una pipeta Pasteur para la inyeccion de aire dentro de los matraces.

2.25 Disefiodel prototipo de fotobiorreactor

Posterior a una amplia revision bibliografica se decidié disefiar un fotobiorreactor hexagonal con
6 unidades en forma de tubos cilindricos, se tom6 en cuenta parametros como volimenes,

geometria, tipo materiales y sus usos potenciales.

2.2.5.1 Seleccion del volumen para el dimensionamiento

Con la finalidad de que el equipo sea de uso académico, se determin6 un volumen apropiado (15
L) para el control de variables y para el espacio fisico disponible en el laboratorio de
Biotecnologia de la Facultad de Ciencias- ESPOCH, razones por las que éste no debia ser muy

alto 0 ancho a causa de su limpieza y mantenimiento.

Vr
V==
°TN

(Ec. 6-2)
Donde:
V.=Volumen del cilindro utilizado con medio de cultivo y microalgas.
V= volumen total.

N = NuUmero de cilindros.

2.2.5.2 Calculo de alturasy diametros de los tubos
La altura del equipo fue determinada en funcion del volumen total que contienen los cilindros.
V'.=mnr?h'
(Ec. 7-2)
Donde :
"< = volumen del cilindro.
r =radio del cilindro.

h’> = altura del cilindro.

22



Para determinar la altura ocupada por el medio de cultivo y las microalgas dentro de los cilindros:

%
hzn;

(Ec. 8-2)
Donde:
h = altura ocupada con medio de cultivo y microalgas
V. = Volumen del cilindro utilizado con medio de cultivo y microalgas
r =radio del cilindro
Para determinar la altura libre dentro de los cilindros:

Alturalibre=h' —h
(Ec. 9-2)

Donde:

h’ = altura del cilindro

h = altura ocupada con medio de cultivo y microalgas
2.25.3 Caudal de aire

El control del flujo de aire esimportante mantener una inyeccion constante de diéxido de carbono
en el sistema, mantener una mezcla, evitando la sedimentacion de las microalgas; se determind

con la ayuda de un anemometro Brunton y un calibrador pie de rey.
Q=vnr
(Ec. 10-2)
Donde:
Q = caudal
v = velocidad

r=radio
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Caudal de Dioxido de carbono diario empleado en el prototipo
Qco, = Q *% CO, enel aire

(Ec. 11-2)
Donde:

Qco,= caudal de dioxido de carbono
Q = caudal
2.2.6 Geometria del fotobiorreactor

La geometria del fotobiorreactor se establecié considerando la literatura actual, en especial

tomando en cuenta las sugerencias para el disefio y construccién de nuevos equipos en este campo
2.2.7 Seleccion de materiales

Los materiales escogidos se basaron en una blsqueda en la localidad, se compararon costos y

mano de obra.

2.2.8 Construccion del prototipo de fotobiorreactor.

Se lo realizé con base en el disefio para trabajar con tubos de acrilico, de esta manera realizar un

analisis simultaneos bajo las mismas condiciones de temperatura, iluminacién y mezclado.

229 Costos de construccion del prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala

laboratorio.

Se buscaron tiendas comerciales que oferten los materiales escogidos para la construccion
comparando tiempos de vida til y precios; fue necesaria la visita a diferentes talleres que brinden
servicios de corte de ldminas de acrilico, ensamblaje de materiales, construccion de equipos de
aluminio 'y vidrio.

2.2.10 Pruebas experimentales del prototipo de fotobiorreactor

El equipo fue trasladado al Laboratorio calidad del Aire de la Facultad de Ciencias de la ESPOCH,
donde se desarrollaron varios ensayos experimentales en condiciones de operacion discontinuas.

2210.1 Medicion de la intensidad luminica dentro de los cilindros

2.210.1.1 Materiales

Los materiales empleados para la determinacion de la intensidad luminica dentro de los cilindros

fueron:
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e Sensor-Unit Weather Cobra 4 Weather marca Phywe, que mide: luminosidad (Ix), presién
(hPa), temperatura (°C), humedad relativa (%HR), Altura (m)
e Cuaderno de anotaciones

e Flexdmetro

2.210.1.2 Procedimiento

Se realizan tres mediciones de luminosidad a diferentes alturas en el interior del cilindro con el
equipo multiparametros (sensor-Unit Weather Cobra 4 Weather), la suma de los tres valores se
divide por 3, con estos valores promedio de los 6 cilindros se calcula un valor promedio global,
que fue convertido a unidades de medida méas adecuado para el trabajo en fotobiorreactores con

la ayuda de los factores de conversion expuestos en la tabla 5-1.

2.2.10.2 Inoculacion de las microalgas

2.210.2.1 Materiales

e Indculo de las microalgas
e Pipetasde 1y 10 mL

e Agua destilada

e Toallas absorbentes

e Papelaluminio

e Cinta masqui

e Marcador indeleble

e Mascarilla

e Parde guantes
e (asas

2.210.2.2 Procedimiento

Se buscaron medios de cultivo apropiados parael crecimiento de microalgas, se escogio y prepard
el medio BG11 con el uso de sales y reactivos correspondientes, utilizando agua destilada y
materiales esterilizados. Se prepararon 3 soluciones madre en una camara de flujo laminar, que
fueron almacenadas en condiciones de oscuridad en el laboratorio de Biotecnologia para su
posterior uso, generalmente la inoculacion de las cepas fluctla entre un 5 y 10% del volumen de
produccién, para este trabajo se escogio la inoculacion del 10% del volumen del medio de cultivo.

Se numeraron los cilindros, del 1 al 3 corresponden a los cultivos de Chorella, mientras que del
4 al 5 corresponden a los cultivos de Scenedesmus. Para el primer lote, se realizé un experimento
preliminar, donde se propuso la variacion de la concentracién de NaNOjs, de esta manera se pudo

escoger la composicion mas apropiada para el segundo lote de produccion.
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2.2.10.3 Control de pH, T interna, y densidad algal, determinacion de grupos funcionales al final

del proceso.

2.210.3.1 Materiales

e Termometro digital All France Max-Min digital -50 a 70 °C
e Cuaderno de anotaciones

e Piseta con agua destilada

e Mandil

e pH-metro

e Mascarilla

e Parde guantes

e Espectrofotometro UV UV HEAIOS 3 V.60

e Celda de cuarzo

e Espectrofotometro de Infrarrojo Jasco ir-ft 3200

2.2.10.3.2 Procedimiento

Los controles se llevaron a cabo de lunes a viernes; el primer lote de cultivo fue entre el 15 de
enero al 11 de febrero de 2016; el segundo lote corresponde a al periodo 18 de febrero — 10 de
marzo de 2016.

Para el control de la temperatura, se coloc6 el termdmetro digital en la parte superior del equipo.
Se introduce la sonda al interior del medio de cultivo y se anota el valor en °C, para realizar la
medicion en el interior de otro cilindro, se lava y se seca la sonda, de repite este procedimiento
con los 6 cilindros y se reporta el valor promedio.

Para la medicion del pH, se tuvo la precaucion de calibrar el pH-metro con 2 soluciones buffer
antes de su uso, para el primer punto de calibracion, se introduce electrodo en la primera solucion
buffer hasta que el pH-metro indique que se ha reconocido el valor, posteriormente se enjuaga el
electrodo con agua destilada, se secaycalibra con la segunda solucién buffer. Con mucho cuidado
se introduce el electrodo al cilindro 1, se espera que el valor se estabilice, se afiade una solucion
acida o basica segun corresponda para ajustar el pH a un rango de 7.5-8.5, la solucién acida

empleada fue HC1 2.0 N y la solucion bésica correspondio a NaOH 20 % (m/v).

Para determinar el crecimiento de las microalgas se registro la absorbancia a 750 nm en el
espectrofotdmetro UV UV HEMOS B V.60 de lunes a viernes a las 5:00 pm, con un rango de
error de 1 hora. Las muestras se recolectaron en tubos falcon de 50 mL rotulados, con la ayuda

de las llaves de paso que tiene cada cilindro, se homogenizaron las muestras antes de su medicion;
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se llena la celda de cuarzo con agua destilada para asi encerar el espectrofotometroy se procede
a llenar la celda con cada muestray medir la absorbancia; estos valores permitieron encontrar la
concentracion de microalgas [x10* células/mL] utilizando la siguiente ecuacion que nos permitié

determinar el nimero de microalgas por mililitro.
Concentracién (x104 células/mL) = 5209.4x Abs — 70.679

(Ec. 12-3)

Esta ecuacion es el resultado de una curva de calibracién elaborada por los investigadores del
laboratorio de biologia, de la PUCE-SI, conun R?=0.98.

Adicional aello, al finalizar el segundo lote, se colocaron las muestras en el equipo de medicion
de Infrarrojo para determinar los grupos funcionales mas representativos presentes en las
muestras, para ello, previo al anlisis de las muestras en el Espectrofotdmetro de Infrarrojo por
transformada de Fourier, se limpié el cristal del ATR de Seleniuro de Zinc empleando alcohol

antiséptico, seguidamente se realizé la eliminacion de fondo sin la existencia de muestra.

2.2.10.4 Cosechade microalgas

2.210.4.1 Materiales

e Recipientes de 20 L

e Balanza analitica

e 14 tubos falcon

e Centrifuga Garver 224

e Vasos de precipitacion de 250 mL

e Pipetasde 10 mL

e Ultracongelador Arctiko Uluf 450

e Liofilizador Thermo Mycro Modulyo

2.210.4.2 Procedimiento

Posterior al cultivo, se vuelve necesario separar el componente liquido de la biomasa algal, al
cabo de 3 semana de cultivo, segun la literatura se la fase exponencial esta terminando y la fase
estacionaria esta empezando, es el momento ideal para su cosecha; los cilindros fueron retirados
cuidadosamente del equipo y su contenido con C. vulgaris fue colocados en un recipiente de 20
L, etiquetado previamente; el contenido de los cilindros de Scenedesmus fue colocado en un
segundo recipiente, se dejé reposar por 5 dias para que las microalgas puedan sedimentar sin el
uso de floculantes, posteriormente se retird el exceso de agua, quedando la superficie de los

recipientes con microalgas, que fueron recolectadas y colocadas en tubos falcon de 50 mL para
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su posterior centrifugacion por 6 minutos a 840 rpm, nuevamente se retird el sobrenadante para

poder colectar Unicamente la biomasa algal, se registr6 el peso de la biomasa himeda.

Las muestras se colocaron en fundas ziploc de manera extendida a -75°C en el ultracongelador
por 24 horas, de tal manera que se formen laminas delgadas de biomasa, posteriormente se
trasladaron las muestras en un cooler para evitar la exposicion de las muestras a las condiciones
ambientales hacia el laboratorio de productos naturales, donde se retird la humedad en el
liofilizador que opera a condiciones de vacio por 4 horas, con cuidado se retird las muestras del

equipo Y se registrd el peso de la biomasa seca.

2.2.11 Demanda del prototipo de fotobiorreactor en la carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Ambiental- ESPOCH

2211.1.1 Materiales

e Computadoras
e Cuadernos de apuntes

e Registro de asistencia

2.211.1.2 Procedimiento

La demanda del equipo como complemento dentro de la formacién de los estudiantes se realizé
en funcion de las encuestas llevadas a cabo antes y después de la practica de laboratorio a los
estudiantes de noveno nivel de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental de la Facultad de Ciencias
de la ESPOCH.

Se elabord una técnica de Laboratorio con la informacion teorica y los pasos necesarios para la
realizacion una practica de laboratorio que incluya la inoculacién de microalgas, evaluacion de
crecimiento y el establecimiento de condiciones de cultivo en un fotobiorreactor.Se revisaron y
valoraron las respuestas dadas de las encuestas realizadas en linea a los estudiantes, con cuestiones
vinculadas a la practica de laboratorio, ademas se revisaron los informes presentados por los
estudiantes.Los datos recogidos sirvieron paracorregir y mejorar la documentacion desarrolladas,
con el fin de facilitar la comprension de la técnica al momento de realizar las futuras practicas de
laboratorio; ademas esta informacion sirvié como una base para establecer elmanual del equipo.
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CAPITULO 11

3. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1 Andlisis y discusién de resultados

3.1.1 Localizacion de la experimentacion

Los diferentes ensayos realizados con el presente trabajo de titulacion se llevaron a cabo
mayoritariamente en los laboratorios de Analisis Instrumental, Biotecnologia, Calidad del Agua,
Bromatologia, Productos Naturales de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior Politécnica
de Chimborazo, ubicada en Panamericana Sur km 1 %, en la ciudad de Riobamba, provincia de
Chimborazo.

e

Escuela Supenor\ : : >
oIltecnlca de SN /
*"\

Figura 4-3 Ubicacion de los laboratorios donde se realizé el trabajo de titulacion a)
Calidad del agua, b) Biotecnologia, ¢) Bromatologia, d) Anélisis instrumental, €)
Productos Naturales

Fuente: https://earth.google.es/

3.1.2 Adecuaciondel lugar

Se adecuo en el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias una repisa metalica de 4
niveles, con un sistema eléctrico conectado en paralelo, que permitié la incorporacion de 16
lamparas fluorescentes colocadas frente a frente, con un espacio intermedio de 35 cm.

Las superficies de los niveles fueron cubiertas con papel aluminio para concentrar la incidencia
de luz. Se colocé una bomba de pecera con 2 salidas de aire, cada a su vez una con una llave de
3 salidas de aire, para la inyeccion de CO,a través de aire en los cultivos. Se implement6
sefalética para en la repisa para diferenciar los sectores de trabajo con Chlorella y Scenedesmus.
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Cabe mencionar que para ralentizar el crecimiento de microalgas, se utilizd agitacion manual de

manera diaria en lugar de la inyeccién de CO, inducida por la bomba para peceras.

Figura 5-3: Adecuacion del area de

mantenimiento de las microalgas
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian, 2017

3.1.3 Obtencion de las microalgas

Las cepas de C. vulgaris fueron facilitadas por la Escuela de Ciencias Agricolas y Ambientales
de la PUCE-SI de la ciudad de Ibarra, provincia de Imbabura; mientras que las cepas de
Scenedesmus sp fueron facilitadas por el Departamento de Recursos Hidricos y Ciencias
Ambientales de la Facultad de Ingenieria de la Universidad de Cuenca, provincia del Azuay. En
los 2 casos, las muestras facilitadas tuvieron un volumen de 40 mL, que fueron transportadas en
tubos falcon de 50 mL hacia el laboratorio de biotecnologia de la ESPOCH; otra Institucion de
Educacion Superior fue visitada fue la Universidad San Francisco de Quito, en los laboratorios
de la carrera de Ingenieria Ambiental cuentan con un fotobiorreactor, que permite desarrollar
trabajos de investigacion con el mismo.

Con el apoyo de la Asociacion de estudiantes de la Escuela Ciencias Quimicas se desarroll6 un
curso tedrico practico del 10 al 12 de junio de 2015, dictado por Candida Shinn Ph.D., enfocado
al &rea de la ecotoxicologia acuatica con el uso de C. vulgaris, que despertd el interés por
desarrollar trabajos de investigacion con microalgas en la facultad de Ciencias.

7 =23~

: i . e '
Figura 6-3 Estudiantes de Ingenieria en
Biotecnologia Ambiental inoculando C. vulgaris
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017
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3.14 Mantenimiento de las microalgas

Las microalgas fueron renovadas cada 3 semanas porque los cultivos alcanzaron un estado de
maduracion al concluir este periodo, esto se confirmé con la concentracion del color verde y la
formacién de una especie de conglomerados que flotan en el medio de cultivo.

Parallevar a caboeste proceso de renovacion, se necesitd una muestra del cultivo, que actué como
indculo en el medio de cultivo preparado, evitando la contaminacion de otras especies presentes
en el ambiente.

o

del medio de cultivo
nitrofoska foliar al 5 % (m/v) e inoculacion de
C. vulgaris y Scenedesmus

Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

Figura 7-3: Preparacion

El mantenimiento actual se basa en el uso una bomba de aire para pecera que posee 2 salidas de
aire conectadas a 2 llaves de paso regulables cada una, que a su vez tienen 3 salidas de aire
conectadas a difusores tipo bola que genera burbujas pequefas, evitando la sedimentacion e
inyectando didxido de carbono. Se ha procurado que exista uniformidad en el flujo de aire
suministrado del medio de cultivo con la regulacion de las llaves de paso.

Figura 8-3: Mantenimiento de microalgas en el

laboratorio de Biotecnologia de la ESPOCH
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017
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3.15 Disefiodel prototipo de fotobiorreactor

Se realizé el disefio de prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio, con base
hexagonal, con espejos internos que permitan la distribucion y concentren la intensidad luminica
enel interior del equipo. En la parte superior se dispuso de un espacio para elarmado del sistema
eléctrico en paralelo de las lamparas LED, del sistema de aireacion, y un termémetro digital, que

son permanentes; ademas de un espacio para un pH-metro.

La forma cilindrica escogida se debe a que la relacion area superficial/'volumen frente a los
disefios laminares, la distribucion de las lAmparas y los cilindros de acrilico es de forma hexagonal
con el objetivo de realizar una distribucion simétrica de la radiacion luminica. Para facilitar su

construccion

Se elaboraron los planos de construccion con la ayuda del software AutoCAD 2014, estableciendo
la vista frontal, lateral y de planta del prototipo propuesto, se indica ademas la geometria y

dimensiones del fotobiorreactor en la figura 9-3
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Escuela Superior Politécnica de Chimborazo
Facultad de Ciencias
Escuela Ciencias Quimicas
Ingenieria en Biotecnologia Ambiental

“DISENO Y CONSTRUCCION DE UN PROTOTIPO DE
FOTOBIORREACTOR DISCONTINUO A ESCALA
LABORATORIO PARA LA PRODUCCION DE
BIOMASA ALGAL”

Realizado por:

Revisado por:

Cristhian Chicaiza

Dr. Gerardo Ledn

Escala: [Formato:

Fecha:

1:10 A4

26-09-16

Figura 9-3. Geometria y medidas del prototipo de fotobiorreactor discontinuo.

Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017
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3.1.5.1 Selecciondel volumen para el dimensionamiento

El volumen de todo el equipo corresponde a 15 L, mientras que el volumen de cada cilindro

equivale a 2.5 L

V_15L
6
V,=25L

3.1.5.2 Calculo de alturasy diametros de los tubos

Considerando que el volumen total equivale a 15 L y el disefio incluye la realizacion de 6 tubos
de acrilico de 8 cm de radio, distribuidos en una base hexagonal, cada tubo debia contener al
menos 2.5 L.

2500 cm?
~ (4cm)?

h=49.74 cm

La altura ocupada equivale a 49.74 cm considerando un r=4 cm, V=2.5L y tomando en cuenta
que los cilindros no podian estar totalmente llenos porque impediria el control de variables, se
consideré mantener una altura de al menos 10 cm libre, por lo que la altura total del cilindro

disefiada corresponde a 60 cm, mas la altura de las llaves de paso colocadas en la parte inferior.

El volumen del cilindro utilizado con medio de cultivo y microalgas mas el espacio vacio para

hacer los controles correspondit a 3.02 L
V', = n(4cm)?(60cm)
V', =3015.93 cm3
V'.=3.02L

La distancia entre la altura de los cilindros y la altura ocupada en los mismos se determiné con

una diferencia de alturas.
Alturalibre = 60 cm—49.74 cm

Alturalibre = 10.26 cm
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3.1.5.3 Caudal de aire

Se determind el diametro de las tuberias de plasticos, con un radio de 0.4 cm?, la velocidad del

aire suministrada por la bomba equivali6 a 2.5 m/s, El caudal de aire corresponde a 125.66 cm3/s
Q =250 cm/s) () (0.4cm)?

Q =125.66 cni3/s

Figura 10-3 Medicion del flujo
de aire con el uso de un anemémetro
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

El caudal de aire dioxido de carbono corresponde a 0.38 cm3/s
Qco, = (125.66 cm®/s) (0.03/100)

Qco, = 0.0378 cm3/s

3.15.4 Geometria del fotobiorreactor

La altura del equipo se limitd a la altura de los cilindros establecida previamente; respecto a la
base hexagonal, se considerd que la distancia entre los vértices opuestos fuese de 60 cm, para
poder distribuir adecuadamente las lamparas LED, que tienen un ancho de 2.2 cm y los cilindros
de diametro de 8 cm. La longitud de los lados de la base hexagonal correspondié a 30 cm, las
lamparas internas tuvieron una separacion de 11 cm, mientras que la distancia de un cilindro a

otro fue de 20 cm, medidos desde el centro.

En la parte superior del equipo se considerd necesario disefiar unos orificios con un diametro
ligeramente superiores al de los tubos, que sirva como soporte; se disefiaron 6 perforaciones en la
base del equipo para que pueda colocarse una llave de paso de ¥ " por cada cilindro.
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3.155 Selecciénde materiales

Los materiales que se consideraron para la construccion del prototipo fueron: laminas de acrilico
transparente (40x80x0.25) cm para los cilindros porque su duracién es superior a otros materiales
y su facilidad para ser cortados, moldeados y pegados; 2 planchas de madera DMF (60x60x0.30)
cm se escogid madera DMF por su facilidad para realizar perforaciones, donde atraviesan las
llaves de paso (base) y los cilindros (parte superior); barras cuadradas de aluminio para la
estructura del prototipo, por su capacidad anticorrosiva y el tiempo de vida Util que presenta;
vidrio tipo espejo, que fue colocado en las paredes con el prop6sito de concentrar la intensidad

luminica, evitar la contaminacion y mantener una temperatura interna constante.

Figura 11-3. Materiales utilizados en la construccion del prototipo.

a) Mangueras conectadas a difusores, b) Amoladora, laminas de acrilico (40x80x0.25) m, flexdmetro, c) Cable
gemelo N° 14, lamparas T5 LED 9 W Jhonsunlight, d) Tubos cuadrados de Aluminiode 1 1/4", e) manguera, bomba
de aire para pecera, llaves de paso tipo bola 1/4", f) Temporizador, g) Pegamento ep6xido h) Termémetro digital
All France Max-Mindigital -50 a70°C

Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017
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3.1.6  Construccion del prototipo de fotobiorreactor.

La construccion del equipo implicé trabajar en varios talleres de la ciudad de Ambato: para el
moldeado de los tubos se requirid de la asistencia de un taller artesanal que utiliza hornos a altas
temperaturas, moldes y fresadoras; el corte de material de acrilico en forma circular para las bases
de los cilindros se lo realizo en una imprenta que trabaja con luz laser; para nivelar las alturas de
los cilindros de acrilico se recurrié a un taller que trabaja con tornos y fresadoras; la estructura

metalica y montaje del equipo fue realizada en un taller de aluminio y vidrio.

37



VISTA FRONTAL

VISTA LONGITUDINAL

VISTA PLANTA

) o ) . . Realizad -

Escuela Superior Polltecn!ca Qe Chimborazo “DISENO Y CONSTRUCCION DE UN PROTOTIPO DE ealiza OC':ics)trhian Chicaiza
Facultad de Ciencias FOTOBIORREACTOR DISCONTINUO A ESCALA Revisado por :

Escuela Ciencias Quimicas LABORATORIO PARA LA PRODUCCION DE Dr. Gerardo Ledn

Ingenieria en Biotecnologia Ambiental BIOMASA ALGAL" -
Escala: |Formato: |Fecha:
1:10 A4 26-09-16

Figura 12-3. Vista frontal, longitudinal y de planta del prototipo de fotobiorreactor
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017
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3.1.7 Costos de construccién del prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala
laboratorio.

Tabla 5-3: Costo de los materiales empleados en la construccion del prototipo de

fotobiorreactor.

Unidades | Descripcion in(;ﬁ;licc)jl;al C\S/I?)It?gl
6 Llaves de pasotipobola 1/4" 2.50 15.00
14 Pegamentos epoxidos 5.00 70.00
6 Cable gemelo N° 14 (m) 0.60 3.60
2 Enchufes planos 0.30 0.60
6 Lamparas T5 LED 9 W Jhonsunlight 6.00 36.00
2 Bombas de aire parapecera Power 500 20.00 40.00
10 Maguera para peceras (m) 0.80 8.00
4 Llaves de paso con 3 salidas (para el motor) 6.00 24.00
2 Laminas de acrilico de dimensiones (40x80x0.25) (m) 26.00 52.00
2 Lijas N° 1500 0.50 1.00
1 Sierra SANDFLEX para metal N° 18 1.50 150
12 Difusores de aire 2.50 30
1 Temporizador 26.00 26.00
2 Tubos cuadrados de Aluminio de 1 1/4" con aleta U 10.00 20.00
2 Planchas de madera M DF (60x60x0.30) cm 7.00 14.00
6 Vidrios de cristal reflectivos (60x30x0.25) cm 4.00 24.00
2 Juegos de bisagra paravidrio 2.00 4.00
1 Barra de silicona transparente 5.00 5.00
6 Hexagonales de pléstico (uniones) 1.25 7.50
6 Anclas de plastico 0.20 1.20
1 Broca parametal de 1/8" 3.00 3.00
2 Teflones industriales 0.60 1.20
1 Estilete mediano 0.60 0.60

Sumatoria $388.2
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017
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Tabla 6-3: Costos de materiales y reactivos de laboratorio para la construccién del prototipo
fotobiorreactor.
. S Valor Valor
Unidades | Descripcion individual| Global
6 Tubos de ensayo (10 mL) 06 360
1 Probeta 50 mL 8.00 8.00
1 Fertisol 500 g NPK 30:10:10 250 250
, 15.00 15.00
1 Galdn de alcohol potable
4.00 60
15 Galones de agua destilada
. ) 7.5 75
1 Microespatula 150 mm
) L 33.60 33.60
1 Termoémetro All France Max-M indigital -50 a 70 °C
3.00 3.00
1 Sulfato de cobre pentahidratado (500 g)
. 4.00 4.00
1 Cloruro de Calcio (500 g)
PET 1.80 1.80
1 Acido citrico (500 g)
£ el 3.50 3.50
1 Oxido férrico (10 g)
6.5 6.5
1 Cloruro de Manganeso (10 g)
12.00 24.00
2 Baldes con llave (20 L)
. 0.50 5.00
10 Frascos paramuestras de orina
30 Pares de guantes estériles 0-25 750
12 Gasas 0.30 3.60
1 Algodén 3.00 3.00
6 Cofias 0-50 3.00
. 0.30 1.80
6 M ascarillas
. 0.50 1.00
2 Taipes
. 0.60 0.60
1 Tijera
. 5.00 5.00
1 Piseta 250 mL
. . . 6.20 6.20
1 Kit de ldmparas haldgenas
- . 0.50 1.00
2 Laminas de papel filtro
. , 27.00 27.00
1 Pack de 20 unidades tubos Falcon de 50 mL + envio
Sumatoria $237.70
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian, 2017
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Tabla 7-3: Costos adicionales de servicios adicionales a la construccion del prototipo de

fotobiorreactor.
Descripcién Valor
Moldeado en forma circular a las laminas de acrilico 50.00
Torneado e igualado de la altitud de los cilindros de acrilico 30.00
Transporte 120.00
Impresiones y copias 50.00
Recorte en forma circular a laser 27.00
Ayudapara el ensamblado de la estructurade Aluminio 30.00
Sumatoria $307.00
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian, 2017

Los valores expuestos en las tablas 5-3, 6-3 y 7-3 indican los costos que representaron la
construccion del prototipo de fotobiorreactor, materiales y reactivos de laboratorio, gastos de
servicios adicionales respectivamente, que representan una sumatoria total de $ 932.9.

3.1.8 Pruebas experimentales del prototipo de fotobiorreactor
3.1.8.1 Medicionde la intensidad luminica dentro de los cilindros

Tabla 8-3: Datos obtenidos de las mediciones de intensidad luminica en el interior de los
cilindros

NUmero de Medicién Promedio Promedio
cilindro (Ix) (Ix) (1 mol fotbn m2s1)
759.70
1 756.60
756.15
795.20
2 809.40
798.75

757.48 10.24

801.12 10.83

976.25
3 986.90
994.00
87330
4 866.20
859.10

985.72 13.32

866.20 11.71

773.90
766.58 10.36

5 766.80
759.05
874.20
6 844,90

874.35 11.82

883.95

Realizadopor: Chicaiza, Cristhian, 2017
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Figura 13-3: Medicion de la intensidad luminica utilizando un Sensor-Unit

Weather Cobra 4 Weather, de marca Phywe
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

El valor promedio de intensidad luminica medido al interior de los 6 cilindros equivale a 841,91
IX, que puede expresarse también como 11,38 p mol foton m2 st

3.1.8.2 Inoculacion de las microalgas

Se utilizé el medio BG11 para el cultivo de las microalgas, las cantidades de los componentes
empleados fueron los sugeridos en la tabla 1-1, con una modificacion en la concentracion de
NaNO3, como se expone en la tabla 9-3.

Se utilizd como inoculo el 10% del volumen del cilindro, es decir por cada tubo de volumen
operable correspondiente a 2.5L, se utilizd 250mL de cultivo con microalgas frescas, preparadas
en el mantenimiento.

Figura 14-3. Prebaracién de medio de cultivo BG11 en una camara de

flujo laminar.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017
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Tabla 9-3: Experimento preliminar, primer lote de microalgas, modificacion de la solucion
madre 1 en la concentracion de NaNO3

Tubo de Mi I NaNO3
acrilico icroalga (g/L)

1 C. vulgaris 15

2 C. vulgaris 2

3 C. vulgaris 25

4 Scenedesmus 15

5 Scenedesmus 2

6 Scenedesmus 2.5

Fuente: Realizado por Chicaiza, Cristhian, 2017

Pudiendo determinar que la concentracién mas adecuada para el crecimiento de C. vulgaris y
Scenedesmuses 2 g de NaNOs/L, segun la tabla 10-3; esta concentracion fue la que se utilizo en
el segundo lote de produccion de microalgas

Figura 15-3. Colocacién de los cilindros de acrilico con medios BG11

una vez inoculadas las microalgas
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian,2017

3.1.8.3 Control depH, Tintemna, y densidad algal, determinacion de grupos funcionales al final
del proceso.

La temperatura registrada para el primer lote se encuentra en la tabla 10-3, cuyo valor promedio
equivale a 27.01 °C, mientras que la temperatura global del segundo lote correspondié a 25.87
°C.

El pH fue ajustado a un rango de 7.5-8.5 durante los controles. La absorbancia fue medida a 750
nm en el espectrofotometroy fue expresada a concentracion (x10* células/mL) utilizando la Ec.
12-3; el resultado de esta conversion se encuentra en las tablas 10-3 y 12-3
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Realizadopor: Chicaiza, Cristhian, 2017

| y
Figura 16-3. Medicion de Absorba
el espectrofotometro UV-Vis

ncia en

Tabla 10-3: Primer lote de produccion de microalgas; en los cilindros 1, 2'y 3 se cultivo
Chlorella, enlos cilindros 4, 5y 6 se cultivd Scenedesmus

Concentracién (x10* células/mL) Temperatura
Fecha Dias Niimero de cilindro promedio (°C)
1 2 3 4 5 6
15/01/16 1 49.14 49.14 49.14 57.82 57.82 57.82 259
18/01/16 3 153.33 174.16 200.21 106.44 163.74 54.35 25.7
19/01/16 4 127.28 309.61 455.47 361.70 528.40 637.80 26.6
20/01/16 5 325.24 528.40 564.87 538.82 851.38 590.91 258
21/01/16 6 507.56 1007.67 | 945.15 606.54 1549.44 | 700.31 26.1
22/01/16 7 502.36 1012.88 | 356.49 1268.14 | 2013.08 | 429.42 254
25/01/16 10 148693 | 2273.55 | 1617.17 | 2789.28 | 4034.33 | 136191 25.2
26/01/16 11 1096.23 | 1877.64 | 129939 | 2362.11 | 4518.80 | 1169.16 26.3
27/01/16 12 919.11 1955.78 | 726.36 2591.32 | 463341 | 950.36 258
28/01/16 13 1012.88 | 2731.98 | 1018.09 | 3278.97 | 5612.78 | 893.006 259
20/01/16 14 1210.83 | 2836.17 | 773.24 3153.94 | 5216.86 | 580.50 26.2
01/02/16 17 1653.63 | 4404.20 | 1554.65 | 4909.51 | 5289.79 | 1429.63 25.7
02/02/16 18 1742.19 | 5268.96 | 1611.96 | 4805.32 | 4148.94 | 1455.68 259
03/02/16 19 1789.08 | 5373.14 | 1705.73 | 4956.39 | 3497.76 | 1476.51 25.6
04/02/16 20 1700.52 | 5732.59 | 1752.61 | 4945.97 | 3049.75 | 2820.54 259
05/02/16 21 2075.59 | 5982.64 | 1882.85 | 5008.49 | 2513.18 | 1497.35 26.2
10/02/16 22 2497.56 | 7399.60 | 2544.44 | 5638.82 | 3904.09 | 1856.80 258
11/02/16 23 2471.51 | 7446.49 | 2528.81 | 5347.10 | 3825.95 | 1841.17 25.6

Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017




Tabla 11-3: Control de pH del primer lote de produccién de microalgas; en los cilindros 1,2y
3 se cultivd Chlorella, enlos cilindros 4, 5y 6 se cultivd Scenedesmus

pH
Fecha Numero de cilindro
1 2 3 4 5 6

Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Imicial | Final | Inicial | Final
15/01/16 | 8.18 7.59 B.18 7.65 B.18 7.98 8.06 7.94 8.04 T7.66 8.04 7.89

18/01/16 | 8.28 178 | .72 7.72 | 8.68 7.52 8.22 T80 | 7.50 7.50 | B.06 7.04

19/01/16 | 8.33 7.52 | 8.84 7.51 8.40 7.62 9.12 7.67 | 9.96 T80 | B.50 7.59
20/01/16 | 8.87 177 | 8.55 7.61 10.16 717 | 8.88 1.75 1022 | 7.37 | 9.4 7.26
210116 | 941 7.65 10.51 7.51 8.72 7.03 10.84 7.60 | 9.65 7.53 10.52 | 7.51
22/01/16 | 10.11 7.60 | 9.88 7.50 | 8.81 1.72 8.77 1.73 11.69 | 7.54 10.51 7.76

25/01/16 | 8.04 7.63 10.62 7.89 | 8.54 7.65 9.09 1.51 10.26 | 7.55 10,64 | 7.51
26/01/16 | 9.98 T.04 | 8.22 793 | 844 7.62 11.28 7.84 | 9.76 .71 9.46 7.62

27/01/16 | 10.61 7.80 | 9.11 1.97 10.05 | 7.56 10.61 7.60 | 1124 | 7.73 | R0l 7.90
28/01/16 | 1044 743 | 9.10 7.53 | 9.58 1.57 | 9.81 1.55 10.33 | 7.0l 8.38 7.82
29/01/16 | 10.22 175 | 872 792 | 7.86 7.96 | 9.94 1.78 | 9.13 7.63 | 8.07 7.539
01/02/16 | 11.37 7.55 1030 | 7.99 11.83 | 7.88 11.92 | 7.65 11.85 | 7.89 11.73 | 7.55
02/02/16 | 9.67 7.95 1037 | 7.92 10,52 | 7.72 11.29 | 7.54 | 1138 | 792 10,48 | 7.65

03/02/16 | 9.47 T.60 | 9.86 T1.66 | 9.76 78R | 7.10 1.95 8.15 776 | B39 7.72

04/02/16 | 9.04 7.55 | 9.89 7.65 | 9.02 7.84 10.11 7.89 | 10.61 798 | 9.87 7.83
05/02/16 | 1042 7.89 | 9.68 7.600 | 897 7.54 | 8.88 .64 | 1092 | 7.89 10.13 | 7.65
10/02/16 | 10.47 1.68 | 947 7.77 10.17 | 7.87 1024 | 7.67 | 11.04 | 8.4 | 9.04 8.01
11/02/16 | 10.58 8.04 | 9.78 7.45 10.01 B804 | 974 7.68 | 9.78 7.81 9.31 8.02

Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

Tabla 12-3: Segundo lote de produccién de microalgas; en los cilindros 1,2y 3 se cultivo
Chlorella, enlos cilindros 4, 5y 6 se cultivd Scenedesmus

Concentracion (x10* células/mL) Temperatura

Fecha | Dias Nimero de cilindro promedio (°C)
1 2 3 4 5 6

18/02/16 I 144526 | 144526 | 144520 | 127856 | 1278.56 | 1278.56 26.6
19/02/16 5 | 198182 | 164321 | 193494 | 170052 | 1684.89 | 195578 26.5
23/02/16 s | 337273 | 433024 | 3945.77 | 336232 | 228397 | 2721.56 25.8
24/02/16 6 | 359153 | 4326.05 | 4013.49 | 3445.67 | 280491 | 2487.14 26.2
. o | 452401 | 4539.64 | 3971.82 | 438336 | 4289.59 | 2700.72 258
26/02/16 s | 4487355 | 4461.50 | 356027 | 4206.24 | 177866 | 2211.04 26.3
01/03/16 12 | 6555.68 | 4727.18 | 374781 | 5196.02 | 2226.67 | 3206.03 29.0
02/03/16 13 1653.63 | 4404.20 [ 1554.65 | 490951 | 5289.79 | 1429.63 28.6
03/03/16 12 | 109623 | 1877.64 | 129939 | 236211 | 451880 | 1169.16 26.8
04/03/16 15 919.11 | 1955.78 | 72636 | 2591.32 [ 463341 [ 95036 27.2
05/03/16 16 | 101288 | 2731.98 | 1018.09 | 327897 | 5612.78 | 893.06 28.3
08/03/16 1o | 121083 | 2836.17 | 773.24 | 3153.94 | 521686 | 58050 276
09/03/16 a0 | 1653.63 | 440420 | 1554.65 | 4909.51 | 5289.79 | 1429.63 26.9
10/03/16 21 1742.19 | 5268.96 | 1611.96 | 480532 | 414894 | 1455.68 27.5

Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017
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Tabla 13-3: Control de pH del segundo lote de produccion de microalgas; en los cilindros 1, 2y
3 se cultivd Chlorella, enlos cilindros 4, 5y 6 se cultivd Scenedesmus

pH
Fecha Niimero de cilindro
1 2 3 4 5 6

Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final | Inicial | Final
18/02/16 9.15 5.04 9.15 1.62 9.15 1.56 7.86 7.65 7.86 1.72 T.86 1.55
19/02/16 11.37 8.30 11.20 8.42 8.31 8.31 8.01 8.01 8.08 8.08 7.68 T.68
30216 | 1079 | 806 | 1024 [ 812 | 993 [8.08 | 1039 | 884 | 1166 | 834 [ 1172 | 84l
24/02/16 10.65 8.10 11.76 8.25 11.87 8.35 10.55 8.37 10.75 8.23 10.41 8.44
250216 | 1098 [ 837 [1096 [ 832 [ 1132 [ 817 [ 1137 | 828 [ 1145 | 824 | 1082 | 828
26/02/16 10.97 7.18 10.81 8.11 8.69 8.21 8.00 7.99 9.08 8.37 8.06 8.03
01/03/16 11.08 8.01 11.15 8.19 11.23 8.23 10.01 8.16 11.21 8.19 I1.16 8.36
020316 | 1168 | 824 [ 1155 | 756 | 920 |836 |972 [832 | 117 | 830 | 942 | 836
03/03/16 11.58 8.23 10.95 8.25 9.83 8.36 10.94 8.32 10.34 845 10.85 8.42
04/03/16 | 1108 [ 803 [ 1097 [ 805 | 1089 [7.53 |972 | 808 | 1195 | 755 [925 | 735
05/03/16 10.98 8.07 |992 8.31 10.86 8.19 9.82 8.15 7.93 7.56 10.22 7.86
08/03/16 10.96 8.13 10.86 .79 11.97 8.53 5.14 8.08 12.04 8.10 11.02 8.37
09/03/16 8.75 7.62 9.51 8.36 9.82 8.34 9.36 8.46 9.57 8.27 10.8 8.26
00316 | 7% [ 809 [873 [ 765 | 831 | 837 [926 | 7.65 | 981 | 792 | 827 | 802

Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

L R
Figura 17-3. Limpieza del equipo antes de su uso.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017
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Figura 18-3. Puesta en marcha del prototipo
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017
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Conc. (x10"4 cél/mL)
. 8 8 E8 ¢ 8 8

Dias transcurridos
-] =2 +3 4 -+5-4§

Gréfico 1-3. Primer lote de produccion de microalgas.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

Dias transcurridos

-1 2 -3 42556

Graéfico 2-3. Segundo lote de produccién de microalgas.
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian, 2017
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La gréfica 1-3 presenta los resultados obtenidos de tabla 10-3, que a su vez redne la produccién
de microalgas y la variacion de la temperatura, cuyo valor promedio es de 27.08 °C, desde el 15
de enero de 2016 hasta el 11 de febrero del mismo afio.

El contenido de los cilindros 1,2 y 3 fue un cultivo de C. vulgaris, mientras que en los cilindros
4, 5y 6 se cultivd Scenedesmus, esta diferenciacion es muy importante al momento de comparar
el comportamiento de las curvas de crecimiento con la consideracion de que, en el primer caso C.
vulgaris se utiliza ampliamente para evaluar el crecimiento en funcion del tiempo, mientras que
Scenedesmus se lo utiliza para el analisis de produccion de biomasa por su capacidad de
adaptacion.

Para el primer lote de produccion se considerd necesario modificar una variable, la concentracion
de NaNO; con el fin de determinar la dosis mas adecuada para una mayor produccion, es por ello
que las unidades de analisis 1y 4 tuvieron una concentracion de 1.5 g/L. de NaNOs, la densidad
algal alcanzada fue de 2471.51(x104 células/mL) y 5347.10 (x104 células/mL) respectivamente.
Dentro de las unidades de andlisis 2y 5 se tuvo una concentracion de 2.0 g/L de NaNO; se logro
una densidad de 7446.49 (x104 células/ mL) y 3825.95 (x104 células/ mL) respectivamente; en
los cilindros 3y 6 la concentracion de NaNO; fue de 2.5 g/L, se alcanzé una densidad de 2528.81
(x104 células/ mL) y 1841.17 (x104 células/ mL), respectivamente.

El comportamiento de la curva de crecimiento es normal con referencia a la literatura, ya que se
puede identificar la fase de latencia desde la inoculacién hasta el quito dia, de manera generalen
se observa la fase exponencial desde el quito hasta el décimo séptimo dia, a partir de este dia se
observa la fase estacionaria del cultivo, donde la tasa de crecimiento se compensa con la tasa de
muerte de las microalgas. El resultado esperado suponia una relacion directa entre la

concentracion de NaNO; y la densidad algal final, que no se cumplié en ningun caso.

Para Chlorella se encontré que la mayor densidad algal obtenida fue cuando el medio BG11
contenia 2.0 g/L de NaNOj3, la segunda mayor densidad se obtuvo cuando el medio contenia 2.5
g/L de NaNOs. Para Scenedesmus, la mayor densidad final fue cuando la concentracion de NaNO;
fue de 1.5 g/L, es necesario indicar que la segunda mayor densidad de Scenedesmus correspondio
al medio de cultivo BG11 que contenia 2.0 g/L de NaNOs; conestos resultados se decidié emplear

2.0 g/L para las siguientes corridas en el equipo.

La gréfica 2-3 muestra los resultados obtenidos de tabla 12-3, contienen a su vez la produccion
de microalgas y la fluctuacion de la temperatura, cuyo valor promedio es de 25.87 °C, desde el
18 de febrerode 16 hastael 10 de marzo del mismo afio; la importancia de la temperatura respecto
a la viabilidad como lo demuestra Serra, et al, (16, pp. 356) puede ser determinante, para una

temperatura de 25°C el % de viabilidad llega a ser de 41.9+4.1 para Chlorella, esta temperatura
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se acerca al promedio del segundo lote de produccion, por lo que esta variable no fue la mas
adecuada dentro de la produccion para contar con una viabilidad relativamente alta.

El contenido de los cilindros 1, 2 y 3fue un cultivo de Chlorella, mientras que en los cilindros 4,
5y 6 se cultivd Scenedesmus. EI comportamiento de la curva de crecimiento es regular hasta el
dia doce; se puede identificar la fase de latencia los primeros dos dias, la fase exponencial hasta
el quinto dia, a partir de este punto hasta el décimo segundo dia se observa la fase estacionaria,
posteriormente el comportamiento de la curva muestra la fase de declive o muerte celular en las
6 unidades de analisis, exceptoen el cilindro 5, donde el crecimiento es exponencial entre los dias
12 y 13, sequidamente su densidad algal no variard mayoritariamente hasta el dia 20, donde habra
un ligero descenso hasta el dia 21. EI comportamiento en los cinco cilindros restantes puede
explicarse también por el consumo de los nutrientes presentes en el medio de cultivo, otra
observacion importante es la tendencia a sedimentar en los tubos de acrilico al ser insuficiente la
inyeccion de aire al sistema, por lo que se tuvo 2 fases diferenciables: una sedimentable y una

seccién de considerable proporcion en constante movimiento.

La mayor densidad algal que se obtiene al cabo de las 3 semanas para Chlorella es en la unidad

2, mientras que la densidad maxima para Scenedesmus se presenta en el cilindro 4.

3.1.8.4 Cosechade microalgas

El producto del primer lote fue colocado en dos recipientes de 20 L, se puso el contenido de los
3 primeros cilindros de Chlorella enun recipiente y los 3 restantes cilindros de Scenedesmus en
otro contenedor, de esta manera los productos fueron sedimentado por 5 dias sin utilizar ningan
tipo de floculante y la biomasa humeda fue centrifugada a 840 rpm por 6 minutos, se desecho el
sobrenadante y se guard6 en refrigeracion. Este cultivo cumplié el propésito de encontrar las
condiciones Optimas de crecimiento en el equipo y concentraciones de la solucion madre 1 del
medio de cultivo BG11.

Figura 19-3. Sedimentacion de las microalgas al cabo de 4 dias:

a) Scenedesmus  b) Chlorella
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian,2017
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Figura 20-3. Biomasa himeda recolectada: a) Scenedesmus b) Chlorella
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017

Figura 21-3. Centrifugacion de las muestras de biomasa algal.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017

Figura 22-3. Biomasa himeda centrifugada a 840 rpm por 6 minutos: a)

Scenedesmus b) Chlorella
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

El producto del segundo lote en el prototipo de fotobiorreactor tuvo el mismo tratamiento,
posterior a la centrifugacion se obtuvo: 71.59 g de Scenedesmus 'y 44.58 g de Chorella
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correspondiente a biomasa himeda, lo que representa que se obtuvo 1.61 veces mas de biomasa

himeda de Scenedesmus frente a Chorella.

Figura 23-3. Separacion del sobrenadante

de la biomasa algal.
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian,2017

Posterior a la liofilizacion de las muestras por 4 horas seguidas, se determind la cantidad de
biomasa seca que correspondio a 6.59 gy 9.74 g para Chlorellay Scenedesmus, respectivamente;
existio una relacion de 1.48 veces mas de Scenedesmus de biomasa seca frente a Chlorella,
proporcién que es aproximadamente igual a la relacion de biomasa himeda entre las 2 especies,
lo que permite afirmar que la produccién de Scenedesmus bajo las mismas condiciones de cultivo
es superior en aproximadamente 1.5 veces mas frente a Chlorella en el prototipo de
fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio al cabo de 3 semanas, esta consideracion es muy
importante para cultivos posteriores, porque tenemos un referente de produccion.

El volumen final de los cilindros se vio afectado por la recoleccion de muestras para la medicion
en el espectrofotdmetro, se requirié aproximadamente 25 mL por cada una que no fue devuelta a
los tubos, altener 14 muestreos, el volumen utilizado fue de 350 mL por cilindro, que multiplicado
por los 3 cilindros de cada especie, se tiene una pérdida de volumen de 1.05 L, valor que fue
restado del volumen del cilindro utilizado con medio de cultivo y microalgas que equivalié a 7.5

L, obteniendo de esta manera unvolumen final de 6.45 L por cada especie de microalga.
Se establecié una relacion de la biomasa seca con el volumen de cultivo:

Para C. vulgaris se tuvo 6.59 g cultivados en 6.45 L, se obtiene una produccion de 1.02 g/L, que
al permanecer 21 dias, su tasa de crecimiento en este periodo correspondi6 a 48.65 mg/L.d*- Para
el cultivo de Scenedesmus se obtuvo9.78 g cultivados en 6.45 L, se obtuvo 1.52 g/L de produccion
en 21 dias, con una tasa de produccion de 72.20 mg/L.d™.

Estos valores pueden contrastarse con otros como los de otras investigaciones, por ejemplo, en la

Universidad Nacional Cheng Kung (NCKU), se examind el efecto de la concentracion de
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nitrogeno sobre el crecimiento celular de FSP-E de C. vulgaris en cultivos al aire libre con
diferentes concentraciones iniciales de urea, el crecimiento en 9.3 y 12.4 mM de urea dio como
resultado una concentracion de biomasa 2.48 y 3.11 g/L (Chun, et al, 2015, pp. 266) tras varios
procesos de optimizacién en su produccién, que difieren aproximadamente en 1.6y 2.05 veces
sobre al valor maximo obtenido de biomasa seca respecto al volumen utilizado del cultivo
realizado en la ESPOCH, considerando ademas que Flores et al, (2003, pp.450) afirma que los
cultivos de algas de Alta Densidad Celular (ADC) implican concentraciones celulares mayores a

3g/L de biomasa en base seca; la densidad obtenida es buena y aceptable.

Figura 24-3. Liofilizacion de las muestras: Scenedesmus

(izquierda) y Chorella (derecha)
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian,2017

3.19 Demanda del prototipo de fotobiorreactor en la carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Ambiental- ESPOCH

Con las sugerencias planteadas en las dos encuestas, se corrigieron algunas partes de la técnica
de laboratorio propuesta para la realizacion de practicasy de la operacion y mantenimiento del
prototipo de fotobiorreactor, creando de esta manera una Guia de Practicas de Laboratorio, que
permite alos usuarios familiarizarse con el equipo y sus partes, su funcionamiento, forma correcta

de limpieza, mantenimiento, expuesta enel Anexo G.

Preguntal. ;Enqué semestre se encuentra?

Primero 0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%

0%
Noveno 100%
Décimo 0 0%

Gréfico 3-3. Resultados de la pregunta 1 de la primera encuesta.

Realizadopor: Chicaiza, Cristhian,2017
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Pregunta 2. ; Cual es su género?

Femenino 19 65.5%

l‘ Masculino 10  34.5%

Gréfico 4-3. Resultados de la pregunta 2 de la primera encuesta.
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian,2017

La poblacion a la que se realizo la encuesta correspondio a 29 estudiantes de noveno semestre de
Ingenieria en Biotecnologia Ambiental de la ESPOCH, las preguntas 1 y 2 buscaron recabar
informacion general de los estudiantes, la primera pregunta permitio identificar el nimero de
personas que pertenecian al pendltimo semestre de la carrera, mientras que la segunda pregunta
determind que el 65.5% pertenecen al género femenino, predominando sobre el al género

masculino que correspondié al 34.5%

Pregunta 3. ; Conoce cuales son los usos que tienen los fotobiorreactores?

Si 15 51.7%
No 14 483%

Gréfico 5-3. Resultados de la pregunta 3 de la primera encuesta.
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian,2017

El 51.7% afirmd conocer los usos que tienen los fotobiorreactores, siendo ésta una ligera mayoria
sobre los que afirmaron desconocer los usos; este dato da la pauta de que en las diferentes
asignaturas que reciben los estudiantes, ain no se ha abordado los diferentes tipos de reactores y
su conocimiento es mas bien, el resultado de la curiosidad e interés en el area.

Pregunta4. ;Sabe cuales son las aplicaciones de las microalgas en el campo de la

Biotecnologia?

Si 18 62.1%
No 11 37.9%

Gréfico 6-3 Resultados de la pregunta 4 de la primera encuesta.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017
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Respectoa la pregunta 4, una mayoria del 62.1% afirmo tener conocimiento de las aplicaciones
de las microalgas en el campo de la Biotecnologia, es un buen punto de partida que evidencia los
conocimientos tedricos adquiridos en las asignaturas recibidas en los semestres anteriores como

en microbiologia ambiental y biotecnologia principalmente.

Pregunta5. ¢ Considera que el nimero de horas de practicas de laboratorio recibidas en la

carrera es suficiente para su formacién profesional?

Si 2 6.9%
No 27 93.1%

Ny

Gréfico 7-3. Resultados de la pregunta 5 de la primera encuesta.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017

La pregunta 5 fue respondida de tal manera que mas del 90 % de los encuestados considerd que
el nimero de horas de précticas de laboratorio recibidas en la carrera es insuficiente para su
formacion profesional, lo que pone en evidencia la necesidad de realizar mas practicas de
laboratorio para fortalecer la competitividad y el desenvolvimiento préactico; cabe indicar que las
practicas de laboratorio generalmente se llevan a cabo con mayor frecuencia hasta quinto
semestre, mientras que en los niveles de sexto a octavo las horas practicas disminuyen
significativamente, a partir de noveno semestre se puede afirmar que no existen mayor nimero
de practicas de laboratorio y enalgunos casos definitivamente no se realizan practicas a pesar de

que son materias de especializacion.

Pregunta 6. ¢ Considera que la realizacién de practicas de laboratorio con un prototipo de

fotobiorreactor a escala laboratorio contribuiria en su aprendizaje academico?

Si 29 100%
No 0 0%

Gréfico 8-3. Resultados de la pregunta 6 de la primera encuesta.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017

De acuerdoa las respuestas planteas en la pregunta 6, los estudiantes en su totalidad, consideran
importante la realizacion de una practica de laboratorio con el prototipo de fotobiorreactor
construido dentro de su aprendizaje académico, este dato justifica en gran medida la demanda

evidente de mas equipos acordes a la carrera de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental, en
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especial en areas que no han sido exploradas en trabajos de titulacion anteriores en la Facultad de
Ciencias.

La practica de laboratorio se realizd el dia 27 de enero de 16 a partir de las 8H00 am con una
duracion de 3 horas en el laboratorio de Analisis Instrumental y Calidad del agua. La segunda
encuesta fue realizada el 3/02/16, tuvo como objetivo evaluar el desarrollo de la practica, verificar
el aprendizaje de las aplicaciones de los fotobiorreactores y recabar sugerencias para la
elaboracion del manual de uso del equipo.

Pregunta 1. ;Se utilizd la metodologia y el lenguaje adecuado durante la practica?

Si 28 96.6%
No 1 3.4%

_— |

96,6%

Grafico 9-3 Resultados de la pregunta 2 de la segunda encuesta.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017

La metodologia aplicada consisti6 en una charla introductoria de los fotobiorreactores,
microalgas, técnicas de cultivo, aplicaciones; se entregd a los estudiantes con suficiente antelacion
la técnica de laboratorio y se dividi6 en grupos de 5 personas, se solicitd la entrega de un informe
de laboratorio 8 dias después de la practica. Respectoa la pregunta 1 de la segunda encuesta, el
96.6% afirmé que la metodologia y el lenguaje fueron apropiados durante la practica, lo que lleva
amantener este método, con una consideracion para grupos mayores de 30 personas, fijar horarios
y asignaciones por grupo concatenadas, de tal manera que todos formen parte de la practica de
laboratorio y sus aportes formen parte de un todo.

Pregunta 2. ; Se comprendio el funcionamiento del fotobiorreactor?

Si 27T 931%
No 2 6.9%

)

Gréfico 10-3 Resultados de la pregunta 2 de la segunda encuesta.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

Respecto a la pregunta 2, mas del 90 % afirmé que se comprendié el funcionamiento del
fotobiorreactor, lo que motiva a mantener la pedagogia de ensefianza aprendizaje, sin embargo,

se considera hacer mas dindmica la practica, de tal manera que haya una interaccion y
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retroalimentacion, ademas es importante que los estudiantes puedan manipular y controlar por
ellos mismos los componentes del fotobiorreactor y evallen el funcionamiento de sus partes, de

tal manera que si uno de sus componentes llegara a fallar puedan suplir ese contratiempo.

Pregunta 3. ; Se comprendieron las aplicaciones potenciales de las microalgas en la carrera de

Ingenieria en Biotecnologia Ambiental?

Si 26 89.7%
No 3 103%

g

Gréfico 11-3 Resultados de la pregunta 3 de la segunda encuesta.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian,2017

A lo planteado en la pregunta 3, el 89.7% afirmo que se comprendieron las aplicaciones en la
carrerade Ingenieria en Biotecnologia Ambiental de las microalgas, se explico durante la préactica
los usos de varias especies de microalgas, sin embargo, se considera importante que los
estudiantes profundicen una o varias de las aplicaciones que les haya resultado de su interés con
la revision de articulos cientificos indexados, si discusion y se planteen la posibilidad de modificar
y replicar las técnicas propuestas en los articulos, adaptandolos a las condiciones de los
laboratorios de la Facultad de Ciencias.

Pregunta4. ;Hacia qué asignaturas considera que el uso del fotobiorreactor deberia estar
orientado?

Tratamiento de aguas 16  18.38%
Biotecnologla 23  26.44%
Microbiologia 8 9.2%

Microbiologia Ambiental 15  17.24%
Wierosiclogia Fenémenos de transporte 2 2.3%
Toxicologia Ambiental 5 575%
Disefio de Biomeactores 18 20.69%
Otra 0 0%

Tratamiento...

Eictecnologla

Microbialagi..
Fendmanos...
Toxicologia...

Disefic de Bi...
Otro

] 5 10 15 20

Gréfico 12-3 Resultados de la pregunta 4 de la segunda encuesta.
Realizadopor: Chicaiza, Cristhian,2017

Para la pregunta 4, el 26.44% de los encuestados considerd que el prototipo de fotobiorreactor
deberia estar orientado a la asignatura de Biotecnologia, seguidamente el 20.69% considerd
pertinente que el equipo pueda ser utilizado en préacticas de disefio de fotobiorreactores; para
tratamiento de aguas y microbiologia ambiental se considerd un 16% y 15 % respectivamente.

Son estas 4 asignaturas, mas otras materias de caracter profesionalizante, primordiales en la
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formacion de los futuros profesionales de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental, determinando
de esta manera la importancia del uso del equipo en la adquisicion de habilidades practicas de los
estudiantes.

Pregunta5. ¢Cuéalconsidera que debe ser el enfoque de los trabajos de titulacion respecto al

disefio y construccion de equipos en la Facultad de Ciencias de la ESPOCH?

Didéctico 1 3.4%
Productvo 15  51.7%
Investigativo 13 44.8%
Otro 0 0%

Gréfico 13-3 Resultados de la pregunta 2 de la segunda encuesta.
Realizado por: Chicaiza, Cristhian, 2017

La dltima pregunta debe ser considerada por quienes vayan realizar el disefio y construccion de
equipos en calidad de trabajos de titulacion en la Facultad de Ciencias de la ESPOCH, el 51.7%
considera que se deben realizar equipos enfocados a la produccién; un valor representativo del
44.8% cree que los trabajos de titulacion respecto al disefio y construccion deben ser de caracter
investigativo, esto se puede deber a la constante motivacion de docentes y autoridades

institucionales a realizar investigacion.

Con una vasta revision bibliografica y evaluacion los fundamentos de la parte experimental,
disefio del prototipo, construccion del equipo, la realizacion de pruebas experimentales, se puede
afirmar que el prototipo de fotobiorreactor es un instrumento académico Gtil complementario en
la formacion profesional de los estudiantes de la Ingenieria de Biotecnologia Ambiental de la
Facultad de Ciencias de la ESPOCH, frente a la falta de equipamiento en esta area de la

biotecnologia.

Por medio de estas encuestas, se logré determinar la falta de practicas de laboratorio, la necesidad
de trabajar con fotobiorreactores y microalgas en la carrera de Ingenieria en Biotecnologia
Ambiental, que puede ser aplicada en varias asignaturas de varios semestres, pudiendo realizarse
practicas diversas como aislamiento e identificacion de microalgas en la materia de
microbiologia, tratamiento de efluentes residuales en la catedra de tratamiento de aguas, la
evaluacion de los parametros Optimos para la obtencion de biodiesel en la asignatura de
Biotecnologia Ambiental, y la implementacion de mejoras al equipo en disefio de biorreactores.
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CONCLUSIONES

e Por medio de una encuesta realizada a 29 estudiantes de noveno nivel de la carrera de
Ingenieria en Biotecnologia Ambiental de la ESPOCH, se determind que mas del 50% tiene
los conocimientos tedricos del uso de fotobiorreactores y las aplicaciones de microalgas, y que
podran ser llevadas a la practica de laboratorio estudiantil inicialmente con el uso del prototipo
de fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio propuesto en este trabajo sobre todo en las
asignaturas: biotecnologia, disefio de fotobiorreactores, tratamiento de aguas y microbiologia
ambiental.

e Mediante referenciacion bibliografica se planted el disefio del prototipo de fotobiorreator
discontinuo a escala laboratorio: geometria, materiales, costos, equipos y condiciones de
laboratorio, construyéndose el equipo con base hexagonal de aluminio de 60 cm medidos de
extremo a extremo, que soporta 6 lamparas LED y 6 tubos de acrilico con una altura de 60 cm,
que tienen un ingreso de 0.0378 cm?®de CO2/s a través de difusores conectados a una bomba
de aire para peceras. elarmazén es de cristal reflectivo que permite concentrar la luz, una base
para los cilindros con una llave de paso para la recoleccién de muestras para medir la
absorbancia y la parte superior con una abertura para el ajuste de pH y registro de la
temperatura.

e Se compard la produccion de Scenedesmus frente a lo generado por Chlorella vulgaris,
determinando una relacién del producto de 1.61 y 1.48 veces mas de biomasa himeda y seca,
respectivamente al cabo de 3 semanas de cultivo en el prototipo de fotobiorreactor bajo las
mismas condiciones: fotoperiodos de dia largo,12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, medio
de cultivo BG11, cantidad del in6culo, inyeccion de CO,, regulacion de pH a un rango de 7.5
y 8.5

e El manual de uso del equipo que expone: un fundamento tedrico, los componentes, la
operatividad, el mantenimiento y la limpieza del equipo, una practica de laboratorio que puede
ser acoplada a varias asignaturas, que retne las sugerencias de los estudiantes y el docente.

e La biomasa humeda obtenida en el prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escak
laboratorio es similar a la biomasa obtenida en otros trabajos de investigacion basados en el
cultivo de los mismos géneros de microalgas.

e El control de las variables: pH, absorbancia y temperatura fue de gran importancia para
explicar el comportamiento de las curvas de crecimiento en los 2 lotes de produccion de las

microalgas.
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RECOMENDACIONES

e Parael uso del prototipo de fotobiorreactor se sugiere revisar el manual de uso antes de su
utilizacion, con el fin de evitar inconvenientes al momento del cultivo.

e Antes y después de cultivar microalgas en el equipo se recomienda limpiar interna y
externamente los componentes con alcohol potable y exposicion a luz Ultra violeta al menos
5 minutos.

e Para diversificar el cepario de microalgas se recomienda aislar e identificar otros
géneros/especies que puedan resultar de interés.

e Si se desea construir otro fotobiorreactor con fines comerciales, se sugiere que el disefio
contemple trabajar con luz solar, para evitar el consumo de electricidad y sea de mayor
volumen y de operacion continua para tener una produccion constante.

e Serecomienda la implementacion de tiras LED para maximizar la intensidad luminica dentro
del prototipo.

e Envirtud de que el medio de cultivo actia como un limitante, se sugiere realizar ensayos en
semicontinuo 0 semi batch para evitar la fase de muerte celular durante la produccion de
biomasa.

e Para futuras investigaciones se recomienda hacer ensayos con diferentes medios de cultivo,

mas econdmicos como urea, nitrofoska foliar, aguas residuales previamente tratadas
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ANEXO A

Modelo de la primera encuesta aplicada a los estudiantes de noveno semestre de Ingenieria en
Biotecnologia Ambiental de la ESPOCH antes de la realizacion de la préactica de laboratorio

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

La presente encuesta tiene por objetivo recabar datos sobre el conocimiento de los estudiantes de
Ingenieria en Biotecnologia Ambiental respecto al uso de los fotobiorreactores y las aplicaciones de
microalgas.

Instrucciones:

e Leaatentamente cada una de las preguntas
e Marque con una equis (X) la alternativa que mas lo identifique
e Conteste todas las preguntas

1. Informacién general
¢Enqué semestre se encuentra?

¢Cual es su género?
() Masculino () Femenino

2. Encuesta

2.1. ¢Conoce cuales son los usos que tienen los fotobiorreactores?
()Si ( )No

2.2. ¢Sabe cudles son las aplicaciones de las microalgas en el campo de la Biotecnologia?
()Si ( )No

2.3. ¢Considera que el nimero de horas de practicas de laboratorio recibidas en la carrera es
suficiente para su formacién profesional?
()Si ( )No

2.4. ;Considera que la realizacién de practicas de laboratorio con un prototipo de fotobiorreactor

a escala laboratorio contribuiria en su aprendizaje académico?
()Si ( )No
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ANEXO B

Modelo de la segunda encuesta aplicada a los estudiantes de noveno semestre de Ingenieria en
Biotecnologia Ambiental de la ESPOCH posterior a la realizacion de la practica de laboratorio.

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE CIENCIAS QUIMICAS

FACULTAD DE

La presente encuesta tiene por objetivo evaluar la préactica de laboratorio realizada el 27 de enero de
2016.

Instrucciones:

e Leaatentamente cada una de las preguntas
e Marque con una equis (X) la alternativa que mas lo identifique
e Conteste todas las preguntas

1. ¢Se utilizd la metodologia y el lenguaje adecuado durante la practica?
()Si ( )No

2. ¢Se comprendid el funcionamiento del fotobiorreactor?
()Si ( )No

3. ¢Se comprendieron las aplicaciones potenciales de las microalgas en la carrera de Ingenieria en

Biotecnologia Ambiental?
()si ( )No

4. ¢Hacia qué asignaturas considera que el uso del fotobiorreactor deberia estar orientado? Se puede
escoger mas de unaopcién
() Tratamiento de aguas
) Biotecnologia
) Microbiologia
) Microbiologia Ambiental
) Fenémenos de transporte
) Toxicologia Ambiental
) Disefio de Biorreactores
) Otra

AN AN AN AN AN AN

5. ¢Cual considera que debe ser el enfoque de los trabajos de titulacion respecto al disefio y
construccion de equipos en la Facultad de Ciencias de la ESPOCH?
() Didactico ( ) Productivo ( ) Investigativo ( ) Otro

Muchasgracias por su valiosa colaboracion



ANEXO C

Construccion de prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio para la produccion de

biomasa algal.

a) Igualar la boca superior de un cilindro

b) Pegado de los tubos de acrilico con pegamento epdxido.



ANEXO D

Desarrollo de la practica de laboratorio con los estudiantes de Ingenieria en Biotecnologia
Ambiental




ANEXO E

Determinacion de grupos funcionales realizados en el Infrarrojo para Chlorella vulgaris
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Determinacion de grupos funcionales realizados en el Infrarrojo para Scenedesmus.
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ANEXO F

Registro de asistentes en la préctica de laboratorio preparada para los estudiantes de novenos
semestre de Ingenieria en Biotecnologia Ambiental de la ESPOCH

ESPOCH

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

Trabajo de titulacién: “Disefo y construccién de un prototipo de fotoblorreactor

27 enero 2016

Registro de asistentes en la prictica de laboratorio “Evaluacion del crecimiento de microalgas en un
fotobiorreactor con potencial para generar biodiesel y como proceso complementario al tratamiento de
aguas residuales,”
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ANEXO G

MANUAL DE USO DE UN PROTOTIPO DE FOTOBIORREACTOR
DISCONTINUO A ESCALA LABORATORIO

Riobamba, 2017

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
INGENIERIA EN BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL



INTRODUCCION

Manual de uso de un prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio

Introduccion

El proposito de este manual tiene como objetivo presentar los fundamentos tedricos basicos, facilitar
el uso y mantenimiento del prototipo de fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio, presentado
como el resultado del trabajo de titulacion dirigido por el Dr. Gerardo Ledn y la Ing. Sofia Godoy
Mg; para fortalecer la formacion los futuros profesionales de la Carrera de Ingenieria en

Biotecnologia Ambiental de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

Fundamento teodrico.

Se prevé que la biotecnologia de las algas abriria paso al desarrollo del Sistema de Apoyo a la Vida
Ecoldgica Cerrada (CELSS), el reto actualmente es utilizar eficazmente la energia solar para la
produccion de biomasa algal. Los fotobiorreactores cerrados permiten un mejor control de las
condiciones de cultivo que los sistemas abiertos, la productividad de biomasa es mayor y se puede
prevenir facilmente la contaminacion, la mayoria de los fotobiorreactores se caracterizan por

superficies de iluminacion en gran parte expuestas. (Ugwu, et al., 2008, pp. 2,3)

Un fotobiorreactor busca evitar el contacto con el medio ambiente externo, para impedir
contaminacién y cambios bruscos en las condiciones internas del contenedor que podrian afectar a
biomasa, tiene condiciones mas controladas de cultivo como la dosificacién de nutrientes, una mejor
distribucion de dioxido de carbono (CO2). (Tredici, etal. 1999 pp. 617-620).

Los fotobiorreactores han encontrado aplicaciones en diferentes campos, farmacia, cosméticos y
alimentos para la acuicultura, cabe sefialar que el desarrollo de fotobiorreactores industriales aun
requiere de esfuerzos de optimizacion, para lograr una alta tasa de produccion volumétrica para la
implementacion a gran escala. Los nuevos avances tecnoldgicos son mas radicales para su aplicacion

en biorefineria de algas. (Dauchet, et al, 2016).

Los fotobiorreactores tubulares tienen ventajas como: gran superficie de iluminacion, baja
contaminacion, buena productividad de la biomasa, control de temperatura posible, mezcla uniforme,
escalabilidad razonablemente simple; sus desventajas son: grado de ensuciamiento del crecimiento
de la pared, requiere amplias areas del suelo, mezcla ineficiente de O, disueltos y gradientes de

dioxido de carbono a lo largo de tubos.



Componentes

Vista Superior del equipo

mmooO w»

Sistema de iluminacién
Tubos de acrilico
Mangueras

Difusores de aire
Llaves de Paso
Timer/temporizador

Soporte de madera superior
Sistema eléctrico en paralelo
Termdmetro digital

Sistema de distribucion de aire.
Bomba de aire



Operatividad

10.

11
12.

Verificar que el enchufe se encuentre conectado

Programar el timer, se recomienda trabajar en tiempos de 12 horas de luz y 12 horas de
oscuridad o también 16 horas de luz y 8 horas de oscuridad.

Esterilizar en el autoclave (15 psi de presion, 121 °C por 30 minutos) las mangueras,
difusores (envueltas en papel de empaque, rotuladas previamente), colocar en una estufa
de secado por 2 horas a 90 °C para retirar la humedad.

Preparar un volumen de 15 litros de medio cultivo, se sugiere el uso de agua destilada en
la cdmara de flujo laminar considerando las concentraciones de las sales de la practica de
laboratorio

Separar el medio cultivo en 2 recipientes, de tal manera que se tenga 7.5 L para el cultivo
de una especie y 7.5 para el cultivo de otra especie.

Inocular el 5% con la especie escogida previamente en los recipientes rotulados
previamente.

Distribuir en 6 tubos de acrilico el contenido de los baldes

Conectar las 6 mangueras con sus difusores a la bomba de aire.

Conectar la bomba de aire a un tomacorriente y verificar que el paso de aire sea uniforme
en los 6 difusores

Colocar tubos de acrilico con el contenido en la estructura del equipo, de tal manera que
exista correspondencia entre los nimeros de los tubos y los nimeros que estan en la parte
superior de la estructura.

Controlar variables de Temperatura, absorbancia, pH.

Cosechar la biomasa.

Limpiezay mante nimiento del equipo

1.

La limpieza debe realizarse con mucho cuidado cada vez que se termine un lote de
produccion, se puede utilizar algunas estrategias para desinfeccion y esterilizacion del.
Lavar con agua una solucién de NaOCl al 0,04% y NaOH al 0,2%, emplear tres veces
agua desionizada, se puede usar también una disolucion de NaOH al 1% durante 15-20
minutos.

Los tubos no pueden ser autoclavados porque podrian su forma al ser sometidos a altas
temperaturas, por lo que se recomienda colocarlos en una camara de flujo o camara de
seguridad biolégica por 15 minutos expuestos a luz UV. El resto de componentes como
mangueras, difusores, llaves de paso debe ser llevado al autoclave a las condiciones

expuestas ante riormente.



4. En caso de que existan fisuras en los tubos de acrilico, colocar pegamento epdxido sobre
la superficie previamente limpia y seca. El tubo puede ser usado 48 horas posteriores a
este tratamiento.

5. La limpieza interna y externa del equipo debe realizarse con toallas absorbentes o una
franela limpia, empleando abundante alcohol potable.

Practica de laboratorio

Tema: Evaluacion del crecimiento de microalgas en un fotobiorreactor con aplicaciones en el area

de la Biotecnologia Ambiental
Objetivos:

e Cultivar Chlorella vulgaris y Scenedesmus a condiciones de laboratorio
e Realizar el control de pH, Temperatura, concentracion de microalgas
e Comparar la tasa de crecimiento Chlorella vulgaris y Scenedesmus en el fotobiorreactor.

e Emplear la biomasa generada en alguna aplicacion del campo de la biotecnologia

ambiental
Materiales:
Por el Curso:
§ ; Individuales:
Galon de Agua destilada _
Toallas Absorbentes Mandil
Mascarilla

Papel Aluminio
. . Par de guantes
Cinta masqui g

Rotulador

Procedimiento:
CULTIVO DE Chlorella vulgaris Y Scenedesmus A CONDICIONES DE LABORATORIO.

1. Preparacion de medios de cultivo liquido
a) Autoclavar los materiales a emplearse
b) Preparar las Soluciones stock 1, 2y 3



BG11 (Blue-Green Medium)

Freshwater algae and protozoa

Stocks per litre
(1) NaNO; 15.0g
per 500 ml
(2) K:HPO, 2.0g
(3) MgS0.4.7H,0 3.75g

(4) CaClz.2H;0 1.80g
(5) Citric acid 0.30g
(6) Ammonium ferric citrate green 0.30g
(7) EDTANa; 0.05g
(8) MNa,CO; 1.00 g
(9) Trace metal solution: per litre
H3:BO3 2.86¢g
MnCl;.4H,0 1.81 g
ZnS04.7H0 0.22g
Na;Mo0,4.2H;0 0.39g
CuS04.5H20 0.08 g
Co(NO3)2.6H,0 0.05g
Medium per litre
Stock solution 1 100.0 ml
Stock solutions 2 - 8 10.0 ml each
Stock solution 9 1.0 ml

Make up to 1 litre with deionized water. Adjust pH to 7.1 with 1M NaOH or HCL.
For agar add 15.0 g per litre of Bacteriological Agar (Oxoid L11)*. Autoclave at 15
psi for 15 minutes.

Medio de cultivo Blue-Green 11
Fuente: (Culture Collection of Algae and Protozoa, 2001)
c) Colocar el volumen indicado en la ilustracién 2 en un matraces de 1000 mL
d) Enun matraz afiadir 50 mL del cultivo de Chlorella vulgarisy en el otro matraz afadir
50 mL del cultivo de Scenedesmus
e) Realizar los célculos para un volumen de 7.5 L por especie, preparar la solucion,
inocular con las microalgas y verter a los tubos de acrilico del equipo.
2. Regular el pH enuna rango [7.5-8]
a) Lavar correctamente el pH-metro con agua destilada
b) Introducir el electrodo
c) Registrar el valor de pH inicial
d) Afadir unas pocas gotas de solucion de HCI 2.0 N si el pH es mayor a 8.01 06 afiadir
KOH 30% (p/v) si la solucion es inferior a 7.49
e) Registrar el pH final
3. Distribuir en 3 matraces de 500 mL, rotulados previamente 250 mL de la solucion preparada
4. Colocar los matraces entre las lamparas del &rea de ensayos y asegurar la parte superior con
un tapon de algodon.
5. Agitar manualmente las muestras cada dia para evitar sedimentacion.
Determinacion de la Concentracion [x10™4 células/mL]

a) Ultilizar la siguiente curva de calibracion para determinar la concentracion de las
microalgas: Conc (x10™ cel/ml) = 5209.4*Abs - 70.67



