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RESUMEN

La aplicacién de la biotecnologia de las microalgas esti siendo investigada
como una fuente energética con potencial de producir biocombustibles, asi
como una gran alternativa para reducir las concentraciones de CO; en la
atmosfera produciendo biomasa para la sustitucion de las energias

tradicionales.

En el presente trabajo, se realiz6 un sistema de captacion de CO, con la
utilizacion de microalgas, para lo cual se partio de la evaluacion del crecimiento
celular de seis diferentes cepas de microalgas pertenecientes a la “Coleccion
de Microalgas para Investigacion del Ecuador’, CMIE, del Laboratorio de
Biotecnologia Energética, de las cuales se seleccionaron las dos con mas alto
desarrollo (CMIE-H2-001 y CMIE-H4-002), con las que se formd un consorcio
para la experimentacion. El cultivo del consorcio fue escalado en
fotobiorreactores disefiados a escala de laboratorio, en los que se evaluaron
tres diferentes concentraciones en volumen de CO, que puedan estar presente
en gases de combustion (5%, 10% y 15%) bajo condiciones ambientales, a fin
de determinar la concentracion Gptima para generar mayor biomasa microalgal

por determinacion de pigmentos clorofilicos mediante espectrofotometria.

Como medio de cultivo del consorcio de microalgas se utilizd agua del
Reservorio de Cumbaya, la cual fue caracterizada al inicio y al final de cada
ensayo para evaluar también el efecto de las microalgas sobre la calidad del

agua; el tiempo de retencion en cada prueba fue de 10 dias.

Los resultados obtenidos muestran que la concentracién de CO, del 10% es la
Optima para el crecimiento de la biomasa y para la remocion de contaminantes
en el agua, generandose una cantidad de biomasa 30,5% y 33,4% superior a
la generada con las concentraciones del 5% y del 15% de CO,
respectivamente y lograndose una remocion del 59,5% de la DBO5, 56,7% de
la DQO, 52,37% de Nitratos, 67,2% de Sulfatos y 52% de Ortofosfatos.
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ABSTRACT

The microalgae biotechnology application has been investigated as an energy
source for the potential to produce biofuels for replacing traditional energy. As
well as, a great alternative to reduce CO, emissions in the atmosphere,

producing biomass for multiple biotechnological applications.

In this research, a system was performed in order to capture CO, using
microalgae. First at all, six different microalgae strains belonging to the
“Coleccion de Microalgas par Investigacion del Ecuador”, CMIE, Laboratorio de
Biotecnologia Energetica, were selected according the kinetic curve. The strains
CMIE-H2-001 and CMIE-H4-002 were selected and cultivated in a consortium
using photobioreactors designed laboratory scale. It were evaluated three
different concentrations of CO, in flue gas (5%, 10% and 15%) under
environmental conditions to determinate the optimal concentration to generate
more microalgae biomass through determination of chlorophyll pigments by

spectrophotometry.

The water of the “Reservorio de Cumbaya” was used as culture medium for the
microalgae consortium. The water was characterized at the beginning and the
end of each test, also it was evaluated the effect on the water quality. The
retention time in each test was ten days.

The results indicated that the concentration of CO, of 10% is optimal for growth
of biomass and removal of contaminants in water, generating a quantity of
biomass 30.5% and 33.4% higher than that generated with concentrations of
5% and 15% respectively of CO, and achieving a 59.5% removal of DBO5
56.7% of COD 52.37% of nitrates, 67.2% of sulfates and 52% of

ortophosphates.
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INTRODUCCION

Entre los principales impactos que conllevarian el calentamiento global, la IPPC
(2014, p.15) destaca los siguientes: variaciones de temperatura, plagas,
incendios, sequias y cambios en la duracion de las estaciones de cultivo. Estos
efectos tendran una repercusion importante sobre la estructura y funcion de los

entornos artificiales y sobretodo naturales.

Los gases de efecto invernadero son los principales responsables del
calentamiento global, este proceso natural se debe a que parte de la radiacién
solar reflejada por la superficie terrestre es retenida en la atmosfera debido a la
acumulacion de gases efecto invernadero que son causados por la
intensificacion de las actividades humanas en especial la quema de
combustibles fosiles como el petréleo, carbon y gas natural. (Barrantes, 2014,
p. 10)

Uno de los ejes principales tratados en la uUltima conferencia sobre el clima, la
COP21, por parte de la Organizacion de las Naciones Unidas (ONU), fue la
importancia de incentivar las actividades de reduccion en las emisiones, entre
otras cosas mediante politicas nacionales y la fijacion de un precio del carbono
(UNFCCC, s.f). El sector energético representa el 71.8% del total de las
emisiones en el afio 2008 (Pires, Alvim-Ferraz, Martins, & Simdes, 2012, p.
3044), razén por la cual se hace necesario el desarrollo de nuevas estrategias
y tecnologias en la busqueda de fuentes de energias limpias y renovables, asi
como para la captacion de los gases de efecto invernadero.

La utilizacion de las microalgas como alternativa para la reduccién de
concentraciones de CO2 ha tomado gran interés en los ultimos afos, debido a
gue estos microorganismos fotosintéticos tienen la capacidad de fijar este gas y

aprovechar los nutrientes del medio para producir biomasa usando energia



proveniente de luz solar, con una eficiencia 10 veces mayor que la de las

plantas terrestres (Pires et al., 2012, p.3044)

La utilizacién de microalgas para el proceso de captura presenta, entre otras,

las siguientes principales ventajas:

e Minimo impacto medioambiental
e Método sostenible de energia

e La produccion de alto valor afiadido en materiales basados en la

biomasa

e Generaciéon de biocombustibles

e No compite con la agricultura en el uso de suelos ni de aguas

JUSTIFICACION

Actualmente, ha tomado una gran importancia la sustitucién de combustibles
fésiles que derivan del petréleo o denominados tradicionales, por otros de
origen vegetal debido a varios aspectos, entre los cuales se pueden mencionar:
el hecho de provenir de una fuente renovable, ser de bajo impacto ambiental,
ademas de constituirse en un factor de desarrollo de la agricultura e industrias

derivadas (Cajamar & Palmerillas, 2015, p.4).

Siendo asi, la aplicacién biotecnolégica de las microalgas esta siendo
investigada seriamente, no solo como una fuente energética con potencial de
producir biocombustibles, sino también como un producto con fines
alimenticios, agricola, acuicola y nutricional (Chisti Y., 2007) al igual que como

una gran alternativa para reducir las concentraciones de CO2 en la atmosfera.



De igual manera, como una potencial fuente de biomasa para la sustitucion de
las energias tradicionales, las microalgas presentan ventajas en varios

aspectos, entre los que se pueden mencionar:

e Facilidad de crecimiento: No requiere de suelos fértiles o aguas limpias

para su cultivo y en comparacion con cultivos tradicionales como de
soja 0 maiz, el tiempo de produccion es mucho menor.

e Valor afadido a la biomasa: La utilizacion de biomasa a partir de

microalgas puede ser utilizada para la elaboracion de productos con
fines biotecnoldgicos, tales como alimenticios, salud humana, en la
acuicultura, cosméticos, medicamentos y biofertilizantes. (Pires et al.,
2012, p.3044)

e Capacidad de produccion: Produccion de aceite a partir de microalgas

en comparacion con cultivos de soja, maiz y palma en una misma
cantidad de espacio. (Barrantes, 2014, p. 2)

. Absorcion de CO,: Las microalgas tienen una capacidad de absorcion

de CO2 de dos a uno, es decir por cada tonelada de alga cultivada

aproximadamente absorbe dos toneladas de CO,,

El gran interés que ha generado este tema a nivel mundial ha provocado que
diferentes paises entre ellos: Espafa, Italia, Francia, Brasil, Chile entre otros;
al igual que diferentes compafiias como: Repsol, Petrobras, Continental
Airlines y Air New Zealand, intensifiquen investigaciones y estudios sobre
microalgas para la generacion de biocombustibles que suplan las necesidades

energéticas actuales.

Sin embargo, en el Ecuador pocos estudios han sido realizados sobre el
aprovechamiento de las microalgas como fuente de biomasa y como potencial
recurso para la captacion de CO2. A pesar de ser considerado nuestro pais
como megadiverso, es por esto que este estudio sera pionero para la
captacion de COzy cultivo de microalgas para futura producciéon de biodiesel

en plantas industriales.



OBJETIVO GENERAL
e Realizar un sistema de captacion de CO, a escala de laboratorio
mediante un sistema de biofiltro con la utilizacion de microalgas; v,

evaluar su efecto en la produccion de biomasa

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar el crecimiento cinético de varias especies de microalgas, para
su posterior aplicacion en el proceso de captura de CO».

e Analizar el crecimiento de las microalgas en un sistema de biofiltro,
construido a escala de laboratorio.

e Determinar la eficiencia del sistema de captacion de CO, a través de la
produccién de biomasa microalgal.

e Determinar el efecto del sistema de biofiltro con la utilizacion de

microalgas sobre el agua que se utilizara como medio de cultivo.



1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades de las Microalgas

Las microalgas son microorganismos microscopicos fotosintéticos capaces de
aprovechar el dioxido de carbono (CO,;) de la atmésfera y nutrientes
inorganicos para convertirla en biomasa (Brennan y Owende, 2010, p.3). Son
responsables del 40% de la fotosintesis total del planeta (Cruz y Lépez, 2012,
p.1) y presentan varias ventajas sobre las plantas terrestres, debido que no
necesitan para su produccion de recursos que competirian con la agricultura y
ganaderia como lo son terrenos fértiles y agua limpia, debido a que son
capaces a desarrollarse en diferentes medios acudticos, incluyendo agua

salobre, salada (Sialve, Bernet, & Bernard, 2009, p.7)

Estos microorganismos presentan tiempos reducidos de duplicacion
(generacion celular), donde su reproduccion, puede ser sexual por medio de
gametos moviles (isogamia, anisogamia u oogamia) (Graham y Wilkox, 2000,
p.12), o de manera asexual, siendo esta la mas comun a través de
fragmentacién o a su vez la generacion de zoosporas (méviles) y aplanosporas
(no moviles) (Clinton, J. 1991, p.73).

La biomasa microalgal producida puede ser aprovechada posteriormente para
diversos fines biotecnoldgicos, por ejemplo: produccion de biocombustibles,
obtencion de sustancias activas con uso en salud, alimentaciéon humana y

animal, cosméticos, entre otros (Brennan, y Owende, 2010 p.15)

Segun Khan, Hussain, Prasad y Baneriee (2009, p.106) las microalgas se
clasifican en cuatro grandes grupos debido a su abundancia: Diatomeas
(Bacillariophyceae), Alga verde (Chlorophyceae), Alga azul-verdusa

(Cyanophyceae) y Alga dorada (Chrysophyceae)

En general la mayor parte de microalgas son organismos fotoautétrofos, es
decir, adquieren la energia proveniente del sol y el carbono de compuestos

inorganicos como el CO,. También existen microalgas fotoheterétrofas que a



diferencia de las anteriores, utilizan compuestos organicos como fuente de
carbono. Sin embargo, existen microalgas que pueden desarrollarse bajo
condiciones autétrofas y heterétrofas, las cuales se las conoce como
mixotroficas (Cajamar & Palmerillas, 2015, p.2).

1.2 Caracteristicas morfologicas

A pesar de la gran variedad estructural con relacion a forma y tamafio que
presentan las microalgas, fisiologicamente estos organismos que se agrupan
para formar cadenas o colonias segun su forma de reproduccién, presentan

metabolismos fotosintéticos similares a cualquier otro tipo de planta (UAL, s.f).

Los dos tipos de microalgas que existen segun Li et al., (2008, p.815) son
procariotas y eucariotas. Las microalgas eucariotas se caracterizan por poseer
doble membrana en el nulcleo, mientras que las microalgas procariotas o
también conocidas como cyanobacteria carecen de membranas internas que

aislen a los organelos del citoplasma (Clinton, J. 1991, p.73).

1.3 Factores Fisico-Quimicos que influyen en su crecimiento

1.3.1 Luz

La luz es un prerrequisito para la vida sobre la Tierra debido a que proporciona
la energia necesaria para la fotosintesis, la cual resulta en la fijacion del CO».
Esta se encuentra disponible segun el lugar geografico (Figura 1).

A mayor intensidad luminica incrementa la fotosintesis en las microalgas, hasta
alcanzar el punto de saturacion por luz que se da en horas de mayor irradiacion
solar, donde existira fotoinhibicion, resultando para el cultivo perjudicial (Park,
Craggs, & Shilton, 2011, p.38)



El autosombreado reduce la fotoinhibicion ya que consiste en que células
alejadas a la superficie estdn bajo la sombra de células cercanas a la
superficie, debido a esto es necesario un sistema 6ptimo de agitacion para que
todas las células tengan un acceso periddico a la luz (Flores et al., 2003,
p.452).

solargis

http://solargis.info

SolarGIS © 2015 GeoModel Solar
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Figura 1. Distribucién solar mundial

Tomado de: Solargis (s.f).

1.3.2 Temperatura

La temperatura es uno de los factores dominantes para el desarrollo de un
cultivo de microalgas, debido a que la relacion que existe entre la velocidad de
crecimiento y la temperatura crece exponencialmente hasta llegar segun la
especie a la temperatura optima, que segun Park et al., (2011, p.38) varia
entre 28° y 35°C.

1.3.3 pH
Cada especie de microalga depende de un valor especifico de pH para tener

un éptimo desarrollo. Para microalgas dulceacuicolas el rango 6ptimo de pH
segun MALGAS. (s.f) va desde 8,2 — 8,7.



El pH de un cultivo puede ser facilmente controlado a través de la adiccion de
acidos o bases segun requiera, 0 a su vez con el suministro de CO,, segun
Hernandez & Labbé (2014, p.159), es necesario mantener el pH dentro del

rango Optimo para cultivos de alta productividad.

1.3.4 Dioxido de carbono (CO,)

Se ha demostrado que el aporte de manera externa de CO; al cultivo, genera
una mayor productividad en el mismo, segun Brennan & Owende (2010, p.3)
para generar una tonelada de biomasa microalgal se necesita de 1.83

toneladas de di6xido de carbono.

Econdmicamente, el suministro de CO, puro resulta no viable por sus altos
costos, debido a esto se han realizado varios estudios analizando la capacidad
de estos organismos para fijar CO, proveniente de diversas fuentes gaseosas,
como cogeneradores donde existen concentraciones de 4-15% de dioxido de

carbono, resultando bastante eficientes (Hernandez & Labbé, 2014, p.159)

1.3.5 Nutrientes

A parte del Carbono existen otros nutrientes fundamentales para el desarrollo
de estos microorganismo, el contenido de Nitrégeno en la biomasa microalgal
varia entre 1-10%, y puede ser afiadido en forma de nitrato (NO3) 0 a su vez
en forma de amonio (NH;") (Abdel-Raouf, Al-Homaidan, & Ibraheem, 2012,
p.263).

El fosforo es otro de los nutrientes importantes en las microalgas, forma parte
de aproximadamente el 1% de su contenido y la deficiencia o ausencia de este
en un cultivo es una de las principales razones para limitar el crecimiento del
mismo (Grobbelaar, J. U. 2004, p.105).

A parte de nutrientes anteriormente mencionados, las microalgas también

requieren de otros macronutrientes, que son los encargados de proporcionar un



gran porcentaje de la energia metabdlica del organismo como (Fe, Mg, S, K,
Na, Ca, K). Asi también, como de otros micronutrientes que son sustancias en
pequefias dosis que requieren los organismos como (Se, Zn, B, Cu, Mn, V y
Mo) (Richmond, 2004).

1.4 Sistemas de cultivo

Existen dos tipos de sistemas de cultivo que se utilizan principalmente para

microalgas: sistemas abiertos y sistemas cerrados

Los sistemas abiertos tienen como caracteristica que el cultivo microalgal no se
encuentra protegida frente a condiciones medioambientales, por tal razén, el
cultivo se encuentra expuesto a factores externos como la contaminacion.
(Flores et al., 2003, p.450). Por ejemplo, el tipo carrusel 0 mas conocido como
Raceway, que son estanques o circuitos cerrados de baja profundidad (15-30
cm), en donde el cultivo es generalmente impulsado a través de espatulas
giratorias, este sistema se caracteriza por su bajo costo de produccion y su
capacidad de alcanzar niveles de hasta 0,7 gr/L en densidad celular (Flores et
al., 2003, p.450).

Este tipo de sistema presenta varias ventajas y desventajas;

Tabla 1. Sistema de cultivo Abierto, Ventajas y Desventajas

Ventajas Desventajas

Bajo costo de implementacion | Grandes extensiones de terreno

Bajo costo de manipulacién | Baja productividad

Alta durabilidad Contaminacién

Dificil control de temperatura

Limitacion de luz en capas inferiores

Los fotobiorreactores o mas cominmente como sistemas cerrados, se

encuentran protegidos a factores medioambientales con el objetivo de optimizar
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el crecimiento microalgal (MALGAS, s.f), controlando factores tales como la
contaminacion y la temperatura, aportando mejores condiciones para el
desarrollo del cultivo. Por ejemplo los reactores tubulares que se caracterizan
por ser elaborados de materiales transparentes como: vidrio, plastico,
polietileno o policarbonato. Materiales que permiten elevar el area iluminada del

reactor frente al volumen.

Estos cultivos generan una productividad hasta tres veces mayor a la de los
cultivos abiertos, sin embargo, la produccién de O, durante la fotosintesis
causa fotoinhibicion si el grado de agitacion es limitado (Ugwu, Aoyagi Yy
Uchiyama, 2008, p. 4021).

Tabla 2. Sistema de cultivo cerrado, Ventajas y Desventajas

Ventajas Desventajas
Alta productividad Alto costo de implementacion
Control condiciones ambientales Menor vida util

Menor probabilidad de contaminacién | Costo de mantenimiento

Corta extension de terreno

1.5 Importancia Ecoldgica

Las microalgas tienen en el ambiente un rol muy importante ya que representan
una gran proporcion de la biomasa del mundo, y son responsables de
aproximadamente un 45% de la produccién primaria neta del planeta (Simon,
Cras, Foulon, & Lemée, 2009, p.160).

Segun Olivia et al., (2010 p.63) estos microorganismos son reconocidos por
responder rapidamente a las perturbaciones ambientales, exhibiendo cambios
a nivel de la estructura y la dinamica de la comunidad. Sus tasas de
crecimiento también son afectadas por cambios en el ambiente, por lo que

pueden ser una util herramienta para el monitoreo ambiental.

En la actualidad existe un gran interés en la microalgas debido a la capacidad

gue poseen para fijar CO, proveniente de gases de combustion sin necesidad
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de un previo tratamiento, ya que a través de varios estudios realizados se ha
demostrado que no solamente se desarrollan efectivamente a altas
concentraciones de dioxido de carbono, sino también cuando los gases
suministrados contienen dioxido de Azufre (SO;), 6xido de Nitrégeno (NOy) y

metales pesados como Niy V (Negoro, Shioji, Miyamoto, Miura, 1991 p.883)

La alta eficiencia de estos microorganismos acuaticos para fijar CO, y producir
biomasa 10- 50 veces superior sobre plantas terrestres (MALGAS, s.f) han
hecho que en la actualidad se convierta en una de las principales tecnologias
de interés para luchar contra cambio climatico, incluso ha generado un gran
interés econdmico debido a que la biomasa microalgal generada tiene varios

fines biotecnoldgicos.

La utilizaciébn de microalgas para el proceso de captura presenta, entre otras,

las siguientes principales ventajas:

e Minimo impacto medioambiental

e Meétodo sostenible de energia

e La produccion de alto valor afiadido en materiales basados en la
biomasa

e Generacion de biocombustibles

¢ No compite con la agricultura en el uso de suelos ni de aguas

Otro de los potenciales que presentan las microalgas es la capacidad de
depuracion de aguas residuales, denominado ficorremediacion, que se refiere
al uso de microalgas para eliminar o biotransformar contaminantes (Park et al.,
2011, p.36). Debido principalmente a la capacidad de asimilacion, estos
microorganismos tienen el potencial de reducir niveles de demanda bioldgica
de oxigeno (DBO) y demanda quimica de oxigeno (DQO), asi como la
capacidad de eliminar nutrientes del medio como nitrodgeno y fosforo, también
varias especies fueron estudiadas por su capacitad para retirar metales
pesados disueltos. (Wilde, E., Benemann, J., 1993, p.807).

1.6 Importancia Industrial
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Un gran numero de diferentes productos comerciales se han derivado a partir
de microalgas, estos microorganismos presentan un alto potencial,
considerando la gran cantidad de especies que existen a nivel mundial y sus
grandes capacidades metabolicas (Brennan & Owende 2010 p.15)

1.6.1 Biocombustibles

Frente a la posible escases de combustibles tradicionales en un futuro cercano
y los efectos ambientales que han generado los mismos, se han venido
desarrollado varias opciones para hacer frente a dicho problema. Entre ellos
destaca uno, la obtencion de biodiesel a partir de biomasa microalgal es una
eficaz opcion solucion al problema debido a su alta eficiencia, ahorro de
energia y bajas emisiones de CO, para aplicacion industrial a gran escala.
(Zeng, Danquah, Dong-Chen, y Lu, 2011, p.3253).

Segun Brennan, y Owende (2010, p.15) el biodiesel obtenido a partir de la
biomasa microalgal genera reducciones de hasta 78% en emisiones de CO; en
comparacién con el diésel comun, asimismo, presenta ventajas tecnoldgicas y
econdémicas frente al biodiesel generado a partir de diferentes especies
vegetales que para su produccion requieren una area mayor a la de las

microalgas.

Tabla 3. Produccién de biodiesel a partir de varias fuentes

Tomado de: Chisti, (2007, p.296)

Cultivo Rendimiento de aceite Area necesaria para
(L/ha) el cultivo (ha)

Maiz 172 1,540
Soya 446 594
Aceite de Palma 5950 45
Microalgas © 58,700 4.5
Microalgas ® 136,900 2

a) Con el 30% de aceites en peso de biomasa

b) Con el 70% de aceites en peso de biomasa
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1.6.2 Alimentacion y Salud Humana

El consumo de la biomasa microalgal como suplemento alimenticio en los seres
humanos esté restringido a unas pocas especies como; Spirulina sp., Chlorella
sp., Dunaliella sp. (U.S DOE, s.f). Se las encuentra en el mercado en diversas
formas para su consumo, siendo la mas utilizada Spirulina sp., debido a su alto

valor nutricional y a su contenido proteico.

Ademas algunas especies también son producidas industrialmente debido a su
valor medicinal, como algunas especies de Chlorella sp., que produce la
sustancia f-1,3-glucan conocido suplemento para la salud, por sus
caracteristicas de ser antioxidante, previene la insuficiencia renal, reduce
niveles de colesterol sanguineo y también evita el desarrollo de Lactobacillus
en los intestinos (Spolaore, Joannis-Cassan, Duran y Isambert. 2006, p.93).
Dunaliella sp., también es comercializada por la generacion de [(-caroteno
(Spolaore et al., 2006, p.93).

1.6.3 Alimentacién Animal

Las principales especies de microalgas usadas en alimentacion animal segun
Spolaore et al., (2006, p.94) son Spirulina sp., Chlorella sp., y Scenedesmus
sp., a nivel mundial el 30% de biomasa microalgal producida es destinada al

consumo animal.

La biomasa microalgal ha venido siendo utilizada con buenos resultados como
aditivo alimenticio para vacas, caballos, cerdos, aves de corral e incluso perros
y gatos. En las raciones para aves de corral, los niveles de biomasa de hasta
de 5-10 % de la dieta total no genera toxicidad, pudiendo ser utilizado con
seguridad como sustituto parcial de las proteinas convencionales (Spolaore et
al., 2006, p.94).

En la acuicultura, las microalgas son también utilizadas como fuente de

alimento de moluscos, crustaceos y pece. (Brennan, y Owende, 2010, p.16).
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1Seleccion de cepas de microalgas

Se seleccionaron seis cepas de microalgas pertenecientes a la Coleccion de
Microalgas para Investigacion del Ecuador, CMIE del Laboratorio de
Biotecnologia Energética (BIOTEC), perteneciente a la Corporacion para la
Investigacion Energética (CIE). EI BIOTEC se encuentra ubicado en las
instalaciones del centro de Capacitacion de la Empresa Eléctrica Quito, S.A en

Cumbaya.

Para la seleccion de las microalgas a utilizar, se observaron las caracteristicas
morfologicas de las cepas, asi como que presenten diversidad entre ellas. Las
cepas seleccionadas fueron CMIE-il- 001 proveniente de la laguna: Anteojos,
del Parque Nacional Llanganates, CMIE-D6-001 proveniente de la laguna:
Oyacachi, de la Reserva Cayambe-Coca, CMIE-Al-1.1 proveniente de la
laguna Santo Domingo, del Parque Nacional Cotopaxi, CMIE-H2-001
proveniente de la laguna Kuyuk, CMIE-H4-002 proveniente de la
laguna Ozogoche ambas del Parque Nacional Sangay y CMIE-CR-002
consorcio de varias especies de Chlorophytas perteneciente a la CMIE,
BIOTEC.

Las colectas se realizaron previamente por el personal del Biotec con permiso
del Ministerio de Ambiente bajo el No. 002-14 IC-MC-DNB/2015.

2.2Determinacién de la curva cinética de crecimiento de microalgas

Las cepas de microalgas seleccionadas fueron sembradas en cajas Petri con
medios de cultivo BG-11 (Rippka et al., 1979) y Bold’s Basal Medium (BBM)
(Bold 1949, Bischoff and Bold 1963), para luego ser aisladas y purificadas a
través de lavados por centrifugacion, hasta que el inoculo axénico inicial

alcance un volumen de 500 mL.
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Los cultivos fueron controlados por condiciones de iluminacién artificial
mediante el uso de ldmparas fluorescentes (40W), temperatura ambiente (24

°C), burbujeo continuo y suministro diario de CO..

Una vez alcanzada la cantidad deseada, se calculd el concentracion celular
inicial del cultivo de 1x10° cel/mL, concentracién 6ptima para conteo celular

(Bastidas, 2012, p.3), para la elaboracién de la curva cinética de crecimiento.

A través de la formula:

. V.final)=(1x10° .,
V.inoculo = ¢ (fI;Zairzoiu)lCo) ) (Ecuacion 1)

Doénde:
V.indculo: volumen total requerido
DC inoculo: densidad celular del inoculo

El recuento celular para la curva cinética de las cepas de microalgas
seleccionadas se realizd utilizando la camara de Neubauer, siguiendo el
procedimiento de Batidas, (2012, p.5).

El conteo se realizd en los cuadrantes A, B, C y D en forma de ZIG-ZAG de
cada especie de microalga tres veces a la semana pasando un dia por un lapso

de tiempo de 30 dias.
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Figura 2. Cuadrante exterior para conteo.

Tomado de (Batidas, 2012, p.5)

Figura 3. Cuadrantes internos.

Tomado de (Batidas, 2012, p.5)
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Las densidades celulares de cada especie fueron calculadas con la siguiente

formula:

DC = N % 1x10* = (F.d) (Ecuacion 2)

Donde:
DC: Densidad celular (cel/ml)
N: Promedio de células presentes

F.d: Factor de dilucion

2.3Disefio y Elaboracion del Fotobiorrector

Para este estudio se fabricaron tres fotobiorreactores a escala de laboratorio

con las siguientes caracteristicas:

e Material: Acrilico 5mm, reforzado por aluminio en la parte superior para
soporte de la tapa.

e En el costado cuenta con 4 orificios de diametro menor a 1 cm para el
ingreso, salida de mangueras y cables.

e La tapa del fotobiorreactor esta sujeta por 8 tornillos tipo mariposa (4 en
cada lado).

e Dentro del biorreactor, en la parte superior se coloco tuvo de cobre con
orificios cada 2 cm por los cuales gotea el medio recirculado cada 15
minutos, y ademas del cual se sujeto el biofiltro.

e En la parte interna inferior cuenta con un difusor para CO, de 60 cm de

largo.
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70 cm

Figura 5. Detalle del biorreactor: 1, Tubo de cobre; 2, Biofiltro; 3, Biomasa; 4,

Tornillo tipo mariposa; 5, Orificio para entrada y salida de mangueras; 6,

Difusor interno de CO,
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2.3.1 Bomba
La bomba sumergible utilizada presenta las siguientes caracteristicas:

e Caudal: 700 L/h

e Consumo: 13 W

e Altura maxima: 1m

e Peso: 0.60 Kg

e Frecuencia: 50/60 Hz
e Voltaje: 230/115 V

Figura 6. Detalle biorreactor, bomba sumergible.

La bomba permanecia encendida por periodos de 15 minutos, regulada por un
temporizador que controld los periodos de encendido y apagado cada 15

minutos.
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Figura 7. Detalle biorreactor, temporizador

2.3.2 Bidfiltro

El biofiltro utilizado como medio poroso para que se adhieran las microalgas es
utiizado comunmente en la industria textil y se lo denomina: Fusionable
150.Las dimensiones de los biofitlros utilizados fueron de 56 cm x 30 cm.

Figura 8. Detalle biorreactor, Biofiltro
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2.3.3 Sistema de Automatizacion de CO»

Cabe sefalar que se los ensayos se llevaron a cabo suministrando CO; puro,
emulando las cantidades correspondientes a cada concentracion de gases de

combustion estudiada, para lo cual se realizo el calculo correspondiente.

Para optimizar la inyeccion de CO,, se optd por implementar un sistema
automatizado que constd principalmente de una electrovalvula programada

para activarse segun sea programada, en este caso para inyectar CO,.
La programacion que adopto el sistema fue:

e Activacion del sistema durante las horas del dia con mayor intensidad
solar, segun la agencia de proteccion medioambiental de Estados
Unidos (EPA, s.f) es desde las 10:00 am hasta las 16:00 pm, todos los
dias que dure el experimento.

¢ Inyeccion de CO; en relacidén a tiempo activado el sistema, segun las

concentraciones de CO; requeridas.

El sistema fue elaborado a cargo del Ing. Jorge Rosales, docente de la

Universidad de Las Américas.

Figura 9. Sistema de automatizacion de CO,
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2.4Escalamiento de cultivos a fotobioreactores

Luego de realizar la curva cinética de las especies de microalgas y seleccionar
las que mejor se desarrollaron, se prosiguié al escalamiento de las mismas a
botellones de 5 litros y posterior mente a la duplicacion de las mismas para
poseer mayor cantidad de biomasa.

Una vez alcanzada la cantidad de biomasa requerida, se calculé la densidad
inicial del cultivo partir de la ecuacién uno, para iniciar los ensayos en los

biorreactores desde una densidad celular de 1x10° cel/mL.

2.5Absorbancia

Para la determinacién de la longitud de onda ideal para la medicién diaria de la
absorbancia del cultivo, se realizé un barrido en el espectrofotémetro con una
muestra del cultivo de microalgas, para verificar a que longitud existe mayor

lectura de la absorbancia.
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Figura 10. Barrido en el espectrofotémetro

Posteriormente, determinada la longitud de onda (nandémetros), se realiz6 la
curva de calibrado que permitié relacionar absorbancia frente a peso seco y
obtener la ecuacion de la recta, formula a través de la cual se determiné el

peso seco de cada biorreactor.
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Figura 11. Curva de calibrado

La formula obtenida con la curva de calibracion, fue utilizada para determinar la
biomasa generada en cada biorreactor a partir de la determinacién de

pigmentos clorofilicos.

En donde:

_ y-0,0813

3,0286 (Ecuacion 3)

X: cantidad de biomasa seca

Y: Absorbancia

Para determinar la concentracion de CO, O6ptima para generar biomasa se

plantearon los siguientes ensayos:
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*Cada ensayo dur6 10 dias con mediciones de absorbancia en el
espectrofotometro modelo UV-VIS, marca Marcherey Nagel y mediciones de
pH y temperatura a través de una sonda multiparametrica PCTestr35 de marca
EUTECH INSTRUMENTS, los dias 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9y 10.

e Escenariol

Concentracion en volumen 5% de CO, en gases de combustion + temperatura

ambiente + luz ambiente +12 L de medio (agua reservorio)

(3 réplicas)

e Escenario 2

Concentracion en volumen 10% de CO, en gases de combustion +

temperatura ambiente + luz ambiente + 12 L de medio (agua reservorio)

(3 réplicas)

e Escenario 3

Concentracion en volumen 15% de CO, en gases de combustiéon + temperatura

ambiente + luz ambiente + 12 L de medio (agua reservorio)

(3 réplicas)

Para determinar las concentraciones de CO, a suministrar para la operacion
del biorreactor, se partié de la ley de Henry en la que explica que la solubilidad
de un gas en un liquido, es directamente proporcional a la presion parcial que

ejerce el gas sobre el liquido:

Cs =KD %P (Ecuacion 4)
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Doénde:
Cs= concentracion de saturacion del gas

KD = coeficiente de distribucién = 3,4x10 (mol/L.atm) a 25 °C para el caso del
CO;

P = presion parcial del gas

Los valores de presion parcial calculados para cada concentracion de mezcla
de gases de combustion estudiada, para los 12 litros del medio de cultivo,
fueron calculados a partir de las siguientes leyes:

Ley de Dalton

Pcoz2= Pt* Xco2 (Ecuacion 5)

Dénde:

Pco2 = Presion parcial del CO,

Pt = Presion total, que corresponde a la presién atmosférica en Quito = 0,7 atm

X coz= fraccion molar de CO; en la mezcla de gases de combustién

Ley de Amagat

Vco2= V1* Xcoz (Ecuacion 6)
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Doénde:
Vco2= Volumen parcial del CO,

V1= Volumen total

X coz= fraccion molar de CO; en la mezcla de gases de combustion

La fraccion molar de CO, en los gases de combustién, segun la Ley de
Amagat, corresponde a la fraccion en volumen, es decir que, en base a las
concentraciones de 5%, 10% y 15%, la fraccion molar de CO; sera de 0,05, 0,1

y 0,15 respectivamente.

Aplicando la Ley de Dalton con estas fracciones molares, se obtuvieron los
siguientes valores de presion parcial para cada concentracion en volumen del
CO; en el gas de combustiéon (5%, 10% y 15%).

Pse = 0,035 atm
Pio% = 0,07 atm

P15 = 0,105 atm

Con estas presiones parciales se obtienen las concentraciones de CO, en
moles/L, aplicando la Ley de Henry:

Cs0, = 0,00119 moles de CO,/L
C10% = 0,00238 moles de CO,/L

C15% = 0,00357 moles de CO,/L

Y luego las moles totales de CO, a inyectar para los 12 litros de medio de

cultivo:

Nse, = 0,01428 moles de CO»
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N1gv% = 0,0238 moles de CO,

N1is0, = 0,04284 moles de CO,

Posteriormente utilizamos la Ley de los Gases Ideales para determinar el

volumen que corresponde cada cantidad de moles:

__NRT
P

V

(Ecuacion 7)

Donde:

V= Volumen

n= Moles de gas

R= Constante universal de los gases ideales
T= Temperatura absoluta

P= Presién atmosférica

Los volumenes obtenidos son los siguientes:
Vse, = 0,499 litros de CO;
V109 = 0,9985 litros de CO;

V150, = 1,498 litros de CO,

Sabiendo que el caudal de CO, que proporciona la valvula es de:

Q=5 L CO,/minuto
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Calculamos el tiempo que corresponde inyectar el CO, para cada volumen

necesario para emular cada concentracion de CO, en gases de combustion:

Q=

(Ecuacién 8)

NI<

Escenario 1

Concentracion del 5%

Tiempo de inyeccion: T = g = 0,0998 min =~ 6 segundos
Escenario 2

Concentracion del 10%

Tiempo de inyeccion: T = g = 0,1997 min = 12 segundos
Escenario 3

Concentracion del 15%

Tiempo de inyeccion: T = g = 0,2996 min =~ 18 segundos

2.6Medicién de Temperaturay pH

La medicidon de temperatura y pH se realizd diariamente con ayuda de la sonda
multiparamétrica  Multi-Parameter PCTestr35 de marca EUTECH
INSTRUMENTS. Adicionalmente, se tomO una muestra del cultivo de

microalgas para la medicién de la absorbancia.
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Figura 12. Multi-Parameter PCTestr35

2.7Andlisis Fisico-Quimico de Agua

El agua que se ocup6 como medio de cultivo, fue recolectada del Reservorio de
Cumbayéa (punto: toma de muestras), la colecta fue realizada en bidones

plasticos previamente esterilizados con alcohol.

Figura 13. Reservorio de Cumbaya
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Se analizaron los siguientes parametros:

e DQO

e DBOs

o Nitratos
e Sulfatos
e Fosfatos

Los parametros sefialados fueron analizados al inicio y al final de cada
escenario, con sus respectivas replicas en el Laboratorio de Ingenieria
Ambiental de la Universidad de las Américas, siguiendo la metodologia de cada
kit.

e Para el andlisis de DQO, se us6 el kit NANOCOLOR® MACHEREY-
NAGEL, Test 0-33

e La determinacion del DBO se realizé a través de botellas OxiTop, con un
periodo de incubacién de 5 dias (DBOs)

Figura 14. Botellas OxiTop, para la determinacién de DBOs
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Para el andlisis de nitrato, se usé el kit NANOCOLOR® MACHEREY-
NAGEL, Test 0-64.

Para el andlisis de sulfatos, se usé el kit NANOCOLOR® MACHEREY -
NAGEL, Test 0-86.

Para el analisis de ortofosfatos, se usé el kit NANOCOLOR®
MACHEREY-NAGEL, Test 0-76.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1Evaluacién del crecimiento cinético de varias especies de microalgas.

Luego de treinta dias de evaluacion individual de la concentracién celular
utilizando la cAmara de Neubauer de las cepas; CMIE-il1- 001 proveniente de la
laguna: Anteojos, del Parque Nacional LLanganates; CMIE-D6-001 proveniente
de la laguna: Oyacachi, de la Reserva Cayambe-Coca; CMIE-Al-1.1
proveniente de la laguna Santo Domingo, del Parque Nacional Cotopaxi; CMIE-
H2-001 proveniente de la laguna Kuyuk; CMIE-H4-002 proveniente de la
laguna Ozogoche ambas del Parque Nacional Sangay y CMIE-CR-002
consorcio de varias especies de Chlorophytas perteneciente a la CMIE,
BIOTEC, se seleccionaron aquellas cepas que luego de transcurrir dicho

tiempo mostraron mayor ciética celular y fase exponencial predominante.

Crecimiento Cinetico
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Figura 15. Muestra el crecimiento de diferentes cepas microalgales, en 30
dias de evaluacion con tres mediciones de concentracion celular por

semana.
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La cepa con cédigo CMIE-D6-001/BB al final de los treinta dias fue descartada
a pesar de su elevada concentracion celular, debido a que presenté una

contaminacién con Chlorella sp., especie de microalga de no interés.

Las cepas con mayor concentracion celular luego de los treinta dias fueron las
cepas con codigos CMIE-H2-001 y CMIE-H4-002 en medio BG-11, ambas
provenientes del Parque Nacional Sangay, con un volumen final de 1,936

cel/mLy 1,871 cel/mL respectivamente.

Las cepas de microalgas fueron identificadas por su morfologia, siguiendo las
claves taxonémicas de (Serediak & Huynh, 2011) y (Oyadomari, 2011), fueron

identificadas como:

e Chlorococcum sp.

Figura 16. Chlorococcum sp, cepa con coédigo CMIE-H2-001

Color: verde
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Forma: Ovalada, redonda
Tamafo: 8-12 um

Estado: En colonias o solas

Esta microalga segun (Liu & Lee, 2000, p.301) presenta una tasa elevada de
crecimiento, debido principalmente a su alta tolerancia a factores como;
variacion de rangos en pH (2-10) y resistencia a altas temperaturas. Estos
componentes prometedores, convierten a esta microalga facil de cultivar en

biorreactores utilizando luz solar.
La cepa con cédigo CMIE-H4-002 presentd las siguientes caracteristicas:

e Scenedesmus sp

Figura 17. Scenedesmus sp, cepa con codigo CMIE-H4-002
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Color: Verde
Forma: Elipsoidales
Tamano: 8-25 um

Estado: Cenobios.

Esta microalga segun estudios antes realizados por (Ji et al., 2015, p.117) tiene
la capacidad de desarrollarse bajo condiciones mixétroficas, es decir que
obtiene energia tanto de fuentes inorganicas como de fuentes orgénicas,
desarrollandose favorablemente bajo el efecto de aguas residuales para
remover nutrientes del medio y bajo un flujo real de gases de combustion (CO5,)

para generar biomasa.

Una vez identificadas las dos cepas de microalgas seleccionadas
Chlorococcum sp y Scenedesmus sp, se realizé el consorcio para su posterior

escala al biorreactor.

3.2Crecimiento de las microalgas en un sistema de biofiltro, construido a
escala de laboratorio.
Escenario 1

En este escenario se evaludé la produccion de biomasa microalgal con una
concentracion de CO, de 5%, en ambiente exterior, con 12 L de agua residual

proveniente del reservorio de Cumbaya utilizada como medio de cultivo.

La concentracion celular inicial del cultivo fue de 1x10°.cel/MI
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Figura 18. Estado inicial del biorreactor con una concentracion del 5% de

CO;

El tiempo de retencion del ensayo uno duré diez dias, donde se tomaron
muestras del medio de cultivo a las 12:00 del dia los dias; 1, 2, 3, 4,5, 8,9y 10
para la determinacién de pigmentos clorofilicos mediante espectrofotometria a

una longitud de onda de 440 nm.

Transcurrido los diez dias que dur6 el ensayo se obtuvieron los siguientes

valores:
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Figura 19. Crecimiento de biomasa en biorreactores, 5% de CO;,

Se realizaron tres réplicas del ensayo, donde al final del mismo se obtuvo un
valor promedio de 0,520560 mg/mL de biomasa en peso seco, cantidad
obtenida a partir de la formula resultante de la curva de calibracion realizada,
multiplicado por la cantidad de medio utilizado (12 L) nos da el valor real de
6,247 g/L biomasa generada, con una desviacion estandar de 2,5 del total de la

poblacion.

En este primer ensayo se observd que existid en el cultivo un periodo de
crecimiento exponencial a partir del tercer dia y que duré aproximadamente
hasta el noveno dia, donde se observa que el cultivo entra en una fase

estacionaria y se reduce la velocidad de duplicacion celular.

Junto con la muestra de la absorbancia se analizaron otros parametros como el
pH que al inicio del ensayo tuvo un valor de 8,4 disminuyendo hasta 6,2 en el
dia 4, donde a partir del mismo, hasta concluir el ensayo se observo una

estabilizacion del pH en un valor de 7,1 en el dia 10. Ver tabla en anexo.
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La temperatura también fue analizada junto a la muestra de pH, donde a partir
del segundo dia del ensayo se mantuvo dentro del rango 6ptimo de desarrollo
microalgal que segun Park et al., (2011, p.38) varia entre 28° y 35°C. Ver tabla

anexo 7y 8.

Figura 20. Estado final del biorreactor con una concentracion del 5% de CO,

El biofiltro (geo-textil) utilizado como medio para que se adhieran las
microalgas, inicialmente tuvo un peso seco promedio de 17,0235 g, al finalizar
el ensayo en el dia 10 el biofitro tuvo un peso seco promedio de 19,2966 g,

obteniendo un valor promedio de biomasa seca de 2,2731 g.
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Figura 21. Biofiltro con biomasa seca.

Escenario 2

En este escenario se evalué la produccién de biomasa microalgal con una
concentracion de CO, de 10%, en ambiente exterior, con 12 L de agua residual

proveniente del reservorio de Cumbaya utilizada como medio de cultivo.

La concentracion celular inicial del cultivo fue de 1x10° cel/mL.
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Figura 22. Estado inicial del biorreactor con una concentracion del 10% de
CO,

De la misma forma que el ensayo uno, el tiempo de retencion del ensayo dos
duré diez dias, donde se tomé muestras del medio de cultivo a las 12:00 del dia
los dias; 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9 y 10 para la determinacion de pigmentos clorofilicos

mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 440 nm.

Transcurrido los diez dias que dur6 el ensayo se obtuvieron los siguientes

valores;
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Figura 23. Crecimiento de biomasa en biorreactores, 10% de CO;

Se realizaron tres réplicas del ensayo, donde al final del mismo se obtuvo un
valor promedio de 0,75899 mg/mL de biomasa en peso seco, cantidad obtenida
a partir de la formula resultante de la curva de calibracion realizada,
multiplicado por la cantidad de medio utilizado (12 L) nos da el valor real de
9,10788 g/L biomasa generada, con una desviacién estandar de 3,7 del total de

la poblacion.

En este segundo ensayo se observd que existi6 una fase de crecimiento
exponencial en el cultivo que empezé en el segundo dia y que durd
aproximadamente siete dias hasta el noveno dia, donde a partir del mismo dia
se observa que disminuye la velocidad duplicacion celular y entra en una fase

de latencia.

En este ensayo, se observé que inicialmente el parametro pH tuvo un valor de

8,5, disminuyendo sus valores hasta el dia tres a un valor de 6,1, a partir del
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dia cuatro el pH del cultivo se incrementd hasta estabilizarse entre el dia nueve

y diez en un valor final de 7,2.

La temperatura también fue analizada junto a la muestra de pH, donde a partir
del segundo dia del ensayo se mantuvo dentro del rango optimo de desarrollo
microalgal que segun Park et al., (2011, p.38) varia entre 28° y 35°C. Ver tabla
anexo 9y 10.

Figura 24. Estado final del biorreactor con una concentracion del 10% de
CO»

En este segundo ensayo, el biofiltro (geo-textil) utilizado como medio para que
se adhieran las microalgas, inicialmente tuvo un peso seco promedio de
16,9891 g, al finalizar el ensayo en el dia 10 el biofiltro tuvo un peso seco
promedio de 20,1543 g, obteniendo un valor promedio de biomasa seca de
3,16523 g.
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Figura 25. Biofiltro con biomasa seca.

Ensayo 3

En este escenario, se evalu6 la produccién de biomasa microalgal con una
concentracion de CO, de 15%, en ambiente exterior, con 12 L de agua residual

proveniente del reservorio de Cumbaya utilizada como medio de cultivo.

La concentracién celular inicial del cultivo fue de 1x10° cel/mL.
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Figura 26. Estado inicial del biorreactor con una concentracion del 15% de
CO..

De la misma forma que el ensayo uno y dos, el tiempo de retencion del ensayo
tres dur6 diez dias, donde se tomd muestras del medio de cultivo a las 12:00
del dia los dias; 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9 y 10 para la determinacién de pigmentos
clorofilicos mediante espectrofotometria a una longitud de onda de 440 nm.

Transcurrido los diez dias que durd el ensayo se obtuvieron los siguientes

valores;
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Concentracion:15% de CO2
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Figura 27. Crecimiento de biomasa en biorreactores, 15% de CO,,

Se realizaron tres réplicas del ensayo, donde al final del mismo se obtuvo un
valor promedio de 0,46414 mg/mL de biomasa en peso seco, cantidad obtenida
a partir de la formula resultante de la curva de calibracion realizada,
multiplicado por la cantidad de medio utilizado (12 L) nos da el valor real de
5,56968 g/L biomasa generada, con una desviacion estandar de 2,2 del total de

la poblacion.

En este tercer ensayo se observd que por los cuatro primeros dias el cultivo
microalgal estd en una etapa de adaptacion al medio de cultivo, para
posteriormente entrar en wuna tardia fase exponencial que duré
aproximadamente hasta el dia nueve del ensayo, donde a partir del mismo dia

se observa que el cultivo entra en una fase estacionaria.

En este tercer ensayo, el parametro pH tuvo inicialmente un valor de 8,4,

disminuyendo sus valores hasta el cuarto y quinto dia a un valor de 5,9, a partir
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del sexto dia el pH del cultivo se incrementd hasta estabilizarse entre el diez en

un valor final de 7,1.

La temperatura también fue analizada junto a la muestra de pH, donde a partir
del segundo dia del ensayo se mantuvo dentro del rango optimo de desarrollo
microalgal que segun Park et al., (2011, p.38) varia entre 28° y 35°C. Ver tabla
anexo 11y 12.

Figura 28. Estado final del biorreactor con una concentracion del 15% de
CO..

En este tercer ensayo, el biofiltro (geo-textil) utilizado como medio para que se
adhieran las microalgas, inicialmente tuvo un peso seco promedio de 16,9769
g, al finalizar el ensayo en el dia 10 el biofitro tuvo un peso seco promedio de

19,5774 g, obteniendo un valor promedio de biomasa seca de 2,6004 g.
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Figura 29. Biofiltro con biomasa seca.

Una vez finalizados los tres ensayos, se obtuvo el siguiente grafico:
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Figura 30. Crecimiento de biomasa en biorreactores, 5%, 10% y 15% de

CO;
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Se puede observar que la concentracion de CO, mas Optima para la
produccion de biomasa microalgal en el medio de cultivo del consorcio hecho a
partir de las cepas CMIE-H2-001/BG-11 y CMIE-H4-002/BG-11 identificadas
como Chlorococcum sp y Scenedesmus sp respectivamente es de 10%, debido
a que en esta concentracion se generdé una cantidad de 9,10788 g/L de
biomasa, 31,41% superior a la generada en el ensayo uno con una
concentracion de 5% y 38,84% superior a la biomasa generada en el ensayo

tres con una concentracion de 15%.

Biomasa Seca en el Biofiltro
3,5
3
2,5
2
15 B Gramos
1
0,5
0
5% 10% 15%

Figura 31. Biomasa generada en Biofiltros.

En el biofitiro (geotextil) se produjo mayor cantidad de biomasa seca en el
ensayo numero dos, con una cantidad de 3,165 gr, 28,18% superior a la
biomasa generada en el biofiltro del ensayo uno (5%) y 17,85% mayor cantidad
de biomasa microalgal seca generada que el ensayo namero tres (15%).
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Lo cual demuestra que las especies Chlorococcum sp. y Scenedesmus sp.,
pueden ser cultivadas con normalidad posteriormente a mayor escala en
beneficio de la industria en un sistema de captacion de CO, mediante biofiltros

elaborados a partir de un geotextil.

Finalizados los ensayos se determind cuanto CO; fue suministrado en cada
ensayo, segun Brennan y Owende (2010 p.3), las microalgas utilizan 1,83 Kg
de CO; para producir 1 Kg de biomasa, tomando esta referencia en el ensayo
1, con una concentracion de CO, del 5% las microalgas capturaron 51,7% del
CO, suministrado; en el ensayo 2, con una concentracion de CO; del 10% se
capturé 37,2%; vy, en el ensayo 3, con una concentracion de CO, del 15% se
capturd un 16,5%, esto puede ser ocasionado principalmente por fugas en el
sistema segun (Flores et al., 2003), en un biorreactor cerrado es necesario la

presurizacion para evitar que los gases escapen.

En la atmdsfera la concentracion de CO, segun (Arias, Martinez, & Cafiizares,
2013, p.55) puede variar entre rangos de 0,03% y 0,06%, y un gran porcentaje
de especies microalgales puede soportar concentraciones superiores de CO,
para generar mayor cantidad de biomasa microalgal (Chiu et al., 2008, p.1).

La concentracion tipica de CO, en efluentes gaseosos provenientes de plantas
de combustién, oscila segun (Ono & Cuello, 2003, p.4) entre un rango de 10%
y 15%, en este estudio se ha demostrado que el consorcio conformado por
especies Chlorococcum sp. y Scenedesmus sp. provenientes del Parque
Nacional Sangay cultivadas por el personal del Laboratorio de Biotecnologia
Energética (BIOTEC), tiene la capacidad de adaptarse y desarrollarse en

condiciones mas favorables con una concentracion de CO, del 10%.

Segun Hanagata, Takeuchi, Fukuju, Barnes, y Karube, (1992, p.3347).,
Scenedesmus sp puede crecer incluso bajo concentraciones de hasta el 80%
de CO,, sin embargo, entre los rangos de 10% y 20% de concentracion de CO,
se genera la mayor produccion celular, como se observa en los resultados

obtenidos en la presente investigacion con una concentracion de CO, del 10%.
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Una adecuada adicion de CO, al cultivo de microalgas puede estimular su
desarrollo, como observamos en el ensayo uno y dos; sin embargo, una
elevada concentracion de CO; segun (Liu & Lee, 2000) puede inhibir el

crecimiento celular en un determinado punto.

La administracién de CO; en el cultivo, tuvo efecto en los niveles de pH, este
parametro es clave debido a que esta relacionado con la disponibilidad de
nutrientes en el medio, el suministro de CO; en el medio tendié a acidificarlo,
resultando bajos niveles de pH que pueden generar efectos metabdlicos
negativos en moléculas como ATP y ADN (Andersen, 2005, p.193). Sin
embargo, se observo en el cultivo que trascurrido los dias de retencién y el

aumento de biomasa microalgal el pH en el medio del cultivo se estabilizo.

Segun Artero, Nogueras y Lazaro, (2012, pp.l), la acidificacion del medio
ocurre cuando el CO; entra en contacto con el agua reaccionando para formar
acido carbdnico (H.COgs), compuesto quimico que es aprovechado por las
microalgas. Consiguiente a la formacién de &cido carbdnico se genera la
liberacién de iones de hidrégeno, los cuales tienen a reducir el pH, provocando

acidez en el medio.

Segun Sialve, Bernet, & Bernard, (2009, p.9) las microalgas han sido utilizadas
exitosamente en la depuracion de biogas a partir de digestion anaerobia,
limpiando el gas resultante de CO,y H,S, evidenciando que estos gases en el
medio no gener6 efectos negativos relevantes sobre la degradacién de otros

contaminantes en el medio.

3.3Efecto del sistema sobre el agua que se utilizard como medio de cultivo.

El agua que se utilizé como medio de cultivo del consorcio de microalgas en los
biorreactores en los ensayos; uno, dos y tres fue recolectada del punto de

muestreo del reservorio de Cumbaya.
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Los parametros iniciales del medio fueron analizados el dia uno de ensayo sin
el consorcio microalgal, los pardmetros finales fueron determinados luego de
diez dias de tiempo de retencion que durd cada ensayo, filtrando cada muestra

para evitar que las microalgas alteren los valores.

Escenario 1

Se obtuvieron los siguientes valores:

Tabla 4. Pardmetros en calidad de agua, concentracion de CO, 5%.

Agua Final

Parametro Unidad |Agua | A B C Promedio |Limites % de

Inicial Maximos Remocién

Permisibles

DBOs mg/l 75 35 40 40 38,3 100 48,9
DQO mg/I 181 97 88 105 |96,7 250 46,6
Nitratos mg/l 14,1 8,6 6,7 7,6 7,6 10 45,9
Sulfatos mg/I 245,9 |106,5|104 |99 103,3 1000 58,0
Ortofosfato | mgl/l 32 18 17,5 | 19,8 | 18,4 30.6 42,4
s

En el ensayo uno, con una concentracion del 5% de CO,, con tiempo de
retencion de diez dias, se observo una remocion de contaminantes del medio
de 48,9% del DBOs; un 46,6% de DQO; 46,9% en Nitratos; 58% en Sulfatos y
42,4% en Ortofosfato.




Escenario 2

Se obtuvieron los siguientes valores:

Tabla 5. Pardmetros en calidad de agua, concentracion de CO, 10%.
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Agua Final

Parametro Unidad |Agua A B C Promedio | Limites % de

Inicial Méaximos Remocién

Permisibles

DBOs mgl/l 70 25 30 |30 |[283 100 59,5
DQO mg/l 190 80,1 |81 |856 822 250 56,7
Nitratos mg/l 15 7 73 |68 |72 10 52,3
Sulfatos mgl/l 271 85,7 /98,1 |82,5 |88,8 1000 67,2
Ortofosfatos | mg/l 29 13,6 | 14,2 |14 |139 30,6 52,0

En el ensayo dos, con una concentracion del 10% de CO,, con tiempo de

retencion de diez dias, se observd una remocion de contaminantes del medio
de 59,5% del DBOs; un 56,7% de DQO; 52,37% en Nitratos; 67,2% en Sulfatos

y 52% en Ortofosfato.
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Escenario 3
Se obtuvieron los siguientes valores:

Tabla 6. Pardmetros en calidad de agua, concentracién de CO, 15%.

Agua Final
Parametro | Unidad | Agua | A B C Prome | Limites % de
Inicial dio Méximos Remocidn
Permisibles
DBOs mg/l 70 50 50 45 48,3 100 31,0
DQO mg/I 1921 110 | 118, | 109,3 | 112,7 250 41,3
7
Nitratos mg/| 14 8.2 8 8,9 8,5 10 39,6
Sulfatos mg/I 253 130, | 131, | 139,8 | 133,9 1000 47,1
2 6
Ortofosfato | mgl/l 27,9 19 21,4 | 181 19,5 30,6 30,1
s

En el ensayo tres, con una concentracion del 15% de CO,, con tiempo de
retencion de diez dias, se observé una remocion de contaminantes del medio
de 31% del DBOs; un 41,3% de DQO; 39,6% en Nitratos; 47,1% en Sulfatos y
30,1% en Ortofosfatos.

Al finalizar con los tres ensayos, observamos que las microalgas bajo las tres
diferentes concentraciones de CO; luego de diez dias que dur6é cada ensayo
como tiempo de retencion, fueron capaces de remover un alto porcentaje de
contaminantes, siendo el escenario dos en el que existi6 una mayor remocién
de los parametros: DBOs removiendo un 59,5%; un 56,7% del DQO; 52,3% en
Nitratos; 67,2% en Sulfatos y 52% en Ortofosfato.

La capacidad depuradora que poseen ciertas especies de microalgas se ve
reflejada cuando existe en el medio las condiciones adecuadas para su
desarrollo (Park et al., 2011), segun (Abdel-Raouf et al., 2012), p.262) los

géneros Chlorococcum sp y Scenedesmus sp, se encuentran en la lista de las
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microalgas con mayor tolerancia, debido a esto, se ha demostrado en
anteriores estudios la capacidad que poseen las microalgas para disminuir
valores de DQO y DBOs, por ejemplo; (Abdel-Raouf et al., 2012) utilizando
microalgas en aguas residuales urbanas, removieron un 68,4% en DBOs y un
67.2% en DQO. Por otra parte Hammouda, Gaber y Abdelraouf (1995, p.209)
utilizando Scenedesmus sp, en agua residuales alcanzaron un porcentaje de
remocion de DQO de hasta el 89%.

Segun (Markou & Georgakakis, 2011). El nitrégeno y el fésforo son dos
elementos esenciales en el desarrollo de las microalgas, las mismas que lo
obtienen del medio para formar biomasa. En aguas residuales el fésforo se
encuentra principalmente en forma de PO¥, (ortofosfato) y el nitrégeno lo
encontramos principalmente como NO7; (nitrato), NH*; (amonio) y NO>
(nitrito), (Abdel-Raouf et al., 2012), p.263).

El fosforo presente en la materia organica se oxida para formar oxido fosférico
(2P,05), el mismo que reacciona en proporcion a la ecuacion citada a
continuacion, para finalmente ionizarse en fosfatos (POg,) e hidrogeno, siendo el
fosfato mas estable, debido a que es una molécula oxidada, lo cual permite

utilizarlo para la determinacion.

4P + 50, — 2P,0s (Ecuacion 9)
P205 + 3H20 4 H6P208 (EcuaCIC')n 10)
PO, +3H (Ecuacion 11)

Varios estudios han demostrado la eficacia de las microalgas en la remocion de
N y P en aguas residuales, segun Hammouda et al., (1995, p.209) en estudios
realizados con microalgas del género Chlorella sp y Sceneedesmus sp, en
cultivos con tiempo de retencién de 42 y 48 dias, existi6 una eliminacién de

fésforo, y nitratos del 100% en aguas residuales de uso doméstico, mientras
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que en otro estudio realizado con agua residual industrial se elimind 50,2% en
nitrégeno y 85,7% en fosforo (Abdel-Raouf et al., 2012), p.264).

Segun Garcia, Jawiarczyk, Gonzalez, Fernandez-Sevilla y Acién, (2012, p.
156), la eficacia que poseen ciertas especies microalgales en la remocion de
contaminantes provenientes de aguas residuales; como el azufre, se debe a
que las microalgas incorporan y utilizan el azufre en estado de sulfatos

principalmente, para la sintesis de proteinas y amino&cidos.
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4. CONCLUSIONES

Las cepas microalgales con mayor desarrollo celular fueron; CMIE-H2-001,
(Chlorococcum sp.), proveniente de la laguna Kuyuk con 1,936 cel/mL y CMIE-
H4-002, (Scenedesmus sp.) proveniente de la laguna Ozogoche con 1,871
cel/mL, ambas del Parque Nacional Sangay. Su desarrollo favorable se debe
principalmente a su tolerancia a cambios de factores como el pH y a su

capacidad para desarrollarse bajo condiciones mixoétroficas.

Chlorococcum sp. y Scenedesmus sp. presentan caracteristicas que las
vuelven facilmente cultivables en fotobiorreactores en ambiente exterior,
desarrollandose favorablemente bajo el efecto de aguas residuales para
remover nutrientes del medio y bajo un flujo de gases de combustion (CO,)

para generar biomasa.

La concentracion de CO, 6ptima para la generacién de biomasa microalgal fue
la del 10%, lograndose la generacion de 12,273 gr/L, 30,5% superior a la
biomasa generada bajo una concentracion del 5% y 33,4% superior a la

biomasa generada con una concentracion del 15% de CO,,

El mayor porcentaje de remocion de contaminantes en el medio de cultivo se
presentd en el ensayo dos con una concentracion de CO; del 10%, donde se
removié 59,5% del DBOs; un 56,7% de DQO; 52,37% en Nitratos; 67,2% en
Sulfatos y 52% en Ortofosfato.

El consorcio elaborado a partir de las cepas; CMIE-H2-001, (Chlorococcum
sp.), y CMIE-H4-002, (Scenedesmus sp.); puede ser cultivado con normalidad
posteriormente a mayor escala en beneficio de la industria en un sistema de

captacion de CO, mediante biofiltros elaborados a partir de un geotextil.
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El escenario 1 con una concentracion del 5% de CO, fue donde se logré
capturar mayor cantidad del CO, suministrado, siendo 51,7%. En los otros
escenarios con concentraciones de 10% y 15% se capturé menor cantidad de
CO, principalmente a que el biorreactor no fue sellado a presiéon permitiendo la

fuga del gas.
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5. RECOMENDACIONES

Se observé durante los ensayos que, conforme la biomasa microalgal
aumentaba, esta tendia a depositarse en el fondo de los biorreactores,
pudiendo ocasionar fotoinhibicién, por lo que se recomienda implementar un
agitador en caso de que el sistema sea implementado a una escala mayor, con
el fin de evitar la sedimentacion de la biomasa, debiendo estudiarse las
condiciones de agitacion.

Se recomienda suministrar un flujo de gas de combustion real, para evidenciar
la reaccion del consorcio microalgal conformado por las especies
Chlorococcum sp. y Scenedesmus sp. frente a otros componentes del gas

como son los NOx y SOx.

Se debe continuar con la investigacion de las cepas Chlorococcum sp. y
Scenedesmus sp. con fines biotecnoldgicos y ambientales, debido a su alto
potencial de remover contaminantes del medio y capacidad de generar

biomasa.

Implementar un controlador digital para mantener la temperatura constante
durante dia/noche y determinar si existe una diferencia significativa, debido a

que en el presente estudio se trabajé con temperatura ambiente.

Evaluar el rendimiento del consorcio microalgal en aguas residuales

provenientes de diferentes sectores industriales.

Se recomienda implementar este sistema a mayor escala en beneficio del
sector industrial, dando una alternativa a la contaminacion ambiental,

capturando gases de combustidon con la utilizacion de microalgas.
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6. ANEXOS

Escenario 1 (5% DE CO,)

Tabla 7. Mediciones diarias de pH en biorreacotres con 5% DE CO,,

pH

DIA A B C Promedio
1| 85 8,4 8,4 8,4

2| 6.2 6,2 6,1 6,2

3| 6.2 6,2 6,1 6,2

Al 6,2 6,3 6,1 6,2

5| 6,6 6,5 6,2 6,4

8| 6,8 6,7 6,5 6,7

9| 7.1 6,9 6,9 7,0
10| 7,3 7,1 7,0 71

Tabla 8. Mediciones diarias de temperatura en biorreacotres con 5% de CO,,

Temperatura °C

DIA A B C Promedio
1 25,1 23,6 24,2 24,3

2 30,6 31,5 30,9 31,0

3 32,5 32,1 32,7 32,4

41 30,2 31,5 30,8 30,8

5 29,9 30,1 29,6 29,9

8 32,4 31,9 32,5 32,3

9/ 319 31,3 31,1 31,4

10 29,5 30,2 29,7 29,8




Escenario 2 (10% DE COy)

Tabla 9. Mediciones diarias de pH en biorreacotres con 10% DE CO,.

pH

DIA A B C Promedio
1 8,5 8,5 8,4 8,5

2 6 6 59 6,0

3 6,2 6,1 6,1 6,1

4 6,5 6,3 6,3 6,4

5 6,4 6,7 6,3 6,5

8 6,5 6,4 6,6 6,5

9 6,9 7 6,9 6,9

10 7,1 7,2 7,2 7,2

Tabla 10. Mediciones diarias de temperatura en biorreacotres con 10% de CO,,

Temperatura °C

DIA A B C Promedio
1 24,6 23,9 25,3 24,6

2 29,1 30,4 29,7 29,7

3 32,9 31,2 32,3 32,1

4 31,6 30,4 31,9 31,3

5 29,5 30,2 30,5 30,1

8 31,8 32,6 32,8 32,4

9 30,5 31,2 31,7 31,1

10 29,6 30,1 31,6 30,4




Escenario 3 (15% DE COy)

Tabla 11. Mediciones diarias de pH en biorreacotres con 15% de CO,,

pH

Dia A B C Promedio
1 8,4 8,4 8,4 8,4

2 6,3 6,1 6,1 6,2

3 6 59 59 59

4 6 5,9 5,9 5,9

5 6 6 5,9 6,0

8 6,4 6,5 6,6 6,5

9 7,1 7 6,8 6,9

10 7,2 7,1 7 7,1

Tabla 12. Mediciones diarias de temperatura en biorreacotres con 15% de CO,,

Temperatura °C

Dia A B C Promedio
1 25,1 24,3 24,1 24,5

2 30,2 29,5 30,7 30,1

3] 293 28,7 29,5 29,2

4 31,5 32,1 31,6 31,7

5 29,8 30,2 29,4 29,8

8| 31,7 32,1 30,2 31,3

9 29,9 30,4 29,8 30,0

10 30,6 29,6 31,8 30,7




