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RESUMEN

El alto costo energético de los métodos convencionales de recuperacion de
biomasa microalgal para diferentes aplicaciones comerciales hace que la
produccion de las mismas no sea econémicamente viable. Un nuevo método
propuesto para solucionar este tipo de problema es la floculacion bioldgica
mediante extractos de origen vegetal.

Se probd la capacidad de floculacién de tres cepas nativas del Ecuador: CMIE-
A1-004 del género Chlorella sp.1 y CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp.
del Parque Nacional Cotopaxi y CMIE-I1.2-002 del género Chlorella sp.2 del
Parque Nacional Llanganates. Los taninos empleados como floculantes
biologicos fueron extraidos de la harina obtenida de las vainas de especie
arborea Caesalpina spinosa mediante la disolucion de 150 g de harina en 1500
mL de una de solucion al 50% de metanol y agua destilada. Los taninos fueron
adicionados en tres volumenes de 60 mL, 100 mL y 160 mL en el cultivo de
microalgas a una concentraciéon final de 0,5 g/mL, 0,3 g/mL y 0,188 g/mL
respectivamente. Para obtener mayor cantidad de biomasa microalgal al

momento de la cosecha, se ajusto el pH en tres rangos: 5, 8 y 11.

Los resultados obtenidos revelaron que de todos los tratamientos analizados, la
cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.ly la cepa CMIE-A3-006 del género
Scenedesmus sp. ambas con 100 mL de taninos y pH 11 no muestran
diferencias significativas respecto al control positivo que fue el sulfato de
aluminio (floculante quimico). Al analizar cada factor y sus interacciones, el pH
y la combinacion cepas*pH son altamente significativos respecto al control. La
cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp. presenta una mejor
capacidad de floculacion. Entre los volimenes de taninos no existen diferencias
significativas en los resultados. Sin embargo, los volumenes de 100 mL y 160
mL son mas efectivos. Finalmente, el pH 11 tuvo el mejor rendimiento en la
floculacion. A pesar de que todas las cepas de microalgas estudiadas floculan
a pH 11 y volumenes altos de taninos, la biomasa obtenida en gramos de peso

seco fue menor en comparacion a la biomasa obtenida con el control positivo.
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ABSTRACT

The high energy cost of conventional harvesting methods for microalgal
biomass for different commercial applications makes their production
economically unfeasible. A new method proposed to solve this kind of problem

is the biological flocculation using plant extracts.

Flocculation capacity of three native Ecuadorian strains were tested: CMIE-Al-
004 of the genus Chlorella sp.1 and CMIE-A3-006 of the genus Scenedesmus
sp. from Cotopaxi National Park and CMIE-14.2-002 of the genus Chlorella sp.2
from Llanganates National Park. The tannins used as biologic flocculants were
extracted from the flour obtained from the pods of the specie Caesalpina
spinosa, by dissolving 150 g of four in 1500 mL of a solution 50% of methanol
and destilled water. Tannins were added in the microalgae media culture in
three different volumes of 60 mL, 100 mL and 160 mL at a final concentration of
0,5 g/mL, 0,3 g/mL y 0,188 g/mL respectively. In order to obtain more
microalgal biomass at the harvest, the pH was adjusted into three ranges: 5, 8
and 11.

The results revealed than from all treatments analyzed, strain CMIE-A1-004 of
the genus Chlorella sp.1 and CMIE-A3-006 of the genus Scenedesmus sp. both
with 100 mL of tannins and pH 11 do not show significant differences compared
to the positive control aluminium sulfate (chemical flocculant). By analyzing
each factor and their interactions, the pH and the combination of strains*pH are
highly significant. The stain CMIE-A3-006 of the genus Scenedesmus sp. has a
better flocculation ability. Between tannin volumes there are no significant
differences. However, volumes of 100 mL and 160 mL are more effective.
Finally, pH 11 had the better yield in the floculation. Although all strains of
microalgae studied have a better flocculation with pH 11 and high volumes of
tannins, biomass dry weight in grams obtained was lower compared to the

biomass obtained with the positive control.
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Capitulo I. Introduccion

1.1 Antecedentes

Las microalgas son un grupo diverso de algas microscopicas unicelulares que
habitan principalmente en medios acuaticos, adheridos a superficies y también
en diversos suelos. Generalmente, son organismos de vida libre ya sea de
forma unicelular o en colonias, sin embargo algunas viven en simbiosis con
varios organismos. Las células de las microalgas pueden ser eucariotas o
procariotas, lo que ha permitido establecer mas de 26000 especies distintas
(Abalde, 2014). Las microalgas han sido consideradas como los primeros
microorganismos fotosintéticos imprescindibles en el mantenimiento de la vida
terrestre debido a que proporcionan compuestos organicos reducidos y oxigeno

para soportar al resto de la vida del planeta (Albarracin, 2007).

Las microalgas ofrecen un gran namero de posibilidades en cuanto a su uso
gracias a la capacidad de convertir la energia solar en compuestos quimicos
utiles a una velocidad mucho mayor que cualquier otra fuente vegetal. Entre las
aplicaciones mas destacadas podemos mencionar la produccion de aceites,
combustibles y energia eléctrica, sirven como suplemento alimenticio humano y
animal debido a su alto contenido de proteinas, se utilizan como abono y
fertilizante agricola y también son utilizadas en el tratamiento de aguas
residuales ricas en nitrogeno y fosforo (Portilla, 2010).

El cultivo de las microalgas a escala piloto utiliza tecnologia de mediana
complejidad. Al ser organismos vivos, requieren una serie de pardmetros como
luz, temperatura, pH y medio de cultivo que deben ser evaluados y
determinados segun el tipo de cultivo y la especie a utilizar para obtener
producciones eficientes. De igual forma, existe una gran variedad de disefios
para estanques y reactores clasificados en sistemas abiertos y sistemas
cerrados (Hernandez y Labbé, 2014).

Los sistemas abiertos, en donde la biomasa esta expuesta a las condiciones

medioambientales han sido utilizados por varias décadas a escala industrial.



Los dos grupos de sistemas abiertos mas conocidos son los estanques
naturales y los sistemas en carrusel o raceway (por sus siglas en inglés),
(Zitelli, Rodolfi, Biondi y Tredici, 2006). Los sistemas cerrados como los
fotobiorreactores o photobioreactor (PBR por sus siglas en inglés) tienen poco
0 ningun tipo de contacto con el medio externo, lo que permite un mejor control
de los parametros y condiciones del medio de cultivo dando como resultado

mayor productividad (Hernandez y Labbé, 2014).

El proceso de cosecha de las microalgas tiene como objetivo eliminar el agua
del medio de cultivo y recuperar grandes volumenes de biomasa microalgal.
Entre las principales técnicas utilizadas para la cosecha de microalgas se
encuentra la centrifugacion, la floculacion, la filtracion y la flotacion (Peralta,
Pardo, Chanchila y Kafarov, 2012). Las técnicas de cosecha de biomasa
microalgal dependen de las caracteristicas de cada microalga, por ejemplo la
especie, el tamafo, la densidad celular, el tipo de cultivo y el valor de los
productos finales que se desea obtener de las mismas (Palomino, Estrada y
Lopez, 2010).

En general, la cosecha de microalgas es un proceso que se realiza en dos
fases. En primer lugar, la recoleccion masiva destinada a la separaciéon de la
biomasa del medio de cultivo. Esto dependera de la concentracion inicial de
biomasa y de la tecnologia aplicada que puede ser por flotacion, sedimentacion
por gravedad o floculacidén. Por otra parte, la segunda fase en la cosecha de
biomasa microalgal es el espesamiento, cuyo fin es concentrar la mezcla a

través de las técnicas como la centrifugacion y filtrado (Palomino et al., 2010).

La flotacion es un proceso de separacion por gravedad en el que el aire es
agregado en forma de burbujas para llevar las particulas sélidas a la superficie
del medio de cultivo liquido (Peralta et al., 2012). A pesar de ser mencionado
como un potencial método de cosecha, existe evidencia limitada en cuanto a su

viabilidad técnica o econdmica (Palomino et al., 2010).



La sedimentacion por gravedad depende de caracteristicas como la densidad y
el radio de células de las microalgas y su velocidad de sedimentacion. Esta
técnica es la mas comun para el aprovechamiento de la biomasa de las algas
en el tratamiento de aguas residuales debido al bajo valor de la biomasa y a los
grandes volumenes tratados. Sin embargo, este método es apropiado para

microalgas grandes (>70 um) (Palomino et al., 2010).

La floculacion es la primera etapa en el proceso de recoleccion masiva. En este
proceso se agrega un floculante a las células dispersas de las microalgas con
el fin de aglomerar las células entre si y formar particulas mas grandes con una
mayor tasa de sedimentacién. Esto facilitara los siguientes procesos de
cosecha como la separacion de la biomasa del medio de cultivo (Peralta et al.,
2012).

La floculacion puede realizarse de diferentes maneras. La floculacién quimica
inducida por el uso de zinc (Zn*?), aluminio (AI*®) y hierro (Fe™) ha sido
ampliamente estudiada. La mayoria de floculantes quimicos se utilizan a escala
industrial, principalmente en plantas de tratamiento de aguas residuales. La
floculacion también puede ser inducida mediante cambios en el medio de
cultivo: pH, agotamiento de nutrientes, cambios de temperatura y cambios del

nivel de oxigeno disuelto (Salim, Bosma, Vermue y Wijffels, 2011).

Un nuevo método para la floculacion de las microalgas es el empleo de
bacterias o sustancias naturales. La biofloculacion de las microalgas con
bacterias requiere el uso de sustratos y fuentes adicionales de energia para el
crecimiento bacteriano. Esto provocara la contaminacion no deseada de la
planta de produccion de microalgas. Por otra parte, la principal ventaja de la
biofloculacién con sustancias naturales es que permite la recoleccion de las
microalgas sin el uso de floculantes quimicos y como resultado es posible la
reutilizacion del medio de cultivo sin necesidad de tratamientos adicionales que

aumenten los costos de produccién (Salim et al., 2011).



Caesailpinia spinosa conocido comunmente como guarango, €s una especie
arborea perenne nativa de los valles semiaridos de la Sierra ecuatoriana. Con
los frutos procesados del guarango se puede obtener una gran diversidad de
productos y subproductos, de los cuales los mas importantes son los extractos
de los taninos, obtenidos de las cascaras de las vainas molidas (Revelo, 2014).
Los taninos son utilizados industrialmente para el curtido de pieles, clarificacion
de vinos y cerveza, agricultura, mineria, cosmetologia, elaboracion de
productos farmacéuticos, fabricacion de plasticos y adhesivos (Cassel, 2006).
Igualmente, son considerados como un potencial coagulante capaz de
reemplazar las sales de hierro o aluminio actualmente utilizadas en el

tratamiento fisico-quimico de las aguas residuales (Revelo, 2014).

La recuperacion por centrifugacion es el método mas utilizado para la
recoleccion de biomasa microalgal, es un proceso rapido y de gran consumo
energético que depende de las caracteristicas de sedimentacion de las células,
el tiempo de residencia y la solucion del medio de cultivo. La principal
desventaja de este proceso son los altos costos energéticos, el mantenimiento
y debido a las fuerzas gravitacionales, algunas estructuras celulares pueden
verse afectadas. No obstante, la eficiencia de recoleccion es superior al 80%
(Peralta et al., 2012).

Finalmente, la filtracidn es un proceso de separacion de solidos en suspension
de un medio liquido a través de un medio poroso que retiene los solidos y
permite el paso del liquido. La filtracion se realiza para la recoleccion de
microalgas relativamente grandes, es decir >70 um (Peralta et al., 2012). Para
células mas pequefias se realiza microfiltracion de membrada y ultrafiltracion
(Palomino et al., 2010).

1.2 Formulacion del problema

La cosecha de microalgas en plantas de produccion comercial se realiza
generalmente por centrifugacion. Diferentes estudios han demostrado que se

produce un aumento de los costos de cosecha a mas del 30% del costo total en



el caso de la produccién de algas en estanques abiertos (Salim et al., 2011).
Dichos costos pueden ser justificados solamente en el caso de la produccion
de las microalgas para productos de alto valor comercial como el biodisel. Por
otra parte, para los productos de bajo valor, tanto la inversion, como los gastos
de funcionamiento deben disminuir drasticamente para hacer factible la
produccion comercial. Es por ello que para reducir al maximo el consumo de
energia durante la cosecha de microalgas, es necesario un enfoque integrado
(Salim et al., 2011).

Al considerar el potencial del cultivo de microalgas y las diversas aplicaciones
de la biomasa microalgal, se puede decir que el cultivo de microalgas es una
técnica ambientalmente atractiva. No obstante, los procesos de recuperacion
de biomasa todavia presentan una serie de dificultades que deben ser
mejoradas, como la relacion costo eficiencia en los actuales sistemas de
cosecha donde ocurre la separacion de biomasa desde el medio liquido
(Hernandez y Labbé, 2014).

Entre los productos quimicos usados exitosamente como floculantes, se
encuentra el sulfato de aluminio. No obstante, la mayoria de métodos de
cosecha tienen inconvenientes econémicos y técnicos como los altos costos de
energia, la toxicidad del floculante y la no viabilidad de escalado. Estudios han
reportado que la biomasa de microalgas recolectada mediante el empleo de
sulfato de aluminio, contienen altas concentraciones de aluminio, lo que es

téxico para los animales (Lee, Kim, Kim, Kwon, Yoon y Oh, 2005).

La floculacién quimica es un método facil y eficaz. Sin embargo, no es un
método apropiado para la cosecha sostenible y econdmica de las microalgas
en plantas de produccion a gran escala debido a que el exceso de floculante
cationico debe ser eliminado del medio de cultivo antes de que este pueda ser
reutilizado para el crecimiento de nuevas ceélulas microalgales, lo que conlleva

a costos operativos adicionales (Salim et al., 2011).



1.3 Justificacién

Entre los aspectos biotecnoldgicos de la produccién de biomasa de microalgas,
el proceso de recuperacion de las células de la solucién del medio de cultivo es
un factor importante en la determinacion del costo y la calidad de los productos.
La recuperacion representa al menos entre el 20 y el 30% del costo total de la

produccion de biomasa (Lee et al., 2005).

La recoleccion de microalgas por floculacion es un proceso mas ventajoso que
los métodos convencionales como la centrifugacion vy la filtracién por gravedad,
debido a que permite que las células dispersas de microalgas dentro del medio
de cultivo se agrupen aumentando el tamafio de particula lo que da como
resultado una mayor tasa de sedimentacion (Salim et al., 2011). En un estudio
obtuvieron 90% de biomasa microalgal en peso seco luego de la floculacion
quimica con sulfato de aluminio y de la floculacion biolégica con Pestan. La
floculacion es un método mas econdmico debido a que utiliza la luz solar para
el crecimiento de los cultivos, no altera la composicion del agua, ni contamina
el medio ambiente y facilita el tratamiento de grandes cantidades de medio de
cultivo (Lee et al., 2005).

La principal desventaja que presentan estos métodos convencionales es el
elevado consumo de energia, lo que puede llegar a ser una limitacion
econdémica. Por esta razon, es necesario probar diferentes métodos de
cosecha que resulten econdmicamente viables y remuevan la biomasa
microalgal a niveles considerables que justifiguen el costo de produccion

(Romero y Ferran, 2011).

Los taninos poseen en su composicion sales de hierro que generan una
sedimentacion del contenido de los coloides de las aguas, debido a que
aportan cargas positivas al contenido de los coloides, que a su vez contienen
cargas negativas. La presencia de ambas cargas en el medio, generan

atraccion formando particulas de mayor tamafio (Revelo, 2014). Los extractos



de tanino de guarango han sido utilizados con gran eficiencia en el tratamiento

de aguas para remocién de compuestos contaminantes (Jativa, 2011).

Como se mencion6 anteriormente, mediante la implementacién de métodos
biologicos y eficaces en la cosecha de biomasa microalgal, se puede evitar los
costos adicionales de produccion, las contaminaciones no deseadas y disminuir
el impacto ambiental. Es por esto que se ha utilizado los extractos de taninos
de harina de guarango como un nuevo tipo de floculante biolégico en la
cosecha de biomasa microalgal debido a sus propiedades coagulantes con el
fin de evaluar si se obtiene la misma cantidad de biomasa que en la floculaciéon

guimica con sulfato de aluminio.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar el tipo de floculante Optimo para la cosecha de biomasa de

microalgas a escala piloto.

1.4.2 Objetivos especificos

e Seleccionar las cepas de microalgas nativas Optimas para el crecimiento
a escala piloto

e Escalar a nivel piloto la produccion de biomasa de microalgas

e Cuantificar la cantidad de biomasa microalgal obtenida con cada tipo de

floculacion



Capitulo Il. Marco teérico

2.1 Microalgas

2.1.1 Generalidades de las microalgas

Las microalgas son microrganismos eucariotas fotosintéticos que aprovechan
la energia solar para sintetizar materia organica a partir de sustratos
inorganicos como las sales solubles, el dioxido de carbono y el agua. A
diferencia de las plantas superiores, su maquinaria fotosintética posee una
capacidad para convertir energia solar en biomasa con una eficiencia de 2 a 5
veces mayor. Se adaptan a condiciones ambientales y se encuentran en
cualquier medio donde existan fuentes de carbono, nutrientes, luz y

temperatura apropiada (Fernandez, 2009, pp.28-34).

Existe una gran diversidad de microalgas representada por miles de especies
de medios acuaticos, marinos o limnologicos y también de medios terrestres.
Estos microrganismos constituyen una gran variedad de especies vivientes en
una amplia gama de condiciones ambientales. Se estima que existen alrededor
de 50,000 especies, de las cuales solo se han estudiado y analizado 30,000
(Mata, Martins y Caetano, 2010).

Al ser organismos fijadores de carbono y generadores de biomasa, las
microalgas son consideradas uno de los tres principales grupos de
microrganismos fotosintéticos dentro del ambiente de agua dulce. Las
microalgas se distinguen de las plantas superiores conocidas como macrofitas
principalmente en el tamafio y la taxonomia. Por otra parte, se distinguen de las
bacterias fotosintéticas por su bioquimica (Bellinger y Sigee, 2010, pp. 1-40).
La composicién bioguimica de las microalgas es compleja y varia en funcién de

la especie (Fernandez, 2009, pp.28-34).

Las microalgas constituyen una gran potencia como fuente de proteinas,
lipidos, carbohidratos simples o complejos, vitaminas y minerales. En

condiciones normales de produccion de biomasa microalgal, los valores de



proteina pueden alcanzar el 60% de su peso seco, de 7 a 23% de su peso seco
en lipidos y de 5 a 23% de su peso seco en carbohidratos. Los niveles de
produccion de proteinas, lipidos y carbohidratos pueden ser manipulados al
variar los pardmetros como la tasa de crecimiento de las microalgas, la luz, la
concentracion de nutrientes y la temperatura del cultivo (Fernandez, 2009,
pp.28-34).

Las microalgas no necesitan generar estructuras reproductoras para crecer y
generar biomasa y se duplican en pocas horas. A pesar de ser organismos
fundamentalmente autotrofos, algunas microalgas se han convertido
secundariamente en heterotrofas, utilizando moléculas organicas complejas por

organotrofos o heterétrofos (Bellinger y Sigee, 2010, pp. 1-40).

Estos microorganismos unicelulares son captadores de CO, y asimiladores de
nitrdgeno, lo que les permite ser una fuente sostenible de biocombustibles y
biofertilizantes. Su crecimiento en suspension favorece el acceso ilimitado al
agua, al CO; y a los nutrientes. De igual forma, se puede cultivar microalgas
cerca de lugares contaminados debido a que obtendran el CO;, o los Oxidos
nitricos de aquellos sitios, lo que facilita y permite reducir los niveles de

contaminacion (Portilla, 2010).

2.1.2 Aplicaciones tecnolégicas y cientificas de las microalgas

Durante las pasadas décadas, se han creado colecciones de microalgas en
diferentes paises. Por ejemplo, la coleccién de microalgas de la Universidad de
Coimbra en Portugal es considerada la mas amplia al contener mas de 1000
especies, lo que prueba que al existir tanta diversidad de microalgas, las
aplicaciones para las mismas son amplias ya sea como productos
farmacéuticos, productos para el consumo humano o como fuentes de energia
(Mata et al., 2010).

Las microalgas poseen una gran variedad de caracteristicas utiles que les ha

permitido ser empleadas de diversas formas. Los lipidos, carbohidratos y el
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elevado contenido proteinico de algunas especies de microalgas han
promovido su investigacion en diferentes areas. Actualmente las microalgas
son consideradas una fuente potencial de sustancias bioactivas de interés en la
industria farmacéutica y alimentaria. El cultivo de microalgas alcanza un gran
valor en el mercado internacional y su demanda aumenta a la par con el
desarrollo de la tecnologia industrial, la biotecnologia y la demanda
internacional de nuevos medicamentos y compuestos alimenticios (Mendoza,
De la Jara y Portillo, 2011).

La aplicacion biotecnoldgica de las microalgas estad siendo considerada con
mayor seriedad, no solo como una nueva fuente alimenticia sino como producto
energeético, agricola, acuicola y nutricional debido a la que la productividad de
las microalgas es de 30 a 100 veces superior a la productividad de cultivos
como el de soja. El cultivo de microalgas no compite con la agricultura y no
requiere emplear grandes terrenos agricolas por lo que usan 99% menos

cantidad de agua que la agricultura convencional (Portilla, 2010).

Las microalgas actualmente son consideradas una fuente de produccion de
biomasa alternativa, renovable y ecoldgica bastante eficiente, gracias a su
capacidad de transformar la energia solar en compuestos quimicos utiles a
grandes velocidades, principalmente para el empleo de su aceite en la
elaboracion de biodiesel. De igual forma, las microalgas pueden ser
implementadas en la elaboracion de diversos productos industriales a base de
carbohidratos como etanol o0 suplementos proteinicos, colorantes,

biofertilizantes y antioxidantes (Portilla, 2010).

Las microalgas han sido utilizadas por los humanos en su forma viva y muerta.
Los depoésitos fésiles de diatomeas han sido utilizados como material de
construccion y como un nuevo método de filtracion y purificacion del agua de
las piscinas. Algunas algas fésiles como Botryococcus dan lugar a yacimientos
ricos en petroleo. Las algas verdes son cultivadas con el proposito de extraer
sus productos bioquimicos claves para emplearlos en medicina y cosmetologia.

Las algas verde azuladas son considerados organismos molestos, formadores
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de densas floraciones que producen toxinas y obstruyen los cursos de agua.
No obstante, estas especies de microalgas tienen grandes beneficios como es
el caso de la Spirulina utilizada como suplemento dietético (Bellinger y Sigee,
2010, pp. 1-40).

Otro gran mercado para los productos obtenidos a partir de las microalgas
corresponde a los alimentos dietéticos y funcionales, asi como también al
mercado de los aditivos alimentarios, especialmente carotenoides como la

astaxantina y el p-caroteno (Mendoza et al., 2011).

Las microalgas también han sido utilizadas como indicadores de toxicidad en
plantas de revestimiento de aluminio y en plantas farmacéuticas. La correlacion
entre el crecimiento de las microalgas y la toxicidad ha proporcionado una
forma simple y barata de medir los contaminantes en los flujos de los residuos
para determinar si los efluentes estaban dentro del rango permitido por el
gobierno de Turquia (Ley de control de la contaminacion de agua Turquia).
Igualmente, las microalgas han sido utilizadas para evaluar el grado de
estabilizacion de los efluentes industriales de una refineria de petréleo (Sacany
Balcioglu, 2006).

En cuanto a las aplicaciones energéticas de las microalgas, estas pueden ser
utilizadas para reducir las emisiones de CO, de las centrales eléctricas. El CO,
producido en la planta energética puede ser utilizado por las microalgas como
fuente de carbono. Mediante el metabolismo fotosintético, las microalgas
absorben el CO; y liberan oxigeno dando como resultado la reduccion de las

emisiones de carbono (Johnson, 2009).

2.1.3 Parametros a considerar en un sistema de cultivo de microalgas

Cada especie y subespecie de microalga posee sus propias caracteristicas
respecto a las condiciones Optimas de crecimiento. La productividad y la
composicion de las microalgas estan determinadas principalmente por la

alcalinidad del medio de cultivo, el pH, la temperatura, la disponibilidad y
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concentracion de los nutrientes, la intensidad y tipo de luz, la densidad celular
del cultivo y la contaminacion o depredacion por parte de otros organismos. En
promedio las microalgas doblan su biomasa en 24 horas. Sin embargo, en fase
exponencial algunas microalgas pueden doblar su biomasa en un tiempo

menor de 3,5 horas (Brenan y Owende, 2010).

2.1.3.1 Luz

Uno de los principales factores a considerar en un cultivo de microalgas es la
intensidad luminica. La luz es la fuente de energia que permite que se lleven a
cabo las reacciones fotosintéticas. Es por esto que se debe considerar la
cantidad, calidad y fotoperiodo segun la especie de microalga a ser cultivada
para no afectar el crecimiento y sintesis de compuestos organicos como

lipidos, carbohidratos y proteinas (Portilla, 2010).

Los organismos fotosintéticos, utilizan la fraccidén del espectro de luz solar que
es fotosintéticamente activa, es decir entre 350 y 700 nm. Esta fraccion
fotosintética activa supone 40% de la radiacion total del sol. La mayoria de
ecosistemas naturales vegetales presentan una eficiencia de 1% de conversion
de energia luminica en biomasa. Se ha demostrado que las microalgas
presentan una eficiencia de conversion luz/biomasa entre 1 y 4% en sistemas
abiertos y en sistemas cerrados como los fotobiorreactores el porcentaje de
conversién es aun mayor (Stephens, Ross, Mussgnug, Wagner, Borowitzka,

Posten, Kruse y Hankamer, 2010).

En el caso de las microalgas, la fotosintesis es saturada a niveles luminicos
sobre el 30% de la radiacion total que la tierra recibe del sol, lo que supone
alrededor de 1700 a 2000 pE/m?®.s. Las microalgas adaptadas a bajos niveles
de luminosidad poseen una respuesta mas rapida a los cambios en la
intensidad luminica que las microalgas que estan adaptadas a intensidades de
luz mas elevadas. Las microalgas se adaptan a los cambios de luz variando el
contenido de clorofila a de sus células, es decir las microalgas que se adaptan
a bajas intensidades luminicas poseen mayor cantidad de clorofila (Ruiz, 2011).
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La luz es considerada un factor limitante en la produccion de microalgas al aire
libre. Las concentraciones oOptimas de biomasa difieren para cada nivel de
irradiacion solar, esta irradiacion cambia a lo largo del dia haciendo que la
biomasa se adecue a dicho cambio. Por otra parte, la iluminacion artificial
atribuye una produccién de biomasa microalgal continua pero con mayor costo
econdémico y energético. En este caso es importante conocer el espectro de
absorcion de las algas cultivadas, que depende de los pigmentos mayoritarios

presentes en cada especie (Ruiz, 2011).

2.1.3.2. Temperatura

La temperatura es un factor importante a considerar en el crecimiento de las
microalgas debido a que influye directamente sobre la velocidad de las
reacciones biosintéticas (Malgas, 2013). La relacion temperatura y velocidad de
crecimiento aumenta exponencialmente hasta alcanzar la temperatura 6ptima
que fluctia entre 28° y 35°C (Hernandez y Labbé, 2014). Gran variedad de
microalgas son capaces de desarrollarse en un amplio rango de temperaturas.
Asimismo, todas ellas presentan un rango fuera del cual se inhibe su

crecimiento y mueren (Malgas, 2013).

Sobre los niveles Optimos de temperatura, aumenta la respiracion y se reduce
la produccion global del cultivo (Hernandez y Labbé, 2014). En sistemas
abiertos de cultivo el incremento de la temperatura se ve compensado con la
evaporacion del agua, regulandose de este modo la temperatura maxima. En
sistemas cerrados de cultivo es necesaria la refrigeracion adicional debido a
que el nivel de luz y la temperatura pueden afectar a la biomasa microalgal
(Ruiz, 2011).

2.1.3.3 pH

El pH del cultivo esta influenciado por varios factores como la productividad de

biomasa micoalgal, la respiracion, la alcalinidad y la composicidén i6nica del
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medio de cultivo, la actividad microbiana autotrofa y heterotdfica y la eficiencia
del sistema de adicion de CO2 (Hernandez y Labbé, 2014).

En la mayoria de cultivos de microalgas el pH se encuentra entre 7 y 9, cuyo
valor 6ptimo estd entre 8,2 - 8,7. El pH puede ser controlado mediante
aireacion o adicion de CO, (Malgas, 2013). Los valores acidos generalmente
causan la muerte de las microalgas y afectan la solubilidad de varios

compuestos en el medio de cultivo (Portilla, 2010).
2.1.3.4 Nutrientes

Después del carbono, que representa alrededor del 50% del peso seco de la
biomasa microalgal, el nitrogeno es el nutriente mas importante para el
crecimiento de las microalgas y es incorporado como nitrato (NO3) 0 como
amonio (NH;"). Asimismo, es un factor critico en la regulacion del contenido de
lipidos de las microalgas. Generalmente, las microalgas tienen un contenido
lipidico aproximadamente del 20%, no obstante, cuando el nitrégeno se vuelve
el factor limitante del crecimiento, la acumulacion de los niveles de lipidos
aumenta a mas del 40%. Por otra parte, el fésforo incorporado como HPO 4 o
HPO,* es fundamental para varios procesos celulares como la sintesis de
acidos nucleicos y la transferencia de energia. A pesar de que el contenido de
fésforo de las microalgas es menor al 1%, la deficiencia del mismo en el medio
de cultivo es una de las limitaciones para el crecimiento (Hernandez y Labbé,
2014).

Existen otros macronutrientes utilizados por las microalgas para su crecimiento
como el azufre, calcio, magnesio y potasio. De igual forma, micronutrientes
como molibdeno, hierro, niquel, cobre, zinc, manganeso, cobalto, boro y cloro
(Ruiz, 2011).
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2.1.3.5 Oxigeno disuelto

La fotosintesis realizada durante el dia por parte de las microalgas, puede
aumentar los niveles de oxigeno disuelto a una saturacion mayor al 200%
causando la inhibicion de fijacion de carbono. Muchas especies de microalgas
no sobreviven a un medio sobresaturado de oxigeno mas de 2 o 3 horas. La
produccion fotosintética de oxigeno en cultivos de alta densidad celular puede
alcanzar hasta 40 mg/L, por lo que mediante la radiacion adecuada pueden
desarrollarse radicales de oxigeno que resultan téxicos para las células y
causarian dafos en las membranas celulares. La presion parcial en el medio
de cultivo pude ser disminuida aumentando la agitacion dentro del medio de
cultivo (Ruiz, 2011).

2136 CO;

El consumo normal de carbono en forma de CO, de las microalgas se
encuentra ente 200 y 600 mg/L. En promedio, las microalgas son capaces de
tolerar hasta 150,000 ppmv de CO, en aire. Especies como Chlorella han
demostrado tolerar hasta 4000,000 ppmv de CO; (Ruiz, 2011).

2.1.3.7 Agitacion

Dentro del medio de cultivo, la agitacion es de gran importancia debido a que
permite la distribucibn homogénea de las microalgas en su respectivo medio,
facilita la asimilacion de los nutrientes y la captacion de luz, mejora el
intercambio gaseoso y posee una funcion termorreguladora (Portilla, 2010). La
correcta agitacion del medio de cultivo permite que las microalgas entren en
ciclos rapidos de mezclado en lo que pasan de una zona oscura a una zona

iluminada en cuestién de milisegundos (Ruiz, 2011).
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2.1.3.8 Salinidad

Otro factor de gran influencia en el crecimiento y productividad de los cultivos
de microalgas es la salinidad del medio de cultivo. Tanto en sistemas abiertos
como en sistemas cerrados, la salinidad afecta el crecimiento y la composicion
celular de las microalgas. Cada especie de microalga posee un rango 6ptimo
de salinidad que puede aumentar con las altas temperaturas ambientales. La
salinidad causa estrés osmotico, estrés salino idnico y produce cambios en los
radios i6nicos celulares debido a la permeabilidad selectiva i6nica de las
membranas celulares. La salinidad en el cultivo de microalgas puede ser
controlada mediante la adicion de agua dulce o agua salada segun los

requerimientos de la especie (Mata et al., 2010).

2.1.4 Sistemas de cultivo de microalgas

El cultivo de microalgas ha sido desarrollado desde los afios 40, sin embargo
en las dos Ultimas décadas se ha intensificado la investigacion respecto a
mejorar los sistemas de produccion (Albarracin, 2007). La eleccion del tipo de
sistema de cultivo es compleja y depende de diferentes criterios como la
biologia de la especie a cultivar, la forma del cultivo, los requerimientos
nutricionales, luminicos y la resistencia al estrés de la especie, la relacién de la
superficie iluminada/volumen del reactor que determina la velocidad de
crecimiento, la orientacion e inclinacion, el tipo de sistema de mezcla y
dispersidon de gases, el sistema de limpieza y de regulacion de temperatura, la
transparencia y la durabilidad del material del estanque o reactor, la capacidad
de escalado, los costos de construccion y de operacién para fines comerciales
(Hernandez y Labbé, 2014).

Existen dos sistemas basicos de cultivos para la produccién de biomasa de
microalgas: los sistemas abiertos donde la biomasa esta expuesta a
condiciones medioambientales y los sistemas cerrados denominados
fotobiorreactores con reducido o ningun tipo de contacto con el medio exterior
(Hernandez y Labbé, 2014).
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2.1.4.1 Sistemas de cultivo de microalgas abiertos

Los sistemas de cultivo de microalgas abiertos constituyen estanques
horizontes. El sistema abierto mas comun es el tipo carrusel o raceway (por sus
siglas en inglés) que permite alcanzar densidades celulares hasta de 0,7 g de
biomasa seca por litro. Este tipo de sistema estd compuesto por canales poco
profundos de 2 a 10 cm de ancho y de 15 a 20 cm de profundidad. Tiene forma
de circuito cerrado por donde el medio de cultivo y la suspension celular son
impulsados a través de los canales mediante paletas rotatorias, hélices o
bombas a una velocidad de 0,2 a 0,5 m s™ con el fin de evitar la sedimentacion

de las microalgas (Contreras, Pefa, Flores y Caiiizares, 2003).
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Figura 1. Vista superior de un sistema abierto tipo carrusel.
Tomado de (Chisti 2008).

Otro tipo de sistema abierto son los sistemas de cultivo de capa fina. Su disefio
se basa en estanques inclinados en los que el cultivo de microalgas circula por
una delgada lamina de 1 cm de espesor. El sistema de capa fina es
extremadamente productivo, sin embargo los costos de bombeo aumentan su

valor econémico (Mendoza et al., 2011).

Los sistemas abiertos en la actualidad son los mas empleados en la produccion
industrial de microalgas. No obstante, en este tipo de sistema no es posible el
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control efectivo de las condiciones del cultivo debido a la exposicion con el
medio ambiente lo que da como resultado altos riesgos de contaminacion del
cultivo. Estas desventajas dificultan el mantenimiento en el tiempo de los
cultivos por lo que su uso ha reducido el nUmero de especies extremofilas
capaces de mantener elevadas tasas de crecimiento en condiciones limitadas
para la mayoria de microorganismos y a ambientes con un clima templado y

una alta cantidad de horas de luz solar (Mendoza et al., 2011).

2.1.4.2 Sistemas de cultivo de microalgas cerrados

Por otro lado, el cultivo de microalgas en sistemas cerrados se ejecuta
mediante reactores cerrados tubulares que reducen el riesgo de contaminacion
y es un sistema mas robusto. Los fotobiorreactores tubulares varian de simples
estructuras cilindricas a extensos sistemas con kilometros de tuberia
transparente de poco diametro (30 a 200 mm). El disefio de fotobiorreactor mas
empleado es el tubular denominado Biocoil que consiste en una estructura
helicoidal de tubo flexible trasparente de polietileno, en la cual el cultivo se
mantiene en circulaciéon permanente mediante bombas o sistemas de impulsion
neumatica (airlift). Los fotobiorreactores planos o alveolares consisten en
estructuras planas transparentes en las que se mantiene una elevada relacién
superficie volumen. La agitacién de los cultivos de microalgas en este tipo de
fotobiorreactor se realiza mediante sistemas de burbujeo (Mendoza et al.,
2011).
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|Figura 2. Fotobiorreactor tubular con tubos horizontales paralelo.
Tomado de (Monthieu y Ortiz, 2010).

Los sistemas cerrados poseen mayor productividad en comparacion con los
sistemas abiertos debido a que se obtienen cultivos de alta densidad celular,
hay mayor eficiencia en la utilizacion y fijacion del CO, inyectado, facilitan la
cosecha de biomasa, los niveles de contaminacion del cultivo son bajos, se
puede controlar de mejor manera las condiciones de crecimiento del cultivo y
hay menor inversion de capital en la construccion de los fotobiorreactores
(Albarracin, 2007).

2.1.5 Métodos de cosecha

La separacion de la biomasa microalgal del medio de cultivo dispone entre el
20 y 30% del coste total de la produccion de microalgas. Esto quiere decir que
la separacion es una etapa determinante en la rentabilidad y en el balance
energético del proceso. Las microalgas son dificiles de separar del medio de
cultivo donde se encuentran creciendo principalmente por su pequefio tamafo.
Algunas microalgas, como las cianobacterias, se sedimentan por su tamafo
(decantacion espontanea) o flotan. Otras forman agregados (floculacion) lo que

facilita su decantacion (Ruiz, 2011).

Un método de extraccion o de cosecha apropiado involucra una o mas etapas y
se realiza en sistemas fisicos, quimicos o bioldgicos, con el fin de remover

mayor cantidad de agua y procesar grandes volumenes de biomasa microalgal.
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Actualmente no existe un método de separacion universal por lo que es un area

bastante importante de investigacion y desarrollo (Malgas, 2013).

La mayoria de técnicas de cosecha de biomasa microalgal comprenden
centrifugacion, sedimentacion, filtracion, ultrafiltracion; algunas veces con la
adicion de un floculante o combinando floculacion y flotacion. La técnica de
separacion dependera de varios aspectos como la especie de microalga, la
densidad del cultivo, el uso posterior de la biomasa y factores econémicos,
como el precio del subproducto obtenido (Mata et al., 2010).

Generalmente, el proceso de separacion de biomasa se lleva a cabo en dos
etapas: en la primera etapa la concentracién de microalgas alcanza entre el 2 y
7% del peso seco mediante técnicas como floculacion, sedimentacion por
gravedad o flotacion. En la segunda etapa, el secado es mas fino y de mayor
costo energético y se realiza mediante técnicas como centrifugacion, filtracion o

utrasonidos (Malgas, 2013).

2.1.5.1 Sedimentacién por gravedad

En la decantacion o sedimentacion por gravedad, la eficacia del proceso
depende del radio y la densidad celular de las microalgas. Este método es
mayormente empleado en el tratamiento de aguas residuales, debido a los
grandes voliumenes de biomasa que se manejan y a su bajo valor afiadido. Con
la aplicacion previa de ultrasonido a la decantacion se optimiza la eficiencia de

agregacion y el factor de concentracion del proceso (Malgas, 2013).

2.1.5.2 Flotacién

La flotacion es un proceso de separacion por gravedad mediante el cual se
agrega aire en forma de burbujas en el medio de cultivo para trasferir las
particulas soélidas a la superficie del medio liquido (Peralta et al., 2012). La

flotacion es un proceso viable en el caso de especies que flotan de manera
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natural. Con este método no es necesario emplear reactivos quimicos como es

el caso de la floculacién (Palomino, 2010).

2.1.5.3 Floculacién

La floculacién es un método empleado para aumentar el tamafio de las células
de las microalgas y facilitar los procesos posteriores de cosecha como son la
sedimentacion, centrifugacion y filtracion. Las células de las microalgas poseen
carga negativa lo que evita la formacién de agregados en la suspension. La
carga del medio de cultivo puede ser neutralizada o reducida mediante la
adicion de floculantes como cationes multivalentes o poliméricos. Los
floculantes poseen la capacidad de aglomerar las células de las microalgas que
se encuentran dispersas en el medio de cultivo dando como resultado el
aumento de su tamafio celular. Los floculantes a utilizar deben ser de bajo
costo, eficaces en baja concentracién y no deben ser toxicos (Molina, Belarbi,
Acién, Robles y Yusuf, 2003).

La floculacion puede ser inducida de diferentes formas. La floculacion quimica
ha sido ampliamente estudiada. Algunos compuestos quimicos han sido
utilizados a escala industrial principalmente en el tratamiento de aguas
residuales y plantas de tratamiento (Lee et al., 2005). Las sales de metales
multivalentes mayormente utilizadas en la floculacion de las microalgas son el
cloruro férrico (FeCls), el sulfato de aluminio (Al, (SO4)3) y el sulfato férrico (Fe;
(S04)3) (Molina et al., 2003).

La floculacion también puede lograrse sin la adicion de otros floculantes
cambiando el pH del medio de cultivo de las microalgas. Mediante este método
se ha logrado separar el 95% de la biomasa de las microalgas en la
suspensién. Sin embargo, los pH extremos pueden causar efectos adversos
(Monthieu y Ortiz, 2010).

Las microalgas son capaces de generar un proceso denominado
autofoculacion, es decir, se agregan de forma espontanea lo que da como
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resultado la sedimentacion de las células microalgales. Esto puede suceder de
forma natural o inducida limitando suministro de carbono u otros factores

abidticos en el cultivo de microalgas (Hernandez y Labeé, 2014).

Existen otros métodos donde se utilizan agentes floculantes como arcillas
modificadas, sedimentos o biopolimeros como el quitosan. La eficiencia del
proceso de floculacién varia segun él agente empleado, la concentracion del
agente, el pH, la temperatura y la fuerza i6nica y la naturaleza organica de las
superficie celular (Cuéllar, Alonso, Voltolina y Morquecho, 2015).

Igualmente, la biofloculacion es un método que permite la recoleccion de
microalgas sin la adicion de floculantes quimicos, permite la reutilizacion del
medio de cultivo sin necesidad de tratamientos adicionales y evita
contaminaciones no deseadas. La biofloculacion de microalgas no floculantes
con microalgas floculantes ha sido evaluada como un método alternativo eficaz
en la cosecha de biomasa microalgal debido a que no necesita diferentes
condiciones de cultivo y el contenido de lipidos es mas del 25% del peso seco

de la biomasa (Salim et al., 2011).

2.1.5.4 Centrifugacion

La centrifugacion es el método méas extendido en el caso de productos con alto
valor afladido pero presenta inconvenientes como el elevado consumo
energético de mantenimiento del equipo, y el peligro de dafar las células
debido al esfuerzo constante. Es un método rapido y que alcanza grados de
sequedad del 85%. Sin embargo, no siempre es un sistema rentable (Malgas,
2013).

La centrifugacién es el método mas empelado en la recuperacion de células de
microalgas. La recuperacion de biomasa mediante centrifugacion dependera de
las caracteristicas de sedimentacién de las células, el tiempo de residencia de
la suspensién celular en la centrifugadora y la profundidad de sedimentacion.
La profundidad de sedimentacion puede ser controlada mediante el disefio de
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la centrifuga mientras que el tiempo de residencia de la suspensién en la
centrifuga puede ser controlado mediante la regulacion de la velocidad de flujo
(Molina et al., 2003).

2.1.5.5 Filtracion

Por su parte, la filtracion puede ser un método mas competitivo en comparacion
con otros sistemas de separacién. Para volimenes menores a 2 m®/dia, la
rentabilidad es mayor que en el caso de la centrifugacion. Para volumenes
mayores a 20 m®/dia los costes de bombeo y de reemplazo de las membranas
pueden afectar la competitividad. La filtracion puede realizarse mediante flujo
tangencial (membranas externas) o fibra hueca (membranas sumergidas), en
modo de microfiltracion, ultrafiltracion y filtracibn al vacio. Las microalgas
pueden causar un importante efecto de fouing (acumulacion indeseada de
material en superficies solidas, como organismos vivos 0 una sustancia no
viva) en las membranas debido a que segrega materia organica extracelular
que aumenta la resistencia a la filtracién. No obstante, existen pretratamientos

para evitar este efecto (Ruiz, 2011).

Una vez que se ha separado el medio de cultivo de la biomasa microalgal, esta
debe ser rapidamente procesada debido a que es altamente perecible y se
puede dafiar en poco tiempo dependiendo de la temperatura ambiental. Por
estas razones, la biomasa obtenida suele ser deshidratada y asi se evitan
reacciones de descomposicién. La deshidratacién puede realizarse mediante
secado al sol, con spray, en tambores, por baja presion, en lecho fluidizado o

por congelacion (Malgas, 2013).

En el caso de extraccién de lipidos para obtencién de biodisel se debe
encontrar el equilibrio entre el grado de secado y la rentabilidad del proceso. En
caso de extraccion de otros productos de interés, es comun romper las células
para recuperar los productos intracelulares como los aceites. En su mayoria,
los métodos de ruptura de células aplicadas a las microalgas fueron adaptados
de aquellos empleados en microorganismos no fotosintéticos y de plantas
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oleaginosas, lo que incluye el prensado, el uso de solventes, la
homogeneizacion a alta presion, el autoclavado y el uso de enzimas (Malgas,
2013).

2.2 Guarango

2.2.1 Descripcion de la especie

Caesalpina spinosa conocida comiunmente como guarango, €S una especie
originaria de las regiones interandinas, nativa de Bolivia, Perd, Venezuela,
Ecuador, Colombia, Chile y Cuba (Paredes, 2015). En el Ecuador existen
registros de su existencia en las provincias de la Sierra, dentro de formaciones
boscosas xerofiticas como el valle del Chota, Guayllabamba, Nizag y
Vilcabamba (Jativa, 2011).

El guarango es una especie arborea cultivada que mide de 2 a 3 metros de
altura. Su tronco posee una corteza gris espinosa con ramillas altamente
pobladas. La copa del guarango es irregular, aparasolada y poco densa con
ramas ascendentes. Sus hojas compuestas bipinnadas ligeramente espinosas
son de color verde oscuro y miden 1,5 cm de largo. Los frutos son vainas
explanadas e indehiscentes de color naranja de 8 cm a 10 cm de largo y 2 cm
de ancho que contienen de 4 a 7 granos de semillas redondas, que son de
color pardo negruzco cuando se encuentran maduras. Las flores del guarango
son de color amarillo rojizo y se encuentran dispuestas en racimos de 8 cm a
15 cm de largo (De la Cruz, 2004).

[Figura 3. Arbol Caesalpina spinosa (guarango) y sus vainas.
Tomado de (Revelo, 2014).
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2.2.2 Taxonomia y morfologia

El nombre genérico de esta especie fue propuesta por Lineo en 1753 con base
al nombre de Andrea Cesalpino (1519-1603), el nombre especifico spinosa se
debe a la presencia de espinas en toda su estructura. El botanico Kuntze lo

clasificé en el género Caesalpina (Jativa, 2011).

Dependiendo de la zona geografica donde se encuentra ubicada esta especie
es conocida como: Tara, Taro, Taya, Guarango, Vinillo, Espino, Changue,
Campeche, Cuica, Serrano y Divi divi de tierra fria (Revelo, 2014).

Tabla 1. Clasificacion taxondémica del guarango

Reino Vegetal

Division Espermatofita

Clase Angiosperma
Subclase Dicotiledonea
Orden Fabales
Familia  Caesalpinacea
Género Caesalpina
Especie C.spinosa

2.2.3 Condiciones de habitat natural y requerimientos edafocliméaticos

El guarango se encuentra en un rango de altitud comprendido desde los 800 a
los 2800 msnm en la cordillera occidental y en la cordillera oriental desde los
1500 a 3000 msnm. Igualmente se encuentra en zonas con microclimas
especiales a 3200 msnm desarrollandose de forma normal pero con menor
tamafio. En el Ecuador el guarango se ubica a los 1500 a 3000 msnm (Jativa,
2011).

El guarango es una especie resistente a sequias, plagas y enfermedades. Para
lograr su 6ptimo desarrollo, esta especie requiere lugares con una precipitacion
promedio anual de 400 a 600 mm. En cuanto a los suelos, no requiere suelos
de buena calidad, se adapta a suelos pedregosos, degradados, arenosos,

calcareos y sueltos con pH de 6 a 7,5. La temperatura ambiental de crecimiento
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de esta especie varia entre 12 y 18°C, adaptandose hasta los 20°C (Jativa,
2011).

2.2.4 Subproductos del guarango

El guarango es una especie que forma una cadena agroindustrial interesante
debido a que sus frutos no son negociados directamente como materia prima;
los mismos deben pasar por varios procesos de acopio, procesamiento y

comercializacion para darles un valor agregado (Jativa, 2011).

Se han realizado investigaciones acerca de los compuestos bioactivos de esta
especie donde se ha reportado el contenido de taninos galicos, mucilagos y
glicésidos en las hojas, taninos hidrolizables galotaninos en las vainas y goma
o hidrocoloide galactomananico en las semillas. Cada grupo tiene una variedad
de sustancias que les confieren caracteristicas especificas de interés para
aplicaciones industriales alimenticias, quimicas y farmacéuticas (Paredes,
2015).

La principal fuente de interés industrial en el caso del guarango son sus vainas,
de las cuales se obtiene un 60 a 65% de harina, 33% a 38% de semillay 3% de
fibra (Jativa, 2011). La vaina de Caesalpina spinosa contiene de 60 a 70% de
taninos dependiendo de su ubicacion geogréfica, la edad de la especie y las
condiciones climaticas (Paredes, 2015). Los taninos contenidos en la harina del
guarango son utilizados en la industria de la curtiembre por no poseer
colorantes que al ser combinados con las pieles producen un cuero claro, firme
y resistente. Igualmente, son utilizados en la fabricacion de plésticos y
adhesivos, en el galvanizado, en la conservacion de aparejos de pesca, como
clarificadores de vinos y sustituto de malta para elaboracidon de cerveza, en la
industria farmacéutica por su uso terapéutico, en la proteccién de metales, en
la cosmetologia, en la industria del caucho, en la perforacion petrolifera 'y en el
mantenimiento de petréleo (Jativa, 2011). Asimismo, los taninos son

considerados como un potencial coagulante capaz de reemplazar las sales de
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hierro o aluminio actualmente empeladas en el tratamiento fisico quimico de las

aguas residuales (Revelo, 2014).

Por otra parte, de la harina del guarango también se puede extraer acido galico
gue es utilizado como antioxidante en la industria del aceite y de la cerveza, asi
como en la fotografia, tintes y manufactura de papel. De las semillas de las
vainas se extraen gomas hidrocoloides para la industria alimenticia como
espesantes o estabilizantes y sustitutos de gomas vegetales. Los cotiledones
también son aprovechados gracias a su alto contenido de proteinas, grasas y

aceites para la elaboracion de balanceados (Jativa, 2011).

Figura 4. Vainas de guarango y harina de guarango.
Tomado de (Revelo, 2014).

2.3 Taninos

2.3.1 Descripcion de los taninos

Los taninos son productos naturales que se encuentran en pequefias o grandes
cantidades en casi todas las plantas. Estan contenidos en las hojas, frutos y
corteza de la madera. Asimismo, estan presentes en los frutos inmaduros y
desaparecen en la maduracién. A pesar de que no se conoce con exactitud la
funcion de los taninos en las plantas, se puede asegurar que los taninos forman
parte del mecanismo de defensa contra el pastoreo y la invasion de virus,

baterias y hongos (Jativa, 2011).
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Los taninos son compuestos polifendlicos de peso molecular alto, entre 500 y
3000 Da, conformados por grupos hidroxifenolicos y carboxilos. Son sustancias
amorfas de forma coloidal, acuosas, acidas con sabor astringente. Una de las
principales caracteristicas de los taninos es la formacion de complejos con
proteinas y otras macromoléculas, los cuales ligan y precipitan proteinas,
alcaloides y enlaces de hidrogeno, entre los grupos hidroxiol fenodlicos del

tanino y los grupos carbonilicos peptidicos de las proteinas (Paredes, 2015).

2.3.2 Propiedades de los taninos

Los taninos son aplicados en la industria y en la medicina principalmente en la
curacion de heridas y cuidado de la piel, gracias a la capacidad de eliminar
radicales libres y consumir oxigeno, lo que les atribuye una funcion cicatrizante.
La funcion antibacteriana de los taninos evita el desarrollo de microorganismos
del medio para permitir su desarrollo. Los taninos también tienen la capacidad
de inhibir la absorcion de los alimentos en el tubo digestivo en el caso de

ingestién de productos venenosos (Jativa, 2011).

Los taninos que poseen en su composicion sales de hierro, forman compuestos
solubles de color azul oscuro o negro verdoso que precipitan con otras sales de
metales como el cobre, plomo y estafio. La presencia de sales de hierro y otros
metales en la composicion de los taninos aportan cargas positivas al contenido
de los coloides de las aguas residuales que a su vez presentan cargas
negativas. Al existir ambas cargas, se genera una atraccion y se forman
particulas de mayor tamafio. Es por esto que los taninos de harina de guarango
han sido considerados como un potencial coagulante de origen natural para ser
empleado en el tratamiento fisico quimico de las aguas residuales (Revelo,
2014).

2.3.3 Clasificacion de los taninos

Segun su estructura, los taninos se clasifican en dos grupos: taninos

condensados y taninos hidrolizables.
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2.3.3.1 Taninos condensados

Los taninos condensados son polimeros complejos. Cuando son sometidos a
tratamientos acidos o enzimaticos se obtiene como resultado productos
complejos e insolubles. La construccién en bloque de los taninos condensados
incluye catequinas y flavonoides que generalmente se esterifican con acido
galico (Jativa, 2011).

[Figura 5. Mondmero estructural del que se derivan los taninos condensados.
Tomado de (Alvarez, 2007).

2.3.3.2 Taninos hidrolizables

Los taninos hidrolizables se hidrolizan facilmente con acido, agua caliente o
enzimas que liberen acidos fendlicos. El acido tanico es el tanino mayormente
conocido, no obstante, como resultado de la division en las moléculas mas
simples con tratamientos acidos o enzimaticos, se obtiene los galotaninos
responsables de producir azlcar, el &cido galico en la hidrolisis y los
elagitaninos que ademas de producir azucar y acido gdlico, liberan &cido
elagico (Jativa, 2011).
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Figura 6. Derivados de la hidrdlisis de los taninos.
Tomado de (Alvarez, 2007).

Nota: a) 4cido galico, b) &cido elégico.
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Capitulo Ill. Metodologia

3.1 Seleccidn de las cepas de microalgas y de las condiciones de cultivo

Las cepas de microalgas utilizadas en este trabajo fueron colectadas en
diferentes sistemas lacustres de la Sierra y la Amazonia del Ecuador con el
permiso de investigacion No. 002-14 IC-MC-DNB/MA emitido por el Ministerio
del Ambiente Ecuador (MAE); las mismas que pertenecen a la Coleccion de
Microalgas para la investigacion Ecuador (CMIE) del Laboratorio de
Biotecnologia Energética, BIOTEC de la Corporacién para Investigacion

Energética.

Diez cepas de microalgas fueron aisladas y purificadas con el fin de seleccionar
aguellas con una tasa de crecimiento () elevada para obtener mayor cantidad
de biomasa al momento de la cosecha (Tabla 2). Las microalgas fueron
cultivadas en medio Bold Basal (Bischoff and Bold, 1963) y BG-11 (Rippka,
Deruelles, Waterbury, Herdman y Stranier, 1979), que contienen los
micronutrientes y macronutrientes necesarios para el crecimiento de las
mismas (Anexo 1 y 2), a un pH entre 6,6 y 7. Cada medio de cultivo fue

autoclavado a 121°C y 104kPa durante 15 minutos.
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Tabla 2. Cepas de microalgas aisladas y purificadas para la evaluacion de la
tasa de crecimiento.

Cddigo de Género de la cepa de microalga Lugar de colecta Medio de

la cepa cultivo

CMIE-A1- Chlorella sp. (Beijerinck, 1890). Parque Nacional BG-11
004 Cotopaxi
Laguna Santo
Domingo
CMIE-A3- Scenedesmus sp. (Meyen,1829). Parque Nacional BG-11
006 Llanganates

Laguna Chaloacocha

CMIE-D6- Chlorococcum sp. (Meneghini, 1842). Reserva Ecolégica BB
006 Cayambe Coca
Laguna Oyacachi

CMIE-H1- Chlorella sp. (Beijerinck, 1890). Parque Nacional BG-11
001 Sangay Laguna
Magdalena
CMIE-H4- Chlorococcum sp. (Meneghini, 1842). Parque Nacional BB
003 Snagay Laguna
Ozogoche
CMIE-I-1 Selenastrum sp. (Reinsch, 1867). Parque Nacional BB

Llanganates
Laguna Anteojos

CMIE-14-003 Klebsormidium sp. (Silva, Mattox y Parque Nacional BG-11
Blackwell, 1972). Llanganates
Laguna Chaloacocha

CMIE-14.2- Chlorella sp. (Beijerinck, 1890). Parque Nacional BB
002 Llanganates
Laguna Chaloacocha

CMIE-15-002 Klebsormidium sp. (Silva, Mattox y Parque Nacional BG-11
Blackwell, 1972). Llanganates
Laguna Pisayambo

CMIE-18.1 Consorcio Chlorella sp. (Beijerinck, Parque Nacional BB
1890). y Scenedesmus sp. Llanganates
(Meyen,1829). Laguna Rodeococha
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3.2 Aislamiento y purificacion de los cultivos de microalgas

El crecimiento inicial de las microalgas se realizd mediante estrias discontinuas
en cajas Petri autoclavadas con medio de cultivo en agar tanto de Bold Basal
como de BG-11. Las cepas de microalgas fueron cultivadas a una temperatura
aproximada de 22 + 3 °C y luz artificial de 839 lux (Anexo 3). Luego de 5 dias,
se observé al microscopio éptico (Sogeresa®, Espafia) la pureza de las cepas.
Las cepas axénicas fueron transferidas a tubos de centrifuga (Falcon®, Estados
Unidos) de 50 mL con 15 mL de medio liquido para su crecimiento a las
mismas condiciones de luz y temperatura mencionadas anteriormente (Anexo
4). Cuando se observo la presencia de mas de una cepa de microalga, se

repitié el proceso de purificacion hasta obtener una cepa pura.

A continuacion se escalo el cultivo en botellas de vidrio de 500 mL previamente
autoclavadas con un volumen final de 200 mL (Anexo 5). El volumen del

indculo se calculé utilizando la siguiente formula descrita por Bastidas, 2008:

V final*1x10°
DC inbculo

Vol.in6culo = (Ecuacion 1)

Donde V inéculo = volumen total requerido, DC = densidad celular del indculo.

Luego de la inoculacién, las botellas de vidrio fueron colocadas en estanterias
iluminadas con una intensidad de luz de 839 lux. Los cultivos fueron agitados
de manera periédica pasando un dia y sutiimente en forma circular con el fin de

variar la posicion de las células.

Para eliminar microorganismos contaminantes como hongos y bacterias, se
realizaron tres lavados a cada cultivo de microalga. Se agreg6 agua destilada
esterilizada al medio de cultivo y se centrifugd en tubos (Falcon®, Estados
Unidos) de 50 mL a 2000 rpm durante 5 minutos. Posteriormente, se eliminé el
sobrenadante y se repuso el medio de cultivo autoclavado al volumen que se

tenia inicialmente.
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Luego de 30 dias aproximadamente, basandose en la coloracién de los cultivos
de microalgas, se preseleccionaron aquellos que se encontraban de un color
similar al verde botella. Se observé al microscopio 6ptico (Sogeresa®, Espafia)
cada cultivo y finalmente se seleccionaron aquellos cultivos que no
presentaban ningun tipo de contaminacién ya sea con otra cepa de microalgas
0 con microorganismos como hongos y bacterias. Las tres cepas de microalgas

seleccionadas fueron:

o Cepa CMIE-A1-004 del Parque Nacional Cotopaxi, Laguna Santo
Domingo, género Chlorella sp.1 (Anexo 6).

o Cepa CMIE-A3-006 del Parque Nacional Cotopaxi, Laguna Limpiopungo,
género Scenedesmus sp (Anexo 7).

o Cepa CMIE-I14.2-002 del Parque Nacional Llanganates, Laguna

Chaloacocha, género Chlorella sp.2 (Anexo 8).

3.3 Evaluacion del crecimiento de las microalgas

Para la evaluacion del crecimiento y la determinacion de la concentracion
celular de las tres cepas de microalgas seleccionadas, se realizé un recuento
celular en la camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania) durante treinta dias.
El recuento se realizd sobre los cuatro cuadrantes denominados A, B, Cy D
(Figura 7).
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|Figura 7. Camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania).
Tomado de (Mera, 2015).

Nota: A, B, C y D representan los cuadrados contados para calcular la

densidad celular de cada cultivo de microalgas.

Con una pipeta Pasteur se dispenso el cultivo en un extremo del cubre objetos
colocado sobre la cAmara de Neubauer (Marienfeld, Alemania) y se observé al
microscopio 6ptico (Sogeresa®, Espafia) con el lente de 40X para tener un
mejor campo oOptico. Se registro el numero de células contadas en los cuatro
cuadrantes de las camaras superior e inferior y se aplico la siguiente formula
descrita por Guillard, 1973, pp. 69-85:

DC =N *10*« (F.d) (Ecuacion 2)

Donde DC = densidad celular (*10* cel/mL), N = promedio de células presentes
em 1 mm? (0,1 pL). Este nimero de células se divide de acuerdo al nimero de
cuadrantes contados, 10* = factor de conversién de 0,1 uL a 1 mL, F.d = factor
de dilucion (1:10; 1:100).

3.4 Céalculo de latasa de crecimiento celular

El célculo de la tasa de crecimiento celular de los tres cultivos de microalgas
seleccionados se realiz6 a partir de los datos obtenidos al finalizar el conteo

celular. Se empled la ecuacion descrita por Eta, Saila y Fakultatea, 2014:
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__logN¢—logN,

(Ecuacion 3)
0.310xt

Donde p= tasa de crecimiento (d?), log N; = logaritmo en base 10 de la
densidad celular en un tiempo “t” (cél. mL™), log N, = logaritmo en base 10 de

la densidad celular inicial (cél. mL™), t = tiempo (dias).
3.5 Cultivo de las cepas de microalgas a escala piloto

Luego de 7 dias aproximadamente, cuando el volumen de cada cultivo de
microalgas fue de 1 L, se proporcion6 agitacion constante mediante bombas de
aire acuaticas (JAD®, China) y se administr6 CO, durante 1 minuto a una
presion de 500 PSI tres veces a la semana. Para determinar la concentracion

de saturacion de CO, dentro de cada fotobiorreactor se aplico la Ley de Henry:
Cs =KD xP (Ecuacion 4)

Donde Cs = concentracidbn de saturacion del gas, KD = coeficiente de
distribucién: 4,3x10? mol/L.atm a 25°C para el caso del CO,, P = presién

parcial del gas: 500 PSI.

El tiempo de suministro de CO, a una concentracién de 508,64 g CO,/L dentro
de cada fotobiorreactor se calcul6 tomando en cuenta que el caudal de la
valvula del tanque de CO, proporciona 5 L COj/minuto para tres

fotobiorreactores al mismo tiempo:

Q = ; (Ecuacion 5)
Donde Q = caudal de la valvula de CO,, V = volumen de cada fotobiorreactor:

30 L, T =tiempo en minutos de suministro de CO,,

A continuacion, se escalé por duplicado a 3 L cada cepa en botellones de

plastico de 5 L de capacidad. A medida que aumentaba la biomasa microalgal,
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se adicion6 1 L de agua con 1 mL de Nitrofoska® foliar (Ecuador) para

adaptarlas a un nuevo medio de cultivo (Anexo 9).

Para escalar a nivel piloto los cultivos, se construyeron 30 fotobiorreactores
artesanales en forma de V con 1,40 m de plastico de polietileno de 280 um con
capacidad maxima de 15 L, los mismos fueron colocados en un soporte de
metal a la intemperie. Se realiz6 un nuevo conteo celular de cada cepa de
microalgas seleccionada en la camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania)
para conocer la concentracion celular y calcular el volumen de inéculo
necesario para que cada fotobiorreactor contenga una concentracion celular
inicial de 1x10° cél.mL®!. Se adicion6 10 L de agua potable a cada
fotobiorreactor, 10 mL de de Nitrofoska® foliar (Ecuador) y se inoculé con cada
cepa de microalga (Anexo 10). Se administr6 CO, durante 6 minutos a 500 PSI
y aire mediante un compresor durante 10 minutos (Ecuacién 5), tres veces a la

semana durante 15 dias.

3.6 Obtencion del floculante biolégico a partir de la harina de guarango

La especie vegetal utilizada para la obtencién del floculante biolégico cuyas
propiedades permitan la recuperacion de biomasa microalgal fue Caesalpinea
spinosa, conocida comunmente como guarango. Para ello, es necesaria una
serie de procesos como la recoleccion de las vainas del guarango, la seleccion
de las mejores vainas, la molienda gruesa, molienda fina y el tamizado para
obtener el tamafio 6ptimo de particula para la extraccion de los taninos (Jativa,
2011). Para la presente investigacion, la harina de guarango fue donada por el

Cnel. Jorge Teran y el Ing. Diego Proafio.

La extraccion de los taninos contenidos en la harina de guarango se realizd
mediante la metodologia descrita por Revelo (2014) con algunas
modificaciones en una solucién al 50% de solvente alcohdlico y agua destilada.
En una balanza electrénica (Boeco®, Alemania) se pesaron 150 g de harina de
guarango los cuales fueron disueltos en una solucion que contenia 750 mL de

metanol y 750 mL de agua destilada. Se procedio a calentar la solucion en una
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plancha de calentamiento a 210 RPM y 135°C durante 30 minutos (Anexo 11).
Una vez concluido el tiempo, se filtré al vacio la solucién con papel filtro de 125
mm (Anexo 12). En cada proceso de extraccion se obtuvieron 3000 mL de

extracto de taninos de guarango a una concentracion de 0,1 g/mL.

3.7 Cosechay floculacion de los cultivos de microalgas

La cosecha de cada cepa de microalgas se realizdé una vez finalizado el tiempo
total de cultivo, a las dos semanas de la inoculacion. Se colecté el cultivo
microalgal de cada fotobiorreactor en contenedores de plastico. El pH de cada
fotobiorreactor se encontré en un rango de 9,4 a 9,7. A continuacion se ajusto
el pH de cada fotobiorreactor a 5, 8 y 11 con H,SO, puro y una solucion de
KOH a una concentracion de 0,031 g/mL. Se adicionoé los extractos de taninos
de harina de guarango en volumenes de 60 mL, 100 mL y 160 mL a una
concentracion final de 0,5 g/mL, 0,3 g/mL y 0,188 g/mL respectivamente para
cada rango de pH y se agitd durante 30 segundos para distribuir el floculante
biolégico en todo el medio de cultivo (Anexo 13). Se realiz6 el mismo
procedimiento con el control positivo que fue Aly(SQO4)s. Por cada litro de cultivo

microalgal se afiadi6 directamente 1 g de Alx(SO4)s sin ajustar el pH.

3.8 Filtracion y secado de la biomasa

A las 24 horas de la floculacién biolégica con los taninos de harina de guarango
y de la floculacién quimica con sulfato de aluminio, el medio de cultivo que se
encontraba separado de la biomasa microalgal fue eliminado (Anexo 14 y 15).

A continuacion, la biomasa obtenida de cada fotobiorreactor fue colocada en
una tela de seda de 180 um (doblada en la mitad) para su posterior secado en
un secador solar (Anexo 16). Luego de 5 horas aproximadamente, la biomasa
se encontraba completamente seca. La biomasa seca fue pesada en una
balanza analitica (Boeco®, Alemania) para determinar la cantidad de biomasa

recuperada luego de cada floculacion.
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3.9 Disefio experimental

Se realizd un disefio experimental de tipo factorial completamente aleatorio
aumentado (DCA) de tres factores mas un control, con el fin de determinar si
existe una diferencia significativa en la obtencion de biomasa de microalgas
luego de la floculacién bioldgica posterior al ajuste de pH de cada cultivo. Los
rangos de pH y la concentracion g/mL de floculante biolégico fueron
establecidos de acuerdo con la experimentacion previa. Se ejecutaron 30

experimentos, los cuales se realizaron por triplicado.

Tabla 3. Variables del estudio propuestas

Factores Control
Nombre del Cepa de Rangos de | Volumen de | Cantidad de
experimento | microalga pH taninos Alx(SO4)3
(mL) (9.L)
A CMIE-Al- 5 60 mL 10g
004 8 100 mL
11 160 mL
B CMIE-14.2- 5 60 mL 10g
002 8 100 mL
11 160 mL
C CMIE-A3- 5 60 mL 10¢g
006 8 100 mL
11 160 mL

3.10 Analisis estadistico

Los datos obtenidos del conteo celular fueron empleados para construir las
curvas de crecimiento celular y para calcular la velocidad de crecimiento de
cada microalga. Para el analisis estadistico se utilizo el programa SPSS version
23.0 mediante el cual se realizaron pruebas de Levene, ANOVA de un factor,

prueba post hoc de Dunnett y prueba de Tukey.
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Capitulo IV. Resultados y discusion
4.1 Evaluacién del crecimiento microalgal

4.1.1 Obtencion de la concentracién celular microalgal

A partir del conteo celular realizado en la camara de Neubauer (Marienfeld,
Alemania), se obtuvo la grafica de la velocidad de crecimiento para cada cepa
de microalgas. La concentracion inicial de la cepa CMIE-A1-004 del género
Chlorella sp.1 fue de 1,3x10° cél.mL™ La fase de latencia duré dos dias desde
la inoculacion y presenté una concentracion celular de 2,7x10° cél.mL™. La fase
exponencial comenzo a partir del sexto dia de crecimiento y duré diez dias. La

concentracion celular en esta fase fue de 4,5x10’ cél.mL™ (Figura 8).

Curva de crecimiento de la cepa CMIE-A1l-
004, género Chlorella sp.1

5,0E+07
4,0E+07
3,0E+07

2,0E+07 >—A1-004

Concentracion celular

1,0E+07

0,0E+00

0 5 10 15 20
Tiempo (dias)

Figura 8. Curva de crecimiento de la cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella

sp.1.

La concentracion celular inicial de la cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella
sp.2 fue de 2,2x10° cél.mL®. La fase de latencia duré tres dias
aproximadamente y la concentracion fue de 1,3x10” cél.mL™. A partir del sexto
dia inicio la fase de crecimiento exponencial que duré ocho dias y presenté una

concentracion celular de 5,3x10"cél.mL™ (Figura 9).



41

Curva de crecimiento de la cepa CMIE-14.2-002,
género Chlorella sp.2
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Figura 9. Curva de crecimiento de la cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella

sp.2.

Finalmente, la concentracion celular inicial de la cepa CMIE-A3-006 del género
Scenedesmus sp. fue de 1,8x10° cél.mL™. La fase de latencia duré dos dias y
la concentracién celular fue de 4,6x10° cél.mL™. La fase de crecimiento
exponencial inicié a partir del cuarto dia y durd seis dias. La concentracion

celular en la fase exponencial fue de 3,2x10"cél.mL™ (Figura 10).

Curva de crecimiento de la cepa CMIE-A3-006,
género Scenedesmus sp.
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Figura 10. Curva de crecimiento de la cepa CMIE-A3-006 del género

Scenedesmus sp.
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4.1.2 Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion de las microalgas

Mediante los datos obtenidos anteriormente, se calculd la velocidad de
crecimiento y el tiempo de duplicacion de cada cepa de microalga. La velocidad
de crecimiento de la cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1 fue de 0,381
cél.dia® con un tiempo de duplicacién de 1,81 dias™®. La velocidad de
crecimiento de la cepa CMIE-I14.2-002 del género Chlorella sp.2 fue 0,340
cél.dia™ con un tiempo de duplicacién de 2,03 dias™. Finalmente, la velocidad
de crecimiento de la cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp. fue 0,308

cél.dia™ con un tiempo de duplicacién de 2,24 dias™.

Las curvas de crecimiento celular obtenidas en este trabajo indican que para
todas las cepas de microalgas, la fase de latencia dura dos dias y la fase
exponencial comienza a partir del quinto dia y dura de diez a dieciséis dias. De
las tres cepas estudiadas, la cepa CMIE-I4.2-002 del género Chlorella sp.2
obtuvo la mayor concentracion celular en la fase exponencial: 5,3x107cél.mL™ y
la cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp. la concentracion celular
méas baja: 3,2x107cél.mL™. La velocidad de crecimiento celular de las tres
cepas estudiadas se encontr6 en un rango de 0,308 a 0,381 cél.dia’y el
tiempo de duplicacién entre 1,81 a 2,24 dias™. La cepa CMIE-A1-004 del
género Chlorella sp.1 tiene una velocidad de crecimiento mayor en un menor

tiempo, al contrario de la cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp.

Tomando en cuenta los dias de duracidon de la fase exponencial y que en ese
punto las microalgas alcanzan su maxima concentracion celular, el inéculo para
los posteriores escalados de cultivo a nivel de laboratorio y a nivel piloto se
tomaron a partir del sexto dia de crecimiento. Al obtenerse valores similares de
la tasa de crecimiento y el tiempo de duplicacion de las tres cepas de
microalgas estudiadas, todos los cultivos fueron manejados a las mismas

condiciones de crecimiento.

Estos resultados coinciden con el estudio realizado por Serrano (2012), donde

las curvas de crecimiento de las microalgas de agua dulce Scenedesmus
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ovalternus y Chlorella vulgaris mostraron que la fase exponencial dura seis
dias. Por otra parte, la densidad celular de la microalga Scenedesmus sp.
aumenta de 7 a 15 dias mientras que la densidad celular de la microalga
Chlorella sp. aumenta de 14 a 24 dias. La fase de latencia de ambas
microalgas dura entre 12 a 24 horas debido a que el inéculo utilizado en este
estudio se encontraba en las fases posteriores a la del crecimiento
exponencial. Para las cepas Scenedesmus sp. y Chrorella sp. se recomienda
edad de inGculo superior a 4 dias para evitar que las cepas de microalgas pase

nuevamente por la fase de latencia.

Rodas, Rodriguez, Flores, Vidales, Aranda y Luna (2012) evaluaron tres tipos
de densidades celulares de inoculacion en medio de cultivo Bold Basal
ajustado a pH 6.8 de la especie Chlorella vulgaris: 1x10° cél.mL™ (tratamiento
1), 2x10° cél.mL™ (tratamiento 2) y 5x10° cél.mL™ (tratamiento 3). La fase de
latencia registrada en el tratamiento 1 fue de 7 dias. En el segundo tratamiento,
la fase de latencia duré 18 horas y la fase exponencial fue alcanzada a las 41
horas. En tercer tratamiento la fase de latencia durd 41 horas y se llegb a la
fase exponencial a las 30 horas luego de la inoculacion. La concentracion
celular maxima alcanzada en un menor tiempo (30 horas) fue con el
tratamiento 3 donde se obtuvo una concentracién celular de 1,66x10’ cél.mL™.
Las concentraciones celulares maximas obtenidas en el presente trabajo fueron
mayores: 4,5x10" cél.mL™ para la cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1
y 5,3 x10" cél.mL™ para la cepa CMIE-14,2-002 del género Chlorella sp.2.

Segun Hodaifa, Pacheco, Martinez y Sanchez (s.f.), el crecimiento celular de
una cepa de microalgas Scenedesmus obliquus en fotobiorreactores de 0,5
dm?® de capacidad ocurrié directamente sin pasar por la fase de latencia. La
fase exponencial fue alcanzada a las 40 horas luego de la inoculacion donde la
concentracion celular maxima se encontré en un rango de 1,48+3,05x10"
cél.mL™® a 5,75x10* cél.mL™. En el presente trabajo se obtuvieron valores
mayores de concentracion celular de la cepa de microalga CMIE.A3-006 del

género Scenedesmus sp.: 3,2 x10” cél.mL™.
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Los resultados obtenidos con las microalgas empeladas en la presente
investigacion son diferentes en comparacion a otros estudios. Las principales
diferencias en el crecimiento de las microalgas se deben a las especies de
microalgas y a las condiciones en las que han sido trabajadas. Conforme cada
cepa se adapta al medio de cultivo, la tasa de crecimiento es menos
dependiente de la composicion de este y se ve influenciada por otros factores
como el pH, la luz, la temperatura o la disponibilidad de nutrientes (Jaramillo,
2011).

4.2 Escalado de biomasa microalgal a nivel piloto

El conteo celular en la camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania) permitid
calcular el volumen de inéculo necesario para iniciar el crecimiento microalgal a
una concentracion de 1x10° cél.mL™ en cada fotobiorreactor que contenia 10 L
de agua potable. En la primera repeticion, el indculo de la cepa CMIE-A1-001
del género Chlorella sp.1 fue de 129 mL, el in6culo de la cepa CMIE-I4.2-002
del género Chlorella sp.2 fue de 24,59 mL y el in6culo de la cepa CMIE-A3-006

del género Scenedesmus sp. fue de 20 mL.

En la segunda repeticion el in6culo de la cepa CMIE-A1-001 del género
Chlorella sp.1 fue de 225 mL, el in6culo de la cepa CMIE-14.2-002 del género
Chlorella sp.2 fue de 129 mL y el in6culo de la cepa CMIE-A3-006 del género
Scenedesmus sp. fue de 373 mL. Finalmente, el indculo de la tercera repeticion
fue de 100 mL para las tres cepas de microalgas.

4.2.1 Cosechay floculacion del cultivo de microalgas

La determinacion del dia 6ptimo de cosecha se baso en los datos obtenidos en
las curvas de crecimiento de cada cepa de microalgas. La cosecha de cada
fotobiorreactor se realiz6 a los 15 dias de la inoculacién. A las 24 horas se
logré la floculacion biolégica combinada con el ajuste de pH y la floculacion

quimica de cada cepa microalgal (control positivo). Los cultivos microalgales
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que fueron floculados biol6égicamente cambiaron su color verde claro a café

debido a la coloracion que presentan los extractos de taninos (Anexo 14).

El volumen de in6culo de la cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1 fue
mayor a las demas cepas de microalgas en la primera repeticion debido a la
baja concentracion celular del cultivo madre de 5 L. Esto puede deberse a la
falta de suministro de CO, para aumentar el crecimiento celular del cultivo y a
la falta de agitacion dentro del cultivo para variar la disposicidén de las células y
evitar la muerte celular. En la segunda repeticiébn ocurre lo opuesto con el
volumen de in6culo de la cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp.2, el
volumen de inéculo es menor debido a la alta concentracion celular del cultivo
de 5 L. En la tercera repeticion el volumen de in6culo fue igual para todas las
cepas de microalgas, pero menor al volumen de indculo de la repeticién
anterior debido a la elevada concentracion celular del cultivo madre de 5 L. En
este caso, las microalgas contindan su crecimiento sin pasar por la fase de
latencia debido a que se encuentran en su maxima concentracion celular. El
crecimiento exponencial de las tres cepas de microalgas empleadas en este
trabajo duré de diez a quince dias por lo que la cosecha de cada fotobiorreactor

se realizo luego de los 15 dias de la inoculacion.

Rodas, et al. (2012), realizaron tres tratamientos con diferentes
concentraciones celulares para la especie Chlorella vulgaris. El volumen de
in6culo necesario para iniciar el crecimiento celular en un frasco Enlermeyer de
500 mL a una concentracion de 1x10° cél.mL™ fue de 367,5 mL. En el segundo
tratamiento, el volumen de inoculo necesario para iniciar el crecimiento celular
a una concentracion de 2x10° cél.mL™ fue de 183,8 mL y finalmente el volumen
de in6culo necesario para iniciar el crecimiento celular a una concentracion de
5x10° cél.mL™ fue de 73,5 mL. A diferencia del presente trabajo, el volumen de
in6culo para la cepa CMIE-A1-001 y CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp.1y
Chlorella sp.2 fueron menores en todas las repeticiones debido a que las

concentraciones celulares de cada cultivo madre de 5 L fueron mayores.



46

Hernandez, Travieso y Rojas (2000), emplearon la microalga Scenedesmus
obliquus inmovilizada en un soporte de copolimero de estireno (resina de
poliestireno di-vinil benceno) para determinar la remocién de nutrientes de
aguas residuales en un reactor que contenia 17 L. El in6culo de Scenedesmus
obliquus para el reactor fue de 25 mL. Este volumen de indculo es mayor al
volumen de in6culo adicionado en la primera repeticion del presente estudio y
menor al volumen de inéculo en las siguientes repeticiones de la cepa CMIE-
A3-006 del género Scenedespus sp. debido a que la concentracion celular del
cultivo madre de 5 L era baja.

Valladares (2014), empleo una relacién 3:1 de cultivo de microalgas y agua
destilada respectivamente para inocular bidones plasticos de 20 L con la
especie Chlorella sp. Semanalmente adicion6 5 mL de in6culo por cada 10 L de
agua destilada. La densidad celular inicial del cultivo se calcul6 mediante el
conteo celular en la camara de Neubauer mientras que la densidad celular final
se calculé después de tres centrifugaciones del cultivo microalgal a 1000 y
2000 rpm durante 5, 10 y 15 minutos. A diferencia de este estudio, el conteo
celular en la camara de Neubauer (Marienfeld, Alemania) se realizo
previamente a cualquier escalado para que el volumen de in6culo adicionado
en cada fotobiorreactor inicie su crecimiento celular microalgal a una
concentracién celular de 1x10° cél.mL™. El volumen de inéculo en 10 L de agua
potable durante las tres repeticiones de las cepas CMIE-A1-004 del género
Chlorella sp.1, CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp.2 y CMIE-A3-006 del

género Scenedesmus sp. fue mayor al mencionado anteriormente.

Segun Lee et al. (2005), los resultados obtenidos luego de la floculacion con
sulfato de aluminio, ajuste de pH y Pestan como floculante biolégico sugieren
gue el momento 6ptimo de cosecha de biomasa microalgal es luego de dos
semanas de inoculacién. Bajo estas condiciones, se produjo un maximo de
90% en peso seco en recuperacion de biomasa microalgal. Contreras et al.,
(2003), menciona que es importante tomar en cuenta que para que los cultivos
crezcan de manera correcta durante este periodo de tiempo, es necesaria la

administracion de CO, asi como la agitacion periddica del cultivo para evitar la
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sedimentacion de las microalgas en el fondo de reactor y permitir que las

células microalgales accedan a zonas iluminadas.

Molina et al., (2003) afirman que Chlorella sp. flocula con polimeros catidnicos
pero no con polimeros aniénicos y los cambios de pH del rango 4 a 7 no
afectan el comportamiento de la floculacion. Ademas, mencionan que el
quitosano empleado como floculante biolégico ha demostrado ser eficiente en
la floculacién de las microalgas con cantidades bajas de 40 mg.L™ y 150 mg.L™
independientemente del grupo taxonémico de cada microalga. En el presente
trabajo los floculantes de origen vegetal como los taninos de harina de
guarango actuan de forma similar a los floculantes quimicos permitiendo la
sedimentacion de las células microalgales de las cepas CMIE-A1-004 del
género Chlorella sp.1 y de la cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp.2.
Por el contrario, el ajuste de pH 5 afect6 el proceso de floculacion permitiendo
obtener el segundo mejor resultado de biomasa seca microalgal en gramos
(Tabla 4.12).

Por otra parte, Mendoza, et al. (2011), realizaron la floculacion de la microalga
Dunaliella salina y Chlorella sp. donde los resultados mostraron una alta
eficiencia en los ensayos realizados con sales férricas. Lo mismo sucede en un
estudio realizado por Molina, et al. (2003), donde el alumbre es un floculante
eficaz para Scenedesmus sp. y Chlorella sp. No obstante, en ambos casos las
altas concentraciones de residuos detectadas en la biomasa de las microalgas

no permiten el uso de las mismas para fines alimentarios.

4.3 Evaluacién del peso seco de la biomasa microalgal

4.3.1 Filtracion y secado de la biomasa microalgal

La tela de seda empleada para filtrar cada cultivo, elimind el exceso de medio
liquido permitiendo recoger solo células de microalgas. La biomasa obtenida en
forma de una pasta espesa verdosa fue colocada dentro del secador solar. Las

condiciones climéticas fueron favorables para todos los experimentos, luego de
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5 horas la biomasa se encontraba seca. A continuacion se retir6 la biomasa

seca de la tela para ser pesada.

Durante la primera repeticion de la cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella
sp.1 los valores de biomasa seca en gramos mas altos se obtuvieron con el
volumen de 160 mL de taninos a pH 5: 1,51 g, con el volumen de 100 mL de
taninos a pH 8: 1,77 g y con el volumen de 60 mL de taninos a pH 11: 4,04 g.
Todos los valores de biomasa en peso seco obtenidos luego de la floculacion
biol6gica son bastante bajos en comparacion a la biomasa obtenida con el
control: 10,05 g (Tabla 4).

En la segunda repeticién se obtuvo 1,57 g de biomasa seca con el volumen de
60 mL de taninos a pH 5, 1,22 g de biomasa seca con el volumen de 160 mL
de taninos a pH 8 y 2,61 g de biomasa seca con el volumen de 160 mL de
taninos a pH 11. Todos los resultados en peso seco de biomasa fueron

menores a los valores obtenidos con el control: 6,12 g (Tabla 4)

En la tercera repeticion se obtuvo 2,33 g de biomasa seca con el volumen de
160 mL de taninos a pH 5, 1,11 g de biomasa seca con el volumen de 60 mL
de taninos a pH 8 y 2,52 g de biomasa seca con el volumen de 100 mL de
taninos a pH 11. Todos los resultados en peso seco de biomasa fueron

menores a los valores obtenidos con el control: 4,54 g (Tabla 4)
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Tabla 4. Peso seco en gramos obtenido luego de la floculacién biolégica y

quimica de la cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1.

Primer Segundo Tercer
experimento experimento experimento
pH Volumen de Peso seco de la biomasa (g)
tanino (mL)
5 60 mL 1,3161 1,5777 1,335
100 mL 0,6965 0,7846 2,2519
160 mL 1,5109 0,2311 2,3323
8 60 mL 0,9961 0,4439 1,1151
100 mL 1,7744 0,7972 0,9601
160 mL 0,8232 1,2297 0,59
11 60 mL 4,0449 1,167 1,6286
100 mL 3,936 1,5853 2,5286
160 mL 2,988 2,6119 1,8943
Control: Al, (SO4)3 10, 0551 6,1224 4,5428

En la primera repeticion de la cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp.2 los
valores de biomasa seca en gramos mas altos se obtuvieron con el volumen de
160 mL de taninos a pH 5 y pH 11 los cuales fueron 1,38 g y 2,30 g
respectivamente y con el volumen de 100 mL de taninos a pH 8: 0,5 g. Los
valores de biomasa en peso seco obtenidos luego de la floculacion biolégica
fueron menores en comparacion a la biomasa obtenida con el control: 3,96 g
(Tabla 5).

En la segunda repeticion se obtuvo 1,8 g de biomasa seca con el volumen de
160 mL de taninos a pH 5, 1,36 g de biomasa seca con el volumen de 100 mL
de taninos a pH 8 y 0,8 g de biomasa seca con el volumen de 160 mL de
taninos a pH 11. Todos los resultados en peso seco de biomasa fueron

menores a los valores obtenidos con el control: 3,62 g (Tabla 5).

En la tercera repeticién se obtuvo 3,89 g de biomasa seca con el volumen de
160 mL de taninos a pH 5, 2,06 g de biomasa seca con el volumen de 100 mL
de taninos a pH 8 y 1,68 g de biomasa seca con el volumen de 160 mL de
taninos a pH 11. Los resultados en peso seco de biomasa con pH 8 y pH 11

fueron menores a los valores obtenidos con el control: 4,41 g, mientras que los
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resultados de peso seco de biomasa con el volumen de 160 mL de taninos a

pH 5 se acercan al control (Tabla 5).

Tabla 5. Peso seco en gramos obtenido luego de la floculacién bioldgica y

quimica de la cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp.2.

Primer Segundo Tercer
experimento experimento experimento
pH Volumen de Peso seco de la biomasa (g)
tanino (mL)
5 60 mL 1,005 1,6 0,8975
100 mL 0,965 1 3,5856
160 mL 1,3834 1,8 3,8938
8 60 mL 0,2 0,6234 0,5451
100 mL 0,5 2,364 2,0684
160 mL 0,3 1,1225 0,5579
11 60 mL 0,586 0,4 0,9702
100 mL 0,4495 0,8 1,4568
160 mL 2,3086 0,6 1,6879
Control: Al (SO,)3 3,9667 3,6214 4,41

En la primera repeticion de la cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp.
los valores de biomasa seca en gramos mas altos se obtuvieron con el
volumen de 160 mL de taninos a pH 5: 1,80 gy pH 11: 2,52 g y con el volumen
de 60 mL de taninos a pH 8: 1,80 g. Los valores de biomasa en peso seco
obtenidos luego de la floculacién bioldgica fueron menores en comparacion a la

biomasa obtenida con el control: 5,84 g (Tabla 6).

En la segunda repeticién se obtuvo 1,78 g de biomasa seca con el volumen de
160 mL de taninos a pH 5, 1,57 g de biomasa seca con el volumen de 60 mL
de taninos a pH 8 y 3,06 g de biomasa seca con el volumen de 160 mL de
taninos a pH 11. Todos los resultados en peso seco de biomasaa pH 5y pH 8
fueron menores a los valores obtenidos con el control: 2,51 g. El valor de
biomasa seca obtenida con el volumen de 160 mL de taninos a pH 11 es mayor
cantidad de biomasa con el control: 2,51 g (Tabla 6).
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En la tercera repeticion se obtuvo 3,00 g de biomasa seca con el volumen de
160 mL de taninos a pH 5, 2,23 g de biomasa seca con el volumen de 160 mL
de taninos a pH 8 y 3,21 g de biomasa seca con el volumen de 160 mL de
taninos a pH 11. Los resultados en peso seco de biomasa fueron menores a
los valores obtenidos con el control: 6.22 g (Tabla 6).

Tabla 6. Peso seco en gramos obtenido luego de la floculacion biolégica y

quimica de la cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp.

Primer Segundo Tercer
experimento experimento experimento
pH Volumen de Peso seco de la biomasa (g)
tanino (mL)
5 60 mL 1,3319 0,9699 1,1771
100 mL 2,2947 1,616 2,2938
160 mL 2,419 1,781 3,0052
8 60 mL 1,8015 1,5807 1,1944
100 mL 1,1395 0,6775 0,9327
160 mL 1,3632 1,4026 2,2339
11 60 mL 2,1067 2,1018 1,6283
100 mL 2,2681 2,9571 3,2155
160 mL 2,5235 3,0646 1,3284
Control: Al (SOy)s 5,8469 2,5124 6,2204

Las células de microalgas empleadas en este trabajo del género Chlorella sp.
miden alrededor de 2 a 10 um y las células de microalgas del género
Scenedesmus sp. miden de 12 a 20 um. Las células microalgales del género
Scenedesmus sp. al ser mas grandes que las células del género Chlorella sp.
obtuvieron valores mas altos de biomasa en peso seco luego de la floculacion
biologica con taninos. Esto se debe a que al momento de la filtracion con la tela

de seda de 180 um, se pudo haber perdido biomasa de cada cultivo microalgal.

La filtracion realizada en este estudio para obtener biomasa seca de microalgas
luego de la floculacién bioldgica con taninos fue similar a los procesos de
filtracion de la biomasa microalgal descrito por Molina et. al, (2003), donde las
células de microalgas fueron filtradas a través de una tela de filtro (tamafio de

poro desconocido) para formar una torta o capa. La biomasa sedimentada se
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recupero de la tela de filtro mediante raspado. Unduman, Qi, Danquah, Forde y
Hoadley (2010), mencionan que se debe tomar en cuenta el tamafio de poro
del medio para filtrar. Las particulas de microalgas deben ser mayores que

dicho poro para que la recuperaciéon de biomasa sea correcta.

4.4 Andlisis estadistico

A continuacion se presenta la estadistica descriptiva de la biomasa microalgal

seca obtenida con cada tratamiento (Tabla 7).

Tabla 7. Estadistica descriptiva de la biomasa microalgal seca obtenida con

cada tratamiento.

95% del intervalo de
confianza para la media

Desviacion Error Limite Limite Méaxim
T N | Media estandar estandar inferior superior Minimo 0
1 3|1.4133 .14468 .08353 1.0539 1.7727 1.32 1.58
2 3| .8533 .36295 .20955 -.0483 1.7550 44| 112
3 31|2.2800 1.54146 .88996 -1.5492 6.1092 1.17 4.04
4 3| 1.2433 .87272 .50386 -.9246 3.4113 .70 2.25
S) 3| 1.1767 .52003 .30024 -.1152 2.4685 .80 1.77
6 31| 2.6867 1.18281 .68289 -.2516 5.6249 1.59 3.94
7 31| 1.3567 1.05836 .61105 -1.2725 3.9858 .23 2.33
8 3| .8800 .32419 18717 .0747 1.6853 .59 1.23
9 3| 2.4967 .55869 .32256 1.1088 3.8845 1.89 2.99
10 3|1.1700 .37643 21733 .2349 2.1051 .90 1.60
11 3| .4567 .22502 12991 -.1023 1.0156 .20 .62
12 3| .6533 .29023 16756 -.0676 1.3743 .40 .97
13 3|1.8533 1.50407 .86838 -1.8830 5.5897 .97 3.59
14 3]1.6433 1.00072 57776 -.8426 4.1293 .50 2.36
15 3| .9033 .51287 .29610 -.3707 2.1774 .45 1.46
16 3| 2.3567 1.34441 77619 -.9830 5.6964 1.38 3.89
17 3| .6600 41905 24194 -.3810 1.7010 .30 1.12
18 3|1.5333 .86570 .49981 -.6172 3.6838 .60 2.31
19 3|1.1600 .18083 .10440 .7108 1.6092 .97 1.33
20 3|1.5233 .30892 .17836 .7559 2.2907 1.19 1.80
21 31| 1.9467 27429 .15836 1.2653 2.6280 1.63 211
22 31| 2.0667 .38682 .22333 1.1057 3.0276 1.62 2.29
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23 3| .9167 .23029 13296 .3446 1.4887 .68 1.14
24 3| 2.8167 49095 .28345 1.5971 4.0363 2.27 3.22
25 3| 2.4033 .61517 .35517 .8752 3.9315 1.78 3.01
26 3| 1.6633 49116 .28357 4432 2.8834 1.36 2.23
27 3|2.3033 .88512 .51102 .1046 45021 1.33 3.06
28 9| 5.0544 2.16873 72291 3.3874 6.7215 2.51| 10.06
Total | 90| 1.9193 1.50606 .15875 1.6039 2.2348 .20| 10.06

Nota: T. 1-27 tratamientos realizados con el floculante bilégico, 28 controles.
N. nimero de repeticion experimental. Minimo representa el valor mas bajo en
gramos de peso seco de biomasa microalgal. Maximo representa el valor mas

alto en gramos de peso seco de biomasa microalgal.

Para contrastar la hipétesis planteada en este estudio, se calcul6 el estadistico
de Levene donde se observa que el nivel critico (sig.) es menor que 0,05. Por
lo tanto este resultado nos permite concluir que las medias de cada tratamiento

son diferentes (Tabla 8).

Tabla 8. Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.

1,765 27 62 ,034

Nota: Estadistico de Levene comprueba la igualdad de las varianzas de los
tratamientos realizados. gl 1 y gl 2 son los grados de libertad utilizados en esta

prueba. Sig. es el nivel critico.

Se realizé el ANOVA de un factor para calcular las medias de los tratamientos
realizados experimentalmente. El resultado estadistico de la prueba muestra
que el valor de F es 4,542 que es significativamente distinto de 1 y que el nivel
critico es menor que 0,05. Lo que indica que existen diferencias significativas

entre los tratamientos evaluados (Tabla 9).
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Suma de Media

cuadrados Gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 134,079 27 4,966 4,542 ,000
Dentro de grupos 67,793 62 1,093
Total 201,872 89

Nota: F en el ANOVA permite verificar la igualdad de medias. Gl grados de

libertad. F prueba de F (significacion del ANOVA). Sig. nivel critico.

A continuaciéon se realizé la prueba post hoc para conocer cuéles son las
medias que difieren. La prueba t de Dunnett se realizé con el fin de comparar el
control con todos los demas tratamientos. Los valores obtenidos de
significacién de esta prueba muestran que el tratamiento 6 que corresponde a
la cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1 y el tratamiento 24 que
corresponde a la cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp., ambos con
volumen de 100 mL de taninos y pH 11, son los mejores tratamientos (Tabla

10).

Tabla 10. Prueba T de Dunnett. Comparaciones mdultiples de los tratamientos

frente al control.

Intervalo de confianza
al 95%

() J) Diferencia de Error Limite Limite
Tratamientos  Tratamientos medias (I-J) estandar | Sig. | inferior superior
1 28 -,87687 ,16915],000] -1,4179 -,3359
2 28 -1,07316 ,16915],000] -1,6142 -,56322
3 28 -,64996 ,16915(,007| -1,1910 -,1090
4 28 -,94964 ,16915],000] -1,4906 -,4086
5 28 -,96124° ,16915],000] -1,5022 -,4202
6 28 -,52631 ,16915],063] -1,0673 ,0147
7 28 -,92384° ,16915],000( -1,4648 -,3828
8 28 -1,06212° ,16915],000] -1,6031 -,5211
9 28 -,56407 ,16915],034] -1,1051 -,0231
10 28 -,96037 ,16915(,000| -1,5014 -,4194
11 28 -1,22549° ,16915],000] -1,7665 -,6845
12 28 -1,14732° ,16915],000] -1,6883 -,6063
13 28 -, 77650 ,16915],001] -1,3175 -,2355
14 28 -,82660 ,16915],000] -1,3676 -,2856
15 28 -1,05849 ,16915],000] -1,5995 -,5175
16 28 -,62077 ,16915],013] -1,1618 -,0798
17 28 -1,14817 ,16915],000] -1,6892 -,6072
18 28 -,85511° ,16915],000] -1,3961 -,3141
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19 28 -,96107 ,16915],000( -1,5021 -,4201
20 28 -,84343 ,16915(,000] -1,3844 -,3024
21 28 -,71459 ,16915],002( -1,2556 -,1736
22 28 -,68113 ,169151,004( -1,2221 -,1401
23 28 -1,04715° ,16915],000f -1,5881 -,5061
24 28 -, 47905 ,16915(,129| -1,0200 ,0619
25 28 -,59018" ,16915(,022| -1,1312 -,0492
26 28 -,80235° ,16915(,000| -1,3433 -,2614
27 28 -,62405 ,16915(,012] -1,1650 -,0831

Nota: La prueba de Dunnett trata un grupo como control y lo compara con los
demas tratamientos. *La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Sig. nivel critico.

En el andlisis univariado de los tratamientos se realizd las pruebas de
significacion de las cepas de microalgas, los volumenes de taninos y del rango
de pH, asi como de sus interacciones para observar las diferencias
independientemente del control. En la tabla 11 se puede observar que existen
diferencias significativas entre las cepas y entre los volimenes de taninos y
diferencias altamente significativas entre el pH. En cuanto a las combinaciones,
entre cepas*volumen no existen diferencias significativas, entre cepa*pH
existen diferencias altamente significativas y entre volumen*pH no hay
diferencias significativas. En la combinacién de los tres factores: cepas,

volumen de tanino y pH no existen diferencias significativas.

Tabla 11. Pruebas de efectos entre los factores analizados.

Tipo Il de suma Media
Origen de cuadrados Gl cuadratica F Sig.
Modelo 205,609% 27 7,615 155,690 ,000
CEPAS ,588 2 ,294 6,015 ,004
VOLUMEN 324 2 ,162 3,315 ,044
pH ,985 2 ,492 10,065 ,000
CEPAS * volumen , 137 4 ,034 ,699 ,596
CEPAS * pH ,800 4 ,200 4,088 ,006
volumen * pH ,086 4 ,021 ,439 ,780
EHEPAS volumen 497 8 062 1,269 279
Error 2,641 54 ,049
Total 208,250 81

Nota: Gl grados de libertad. F prueba de F. Sig. nivel critico (0,05).
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Las interacciones de los factores estudiados que presentaron diferencias
altamente significativas independientemente del control, fueron cepa*pH. Este
resultado indica que las cepas CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1 y CMIE-
A3-003 del género Scenedesmus sp. floculan mejor con el pH 11 sin importar el
volumen de tanino utilizado como floculante biolégico. En la figura 11 no se
observan unas tendencias claras en la floculacion biolégica con el pH 5y pH 8.
Esto puede deberse a los bajos niveles de pH estudiados o a errores de
manipulacion durante la cosecha, floculacion, filtrado y secado de biomasa

microalgal.

Medias marginales estimadas de DATOS

2 501 0 CEPAS

il A1-004
! 14.2-002
! A3-006

2 00 /

1,507 /

Medias marginales estimadas

1,00 el

0,50

I T I
a0 8.0 11.0

pH

Figura 11. Grafico de perfil. Muestra las interacciones de las tres cepas de
microalgas con los tres rangos de pH.

La prueba de Tukey se realizé para comparar las medias de cada uno de los
factores analizados experimentalmente. Esta prueba indica que entre las
cepas, la cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp. posee una mejor
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capacidad de floculacién debido a que presenta un promedio de 1,8667 y la
cepa menos eficiente es la cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp.2. Esto
puede deberse al que el tamafio celular de la cepa CMIE-A3-006 del género
Scenedesmus sp. es mayor al de las cepas CMIE-A1-004 y CMIE-14.2-002 del
género Chlorella sp.1 y sp.2 respectivamente, lo que aumenta la capacidad de

sedimentacion de las células microalgales (Tabla 12).

Tabla 12. Prueba de Tukey para las cepas de microalgas.

Subconjunto
CEPAS N 1 2
14.2-002 27 1.2478
A1-004 27 1.5985 1.5985
A3-006 27 1.8667
Sig. ,206 ,391

Nota: La prueba se basa en las medias observadas. Utiliza el tamafio de la

muestra de la media armoénica= 27,000. Sig. nivel critico (0,05).

La prueba de Tukey para el volumen de tanino muestra que no existen
diferencias entre los volimenes y que los resultados forman parte de un solo
rango. Esto puede ser debido a que la concentracion de los taninos no fue
suficiente para el volumen de cultivo manejado. No obstante, la floculacion es

mas eficiente con 100 mL y 160 mL de tanino (Tabla 13).

Tabla 13. Prueba de Tukey para los volimenes de taninos.

Volumen de Subconjunto
Tanino N 1

60 ml 27 1.2730
100 ml 27 1.7007
160 ml 27 1.7393
Sig. ,065

Nota: La prueba se basa en las medias observadas. Utiliza el tamafio de la
muestra de la media armonica= 27,000. Sig. nivel critico (0,05).
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Finalmente, la prueba de Tukey para los rangos de pH indica que el pH 11
presenta el mejor rendimiento, mientras que el pH 8 posee el menor
rendimiento, a pesar de que a este valor se encuentran la mayoria de cultivos
de microalgas. El pH 5 mostr6 el segundo mejor resultado en la floculacion. No
obstante, estos resultados no son convincentes debido a que los pH muy

acidos causan la muerte del cultivo microalgal (Tabla 14).

Tabla 14. Prueba de Tukey para los rangos de pH.

Subconjunto
pH N 1 2
8.0 27 1.0859
5.0 27 1.6693
11.0 27 1.9578
Sig. 1,000 ,339

Nota: La prueba se basa en las medias observadas. Utiliza el tamafio de la
muestra de la media armonica= 27,000. Sig. nivel critico (0,05).

Segun Gonzales y Ballesteros (2013), la sedimentacién de las microalgas
también es atribuido a la mayor densidad celular alcanzada dentro del medio
de cultivo, es decir la capacidad de floculacion de las microalgas esta
relacionada con su condicion fisiologica. El final de la fase de crecimiento
exponencial y el inicio de la fase estacionaria son los rangos Optimos para que
las microalgas comiencen a flocular. En el presente estudio la cepa CMIE-A3-
006 del género Scenedesmus sp. presentd una mejor capacidad de floculacion
debido a que llega a la fase estacionaria a los 11 dias, tiempo menor en
comparacion a tiempo que tarda la cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella

sp.2 en llegar a esta fase.

Ademas, Gonzales y Ballesteros (2013), mencionan que uno de los principales
nutrientes implicados en la fotosintesis de las microalgas es el carbono que
afecta directamente al proceso de floculacién. El carbono es asimilado 6,5 y
100 veces mas que el nitrogeno y el fésforo respectivamente, por lo que el

suministr6 de CO; al cultivo de Scenedesmus sp. aumenta el crecimiento y
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acelera la capacidad de floculacion. En este estudio, a todos los cultivos
microalgales se les suministro la misma cantidad de CO, a 500 PSI durante 6
minutos tres veces a la semana a una solubilidad de 508,64 g CO,/L. La
diferencia de crecimiento celular y de capacidad floculante puede estar
relacionada a la morfologia de las células microalgales es por esto que la cepa
CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp. obtuvo mejores resultados en

relacion a las demas cepas.

Los resultados obtenidos por Lee et al., (2005) de la floculacion de la microalga
Botryococcus braunii cultivada durante dos semanas muestran que el pH mas
efectivo fue el pH 11 y las concentraciones Optimas de sulfato de aluminio y
Pestan (floculante biolégico) fueron 200 mg.L™ y 100 mg.L™?, respectivamente.
A pesar de que el sulfato de aluminio es uno de floculantes mas empleados en
la floculacion de microalgas también necesitan del ajuste de pH para obtener
una mayor actividad de floculacion. En cuanto a los resultados obtenidos en
este trabajo, en todos los casos donde se realiz6 la floculacion quimica con
sulfato de aluminio no se necesitd del ajuste de pH debido a que el sulfato de
aluminio actu6 rapida y eficientemente a cualquier concentracion. Lee et al.
(2005) también mencionan que en la floculacién de la microalga Chlorella sp.,
el sulfato de aluminio fue mas eficaz que el ajuste de pH 11. Resultados
similares fueron obtenidos en esta investigacion. Para todos los casos, la
floculacion con sulfato de aluminio fue mas eficiente que la floculacion con pH

combinada con taninos (floculante biol6gico).

Para Padilla (2015), las cantidades Optimas de los floculantes biologicos de
origen vegetal Tanfloc, un polimero organico con cargas positivas y Ecotan de
caracter cationico fueron de 20 mg/L a 40 mg/L. También se ha demostrado
gue estos dos tipos de floculantes aumentan la velocidad de sedimentacion de
las microalgas (4 dias). Dichos datos se ven observados en la creacion de
floculos mas grandes, con mayor superficie y mayor peso. En contraste, en
este estudio la velocidad de floculacion no es influenciada por la cantidad de
floculante biologica utilizado. La eficacia de cualquier tipo de floculante
depende fuertemente del pH del medio de cultivo.
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Otros estudios mencionados por Ramirez y Jaramillo (2015) donde se evalu6 el
uso de Tanfloc como coagulante vegetal para el tratamiento de aguas
destinadas al consumo humano, establecen que el mejor resultado de turbidez
obtenido fue de 1,18 NTU luego de filtrar 1,13 NTU a un pH de 8,19 con 0,80
mL de coagulante para 1 L de agua con turbidez inicial de 20,5 NTU. Los
resultados para la misma muestra de agua con sulfato de aluminio fueron de
0,35 NTU luego de la filtracién de 0,18 NTU a un pH de 8,23 con 0,70 mL de
coagulante. En comparacion con este estudio, las propiedades de coagulacién
de los taninos de harina de guarango permitieron obtener una cantidad de
biomasa microalgal aceptable, a pesar de no ser lo suficientemente eficiente en
comparacion al sulfato de aluminio que obtuvo mejores resultados en la

floculacion de biomasa microalgal.

Los polielectrolitos cationicos pueden ser menos eficientes en la floculacion
comparada con las sales de metales como el sulfato de aluminio. El estudio
realizado por Molina et al., (2003) con Chlorella sp. a una concentracion de
biomasa de 0,05 kg.m™ y concentracién de polimero de 1x10° para 1 kg.m™ ha
demostrado ausencia de floculacion en la concentracion del polimero hasta 0,2
kg.m™. Por otra parte, Chlorella sp. flocula con polimeros catiénicos pero no
con polimeros aniénicos y los cambios de pH del rango 4 a 7 no afectan el
comportamiento de la floculacién. En este estudio se obtuvieron resultados
similares donde la floculacion no se ve influenciada por la cantidad del
floculante independientemente de su origen. El ajuste de pH del medio de
cultivo en rangos entre 9 y 12 permite obtener una maxima actividad de

floculacion.

La floculacién de microalgas también se puede lograr cambiando el pH del
medio de cultivo. En el estudio realizado por Molina et al., (2003), la floculacién
eficaz se logra cambiando el pH entre 11,8 y 12 sin necesidad de afadir otros
floculantes recuperando del 80 al 95% de biomasa. En otros casos los valores
extremos de pH pueden causar efectos adversos como la liberacién del

contenido intracelular microalgal. Al igual que este estudio, la floculacion



61

biol6gica con taninos de harina de guarango con el ajuste de pH 11 fue

efectiva.

La floculacion se lleva a cabo en estanques cerrados con un pH alto debido al
agotamiento de didxido de carbono por la actividad fotosintética de las
mircoalagas. Segun Gonzales y Ballesteros (2013), en el caso de la microalga
Scenedesmus dimporphus, la floculacion se lleva a cabo con pH mayores a 8,5
mientras con Chlorella sp. el rango de pH éptimo es 12. Resultados similares
se obtuvieron en este estudio, la cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus
flocula mejor con pH 11 al igual que con las cepas CMIE-A1-004 y CMIE-14.2-

022 del género Chlorella spl y sp2 respectivamente.
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Capitulo V. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Las cepas de microalgas CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1, CMIE-I4.2-
002 del género Chlorella sp.2 y CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp. se
adaptan réapidamente a los medios de cultivo alcanzando la maxima
concentracion celular a los 15 dias después de la inoculacién, lo que las

convierte en microorganismos facilmente producibles a escala piloto.

La recuperacion en peso seco de la biomasa de las cepas CMIE-A1-004 del
género Chlorella sp.1, CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp.2 y CMIE-A3-006
del género Scenedesmus sp. con sulfato de aluminio es mayor que la biomasa

recuperada con taninos de harina de guarango.

Las cepas CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1 y CMIE-A3-006 del género
Scenedesmus sp. reflejan valores de peso seco similares a la biomasa
obtenida con sulfato de aluminio a pH 11 y 100 mL de taninos.

La cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp. posee mayor capacidad de

floculacion.

Los volimenes de taninos de harina de guarango empleados para la
floculacion biol6gica no fueron eficientes en la recuperacion de biomasa de

microalgas.

Las cepas CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1 y CMIE-A3-003 del género
Scenedesmus sp. floculan mejor con el pH 11.

El sulfato de aluminio es el floculante Optimo en la cosecha de biomasa
microalgal a escala piloto. Sin embargo, los taninos de harina de guarango
poseen propiedades coagulantes que les permite actuar como floculante
bioldgico.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda para futuras investigaciones establecer un disefio experimental
manejable tomando en cuenta que las fuentes de produccion de agentes

naturales dependen altamente de la disponibilidad de recursos.

Es importante tomar en cuenta el empleo de floculantes biologicos para la
recuperaciéon biomasa microalgal debido a que existe una gran cantidad de
extractos vegetales con capacidades coagulantes que pueden minimizar el
impacto generado por los coagulantes quimicos y reducir representativamente

los costos de produccion de biomasa microalgal.

Se recomienda implementar otras metodologias para la obtencion de extractos
de taninos de guarango para obtener una mayor concentracion de los mismos y
de esta manera aumentar la capacidad de floculacion de las células de los

cultivos microalgales.

Igualmente, se podria emplear dosis de floculante biolégico en concentraciones
mas altas, asi como también analizar y estudiar los tiempos Optimos de

floculacion para lograr recuperar completamente la biomasa microalgal.

Se recomienda reducir las dosis de floculantes quimicos empleados para la
floculacion de células de microalgas mediante la combinacion con floculantes
biolégicos o mediante el ajuste de pH que es un método eficaz y sencillo, que
minimiza los cambios en el medio de cultivo causados por la adiccion de

floculantes.
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Anexo 1. Composicion quimica del medio de cultivo Bold Basal.

Componente Solucién Stock (g.L™* dH20) Cantidad mL parallL
Macronutrientes 25.00 10 mL
NaNO;
CaCl, .2 H,O 2.00 10 mL
MgSO, . 7 H,O 7.50 10 mL
K;HPO, 7.50 10 mL
KH,PO, 17.50 10 mL
NaCl 2.50 10 mL
Solucién Alcalina EDTA 50.00 1mL
EDTA
KOH 31.00
Solucién Acida Hierro 4.98 1mL
FeSO, . 7H,O
Solucién Boro 11.42 1mi
H3BO;
Solucién metales traza 8.82 1mL
ZnS0O, . 7 H,O
MnCl,. 4 H,0O 1.44
MoO; 0.71
CuSO0;,. 5 H,0 1.57
Co(NO3), . 6 H,0 0.49

Tomado de (Bischoff y Bold, 1963).

Anexo 2. Composicion quimica del medio de cultivo BG-11.
Soluciéon 1 (para 1 L) 10 mL/L

Reactivo Cantidad
(9)
NaNO; 150
MgSO,.7 H,O 7
CaCl,.2 H,0O 3.6




Solucién 2 (para 1 L) 10 mL/L

Reactivo Cantidad
(9)
K;HPO,4.3 H,O 4
EDTA 0.1
Na,CO, 2

Solucién 3 (para 1 L) 10 mL/L

Reactivo Cantidad
(9)
Acido citrico 0.6
Citrato de 0.6
sodio

Solucién 4 (para 1 L) 1 mL/L

Reactivo Cantidad
(9)
H3BOs 2.86
MnCl,. 4 H,O 1.81
ZnS0O, . 7 H,O 0.22
NaMoO, . 5 H,O 0.39
CuS0O,.5H,0 0.8
Co(NOs3), . 6 H,O 0.005
FeCl; 0.22

Tomado de (Rippka et al., 1979).
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Anexo 3. Cultivo en cajas Petri con medio BG-11 y Bold Basal para la cepa
CMIE-D6-001 del género Chlorococcum sp. obtenida de la Reserva Ecoldgica

Cayambe Coca, Laguna Oyacachi.

Anexo 4. Crecimiento en 15 mL de medio liquido de la cepa CMIE-14.2-002 del
género Chlorella sp.2 obtenida del Parque Nacional Llanganates, Laguna

Chaloacocha.
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Anexo 5. Cultivo escalado a 200 mL de la cepa CMIE-A3-006 del género
Scenedesmus sp. obtenida del Parque Nacional Llanganates, Laguna
Chaloacocha y la cepa CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1 obtenida del
Parque Nacional Cotopaxi, Laguna Santo Domingo.

Anexo 6. Foto microscopica (40x) de la cepa CMIE-A1-004 en medio BG-11.
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Anexo 7. Foto microscopica (100x) de la cepa CMIE-A3-006 en medio BG-11.

Anexo 8. Foto microscopica (100x) de la cepa CMIE-14.2-002 en medio BB.
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Anexo 9. Escalado por duplicado de las tres cepas de microalgas
seleccionadas: CMIE-A1-004 del género Chlorella sp.1, CMIE-14.2-002.del
género Chlorella sp.2 y CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp.

Anexo 10. Fotobiorreactores de 10 L inoculados con 130 mL de la cepa CMIE-
A1-004 del género Chlorella sp.1.
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F) Fiskor Sciensht
(O —

Anexo 11. Extraccion de los taninos de harina de guarango. Calentamiento de
la solucion al 50% de solvente alcohdlico y agua destilada con 150 g de harina
de guarango a 135°C, 210 RPM durante 30 minutos.

Anexo 12. Filtracion al vacio de los extractos de taninos de harina de guarango.
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Anexo 13. Floculacion biolégica de la cepa CMIE-A3-006 del género
Scenedesmus sp. 1zg. Cultivo con pH 5 antes de la floculacién biolégica. Der.
Cultivo con pH 5 luego de adicionar 160 mL de floculante biol6gico.

Anexo 14. Cepa CMIE-A3-006 del género Scenedesmus sp. después de la
floculacion biologica (24 h). El medio de cultivo se encuentra en la superficie y
la biomasa en el fondo del contenedor de plastico.
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Anexo 15. Cepa CMIE-14.2-002 del género Chlorella sp. después de la
floculacion quimica con sulfato de aluminio (24h). El medio de cultivo se
encuentra en la superficie y la biomasa en el fondo del contenedor de plastico.

Anexo 16. Secador solar donde se realizé el secado de la biomasa obtenido
luego de la floculacion bioldgica y quimica.




