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RESUMEN

La emision de Gases de Efecto Invernadero (GEI) a nivel mundial aumenta
progresivamente, lo que contribuye de manera directa al cambio climatico a
través de los danos producidos sobre la atmésfera. La industria pecuaria es
responsable de la generacion de grandes cantidades de estiércol, que una vez
iniciado su proceso de descomposicion emanan una abundante cantidad de
GEls, entre éstos 668 millones de toneladas anuales de diéxido de carbono
equivalente (COzeq) aproximadamente. En Ecuador existen alrededor de 1,6
millones de cabezas de ganado porcino, que anualmente generan cerca de 2,750
millones de kilogramos de estiércol. En la actualidad las microalgas y
cianobacterias estan siendo investigadas debido a su alta afinidad al proceso de
captacion de COz, lo que las ha catalogado como herramientas para el desarrollo
de nuevos Mecanismos de Desarrollo Limpio (MDLs). El presente trabajo de
titulacion tuvo como objetivo principal identificar el género de microalga o
cianobacteria con mayor afinidad y eficiencia respecto al proceso de captacion
del CO2 generado por estiércol porcino en proceso de descomposicion,
comparando el rendimiento de tres diferentes tratamientos experimentales: uno
por cada género y un tercero para su consorcio. Para esta experimentacion se
utilizé el género de microalgas Pleurococcus sp. con codigo CMIE — K2-003 y de
cianobacterias Rhabdoderma sp. con cédigo CMIE — J1-003. Ambos géneros
son propiedad del Laboratorio de Biotecnologia Energética — BIOTE C
perteneciente a la Corporacion para la Investigacion Energética y forman parte
de la Coleccién de Microalgas para la Investigacion del Ecuador — CMIE. Los
resultados obtenidos sugieren que el género de microalgas Pleurococcus sp.
(CMIE — K2-003) fue aquel que presentd mayor afinidad al proceso de captacion
de CO2 al tener un mayor numero de individuos en los conteos celulares, la
velocidad de crecimiento mas elevada, el menor tiempo de duplicacion requerido

y mayor peso en forma de biomasa microalgal.

Palabras clave: Microalgas, cianobacterias, captacion, didoxido de carbono

(CO2), estiércol.



ABSTRACT

Greenhouse gases (GHGs) emissions worldwide increase progressively, which
contributes directly to climate change through damages to the atmosphere.
Livestock industry is responsible from the generation of big quantities of manure
that once its decomposition process starts produces a plenty amount of GHGs,
from this gases, approximately 668 tons are from equivalent carbon dioxide
(CO2eq); in Ecuador, there are around 1,6 millions of pigs, which annually
produce about 2,750 million kilograms of manure. Nowadays, microalgae and
cyanobacteria are having a universal great reception in the investigation field due
to their affinity to the process of carbon capture, which has cataloged them as a
tool for the development of new Clean Development Mechanisms (CDMs). The
present titling work aims to identify the genus of microalgae or cyanobacteria with
a higher affinity and efficiency to the capture from the CO2 generated by pig
manure in decomposition process, comparing the yield of three different
experimental treatments: one for each gender and a third one for their
consortium. For this experimentation the genus of microalgae used was
Pleurococcus sp. with code CMIE - K2-003, and the cyanobacterias
Rhabdoderma sp. with code CMIE — J1-003. Both genders are property of the
Laboratory of Energy Biotechnology — BIOTEC, which belongs to the Corporation
for Energy Research and form part of the Collection of Microalgae for Research
from Ecuador — CMIE. The obtained results suggest that the gender of
microalgae Pleurococcus sp. (CMIE — K2-003) was the one which had a higher
affinity to the process of carbon dioxide capture having the greater number of
individuals at the cell counting’s, the highest growth rate, the least required

doubling time and the maximum weight of microalgal biomass.

Key words: Microalgae, cyanobacteria, capture, carbon dioxide (CO2), manure.
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. INTRODUCCION

Antecedentes

La contaminacion del aire y el cambio climatico son dos problematicas que
presentan gran relacion entre si y que a su vez, en la actualidad se han
convertido en temas de gran controversia y preocupacion a nivel mundial. Su
progresivo agravamiento a causa de las emisiones desmedidas de Gases de
Efecto Invernadero (GEI), que aportan un continuo desgaste y modificacién de
la atmésfera, ha ocasionado que el mundo se vuelgque en la busqueda de
alternativas para frenar estos preocupantes fendmenos que afectan
significativamente al ambiente y a la salud humana (Maione et al., 2016),
(Zhongchao, 2014).

Los GEI pueden tener un origen tanto natural como artificial, siendo la primera
cuando provienen de eventos como incendios forestales o erupciones volcanicas
y artificial cuando se producen a partir de las emisiones generadas por
actividades industriales, la quema de combustibles fésiles, la ganaderia, la
agricultura, entre otras (Idowu, 2012), (Saulnier y Varella, 2013). Estos gases
son reconocidos como los mas nocivos para la atmésfera, y por ende para el
ambiente, cuando sus concentraciones en ésta exceden los limites naturales; el
vapor de agua, CO2, CH4, N20, O3, SFes y otros compuestos como los CFC'’s,
HFCs y PFCs son los gases que conforman el grupo en cuestiéon (Idowu, 2012),
(Zhongchao, 2014).

La industria pecuaria presenta una gran incidencia a nivel mundial en lo que
respecta a la generacion de contaminantes que afectan al agua, aire y suelo
alrededor del mundo (Pinos-Rodriguez et al.,, 2012). Referente al aire, las
actividades ganaderas son responsables del 16% de las emisiones globales de
GEI que perjudican de manera directa a la atmdsfera, ademas de la generacion
de olores indeseables y gran cantidad de polvos; a pesar de esto, tiene un gran
valor dentro de la industria alimenticia, por lo que su crecimiento y desarrollo

ulteriores son necesarios (Hall y Wreford, 2012), (Pinos-Rodriguez et al., 2012).



Uno de los problemas puntuales de la ganaderia es el estiércol y el manejo
adecuado de éste, para asi evitar la generacion de impactos ambientales

mayores sobre el ambiente (Zhongqi y Zhang, 2014).

El estiércol producido por animales emite gran cantidad de gases una vez que
inicia su proceso de descomposicién, siendo los mas abundantes y nocivos para
el medio el metano (CHa4) y el didxido de carbono (COz2) en concentraciones del
60% y 35% a 40% respectivamente (Abdeshahian, Lim, Ho, Hashim, & Lee,
2016). En lo que respecta al ganado porcino, se conoce que al nivel global, este
es responsable de la emision de aproximadamente 668 millones de toneladas de
COz(equivalente) anuales (Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacién y la Agricultura [FAQO], n.d.). La descomposicion de esta materia se
produce por la acciéon de microorganismos endogenos (Abdeshahian et al.,
2016).

La abundante generacién de estiércol por parte de las actividades ganaderas ha
motivado el desarrollo de varios proyectos a nivel mundial, enfocados en la
reduccion y mitigacion de la contaminacién de las diferentes matrices
ambientales previamente mencionadas; en cuanto al aire, las estrategias de
captura y secuestro de carbono (Carbon Capture and Storage — CCS) han tenido
una aceptacion limitada debido a los elevados costos de implementacion y a las
grandes extensiones de tierra u océanos requeridas (Acién et al., 2012) (Singh y
Ahluwalia, 2013).

Por otra parte, los cultivos de microalgas y cianobacterias estan teniendo gran
acogida como herramientas utilizadas para la captura biolégica de CO2 debido a
la viabilidad de su aplicacion, la efectividad del proceso y los multiples beneficios
que dichos organismos tienen sobre el ambiente (Raeesossadati et al., 2015),
(Mouahid et al., , 2016), (Singh y Ahluwalia, 2013).

Las microalgas y las cianobacterias son microorganismos fotosintéticos; a través
de este proceso logran convertir al CO2, agua y sales inorganicas en biomasa

ayudandose de la luz solar (Vainshtein, 2014). Estos microorganimos son



capaces de soportar y fijar elevadas concentraciones de CO:2 presentes en el
medio, teniendo un rendimiento de 10 y hasta 50 veces mayor al de las plantas
terrestres (Raeesossadati et al., 2015), (Sayre, 2010), (Singh y Ahluwalia, 2013),
(Chen et al., 2015). Debido a sus caracteristicas y eficiencia relacionadas a la
captura de carbono, los proyectos desarrollados con microalgas han sido
catalogados como Mecanismos de Desarrollo Limpio (MDLs) que aportan a la
mitigacién de los dafnos generados por las emisiones de GEls (Singh y Ahluwalia,
2013).

Algunas de las especies de microalgas y cianobacterias que ya han sido
estudiadas en el campo de la fijacion de carbono y que han reflejado resultados
favorables son: Tetraselmis sp. con capacidad de fijar 0.0241 g L™" d"'de COx,
Nannochloropsis oculata con 0.017 g L' d™*, Dunaliella tertiolecta con 0.12 g L™
d™', Chlorella vulgariscon 0.09 g L' d~' y Scenedesmus obliquus con 0.150 g L™
d™' (Raeesossadati et al., 2015). A pesar de que las microalgas son
microorganismos que presentan una elevada capacidad de adaptacion a
diferentes condiciones experimentales, resulta indispensable controlar ciertas
variables que inciden de manera directa en el desarrollo de las mismas y por lo
tanto en un proceso eficiente de captacion de carbono. Las variables que se
deben controlar son la luz, temperatura, aireacion, pH, concentracion de CO:2
presente, entre otros (Gongalves et al., 2016), (Raeesossadati et al,. 2014)

(Raeesossadati et al., 2015).



Alcance

Con el presente trabajo de titulacion se identificé el género de microalgas y
cianobacterias nativas del Ecuador, que logré fijar la mayor cantidad diéxido de
carbono (CO2) emitido por el estiércol porcino en proceso de descomposicion,
tras haberse ejecutado un proceso previo de seleccidén, purificacion y
escalamiento de las especies de microalgas disponibles. Para el desarrollo de la
investigacion, se seleccionaron dos géneros (una cianobacteria y una microalga)
pertenecientes a la Coleccion de Microalgas para la Investigacion del Ecuador —
CMIE: Rhabdoderma sp. con codigo CMIE — J1-003 y Pleurococcus sp., con
codigo CMIE-K2-003. Los géneros de microalgas y cianobacterias mencionados
fueron identificados mediante un analisis de sus caracteristicas morfolégicas y
son propiedad del Laboratorio de Biotecnologia Energética — BIOTEC,
perteneciente a la Corporacion para la Investigacion Energética. BIOTEC opera
bajo el permiso de investigacién para la colectacién de muestras No. 002-14 IC-
MC-DNB/MA otorgado por el Ministerio de Ambiente (MAE) y, ademas, cuenta
con un Contrato Marco del Permiso de Acceso de Recursos Genéticos MAE-
DNB-CM-2015-0011. Todos los ensayos, asi como el manejo de las microalgas
y cianobacterias, fueron realizados en las instalaciones de BIOTEC, que se
encuentra dentro del Centro de Capacitacién de la Empresa Eléctrica Quito, por

lo que los microorganismos siempre estuvieron bajo su custodia.

El proyecto fue ejecutado a escala laboratorio en las instalaciones de BIOTEC,;
para lo cual se controlaron variables como la luz, temperatura, dilucién del
estiércol y su pH, con el fin de brindar a las microalgas y cianobacterias un medio
de trabajo y crecimiento adecuado. En lo que respecta a la cuantificacion de CO2
a la salida del experimento, se utilizd6 una celda electroquimica, con la cual se
realizé la medicion de la concentracion de dicho gas, la misma que se ejecuto
diariamente durante los ultimos 15 dias de experimentacién dentro del periodo

de 25 dias establecido.



Justificacion

A través del presente proyecto se espera proporcionar una alternativa viable para
dar solucion a uno de los mayores problemas por los que atraviesa actualmente
la industria ganadera: la emision de GEls a la atmésfera, con un enfoque puntual
en la reduccion de las emisiones de CO2 generadas por estiércol porcino en

proceso de descomposicion.

En Ecuador, de acuerdo a los datos registrados en la ultima Encuesta de
Superficie y Produccién Agropecuaria Continua - ESPAC, realizada en el ano
2015 por el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos - INEC, se determin que
existian aproximadamente 1,6 millones de cabezas de ganado porcino (Instituto
Nacional de Estadisticas y Censos [INEC], 2015). Adicionalmente, se conoce
que el ganado porcino genera alrededor de 4,7kg diarios de estiércol por cabeza
de ganado; lo que significaria que anualmente se estdn produciendo un
aproximado de 2,750 millones de kilos de estiércol de origen porcino en el pais
(Noorollahi et al., 2015), (Pinos-Rodriguez et al., 2012).

Muchos proyectos se han enfocado en la mitigacién de las emisiones de metano
(CH4), sin embargo, el diéxido de carbono (CO2) que resulta de la
descomposicion del estiércol generado, durante los 25 primeros dias, esta
ocasionando también un gran impacto sobre el medio, sobre todo, en la

atmosfera (Varnero, 2011).

Por lo tanto, se puede evidenciar la necesidad de desarrollar sistemas de
tratamiento de estiércol porcino, que permitan reducir la cantidad de diéxido de
carbono (CO2) que esta siendo emitido a la atmdsfera una vez que su proceso
de descomposicion inicia; teniendo como resultado una alternativa viable y
aplicable a la reduccion y mitigacién de los danos generados, para que asi, la
industria ganadera se continlue desarrollando de manera sostenible y

responsable con el medio ambiente.



Objetivos

Objetivo General

Determinar cual es el experimento mas eficiente con respecto a la reduccion de
la emisién CO:2 proveniente de estiércol porcino en proceso de descomposicion,
mediante la implementacion de cultivos de microalgas que ayuden a disminuir la

concentraciéon de dicho gas al final del proceso.

Objetivos Especificos

e Disefar un sistema que permita la contencién y conduccion del CO:2
generado desde el tanque de estiércol diluido hacia los tanques de

microalgas y cianobacterias.

e Cuantificar la cantidad de dioxido de carbono captado por las microalgas

y cianobacterias en los diferentes experimentos.

e Identificar el género de microalga o cianobacteria que presente una mayor
eficiencia con respecto al proceso de captacion de CO:2 dentro de la

experimentacién planteada.

e \Verificar la existencia de un aumento progresivo en la cantidad de
biomasa durante el periodo de experimentacion como un indicador de la

fijacion del CO2 emitido por el estiércol.



1. DESARROLLO DEL TEMA

1. CAPITULO I. MARCO TEORICO

1.1.Energia

A medida que crece la poblacién mundial, la demanda energética aumenta; esta
problematica ha ocasionado que la quema de combustibles fésiles a nivel
mundial se acelere, por lo que la contaminacion del aire se ha visto agravada,
derivando en impactos nocivos sobre el medio ambiente y la salud (International
Energy Agency [IEA], 2016), (Xueqin et al., 2013). Este acelerado consumo de
combustibles fosiles, ademas de ocasionar impactos nocivos sobre el medio
ambiente y la salud, ha encaminado al mundo a un uso desmedido de estos
recursos naturales no renovables, que tarde o temprano derivara en el
agotamiento de los mismos y por ende, en una escasez energética (Holechek et
al., 2015).

La Agencia Internacional de Energia (AIE), ha establecido 3 estrategias dirigidas
al sector energético que resultan rentables y que encaminan a los gobiernos del
mundo hacia la reduccion de las emisiones que se liberan a la atmdésfera; el
establecimiento de objetivos ambiciosos a largo plazo enfocados en la mejora de
la calidad del aire, la generacion de politicas que se enfoquen en la calidad del
aire y su mejora continua, facilitando asi el alcanzar dichos obijetivos y la
ejecucion de programas de seguimiento y control enfocados en el monitoreo,

evaluacion, aplicacién y comunicacion efectivos (IEA, 2016).

1.1.1. Seguridad energética

Los combustibles fésiles son actualmente la principal fuente de energia, tanto
térmica como eléctrica, a nivel mundial; sin embargo, es conocido que la
combustiéon de éstos (hidrocarburos y carbén) genera una gran cantidad de GEl,
los mismos que agravan la condicién actual de contaminacion ambiental y por

ende, aportan significativamente al cambio climatico (Umbarila, 2015).



La seguridad energética se basa en garantizar a los diferentes paises del mundo
el acceso a los recursos energéticos necesarios para abastecer la demanda de
energia existente en cada uno de ellos, tanto en el aspecto fisico que se refiere
netamente a la produccion de energia, como en la parte econdmica que se
relaciona directamente con la capacidad de abastecer de la demanda existente
con dicha produccion. Por lo tanto, se busca contar de manera permanente con
el suministro de energia requerido por cada nacién y con los recursos

econdmicos para su produccion y distribucion (Segoviano, 2015), (Wang, 2015).

1.1.2. Energias renovables

Las energias renovables se han convertido en una alternativa de desarrollo
sostenible a nivel mundial, ya que, ademas de aportar de manera significativa a
la mitigacién del cambio climatico y sus efectos nocivos sobre el medio, aporta
también al crecimiento de la economia mundial; dando paso a un desarrollo socio
— econdmico de los paises (especialmente de aquellos que aun se encuentran
en vias de desarrollo) al ser una nueva fuente de trabajo y, a la vez, disminuyen
la necesidad de importar energia, y por ende, reducen significativamente los

costos energéticos (Filho et al., 2013).

Las energias renovables se generan a partir del aprovechamiento de diferentes
recursos naturales como son la luz y calor del sol, el viento, el calor de la tierra,
el agua y la biomasa. El uso adecuado de estos recursos, en términos
energéticos, da origen a la produccién de diferentes tipos de energias como son
la energia solar, edlica, geotérmica, hidraulica, marina y de la biomasa
(Woldeyohannes et al., 2016).

La importancia de estos recursos energéticos recae en la disminucion de las
emisiones de GEI y en el garantizar una seguridad energética basada en el uso
de recursos renovables que presentan varios aspectos favorables al momento

de aprovecharlos: son ilimitados, sus niveles de contaminacion e impacto



ambiental son bajos y se encuentran disponibles en todo el mundo
(Woldeyohannes et al., 2016), (Umbarila, 2015).

1.1.2.1. Biomasa

De acuerdo a investigaciones actuales referentes al rendimiento y efectividad en
la utilizacion de energias renovables como una nueva fuente energética, varios
expertos han coincidido en la idea de que la biomasa se esta convirtiendo en una
de las principales alternativas a ser aprovechadas debido a su abundancia, facil

aprovechamiento y elevados beneficios economicos (Xueqin et al., 2013).

En base a varios estudios realizados por el Comité de la Energia, de la Real
Academia Sueca de la Ciencia, se ha dado a conocer que para el afo 2050 se
espera que la energia proveniente de la biomasa represente el 20% de la
provision de energia en el mundo y un 10% de la produccion de electricidad
(Destouni, 2010).

1.1.3. Produccion de biogas

El biogas generado a partir de la descomposicion de los desechos (estiércol),
proveniente de las actividades ganaderas (ver Figura 1), se esta convirtiendo a
nivel mundial en una de las principales fuentes de energia renovable en forma
de biomasa (Magnani, 2012). Esto se da especialmente en zonas rurales, ya que
es ahi donde las actividades ganaderas tienen mayor presencia y por lo tanto, la
generacion de gases provenientes de la descomposicion del estiércol resulta
representativa y se genera en cantidades adecuadas para el sistema (Magnani,
2012).
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SALIDA DEL
BIOGAS

ALMACENAMIENTO
DEL BIOGAS

ABONO

ENTRADA MATERIA .
ORGANICO

ORGANICA
(ESTIERCOL +
AGUA)

ALMACENAMIENTO DE LA MATERIA
ORGANICA (ESTIERCOL + AGUA)

Figura 1. Sistema de produccion de biogas.
Adaptado de (Abdeshahian et al., 2016), (Noorollahi et al., 2015) & (Varnero,
2011).

1.2. Microalgas y cianobacterias

Las microalgas y cianobacterias son microorganismos fotosintéticos, por lo que
consumen agua, luz solar y CO2 como principales fuentes de alimento y por ende
de energia. Estos microorganismos han demostrado tener una gran eficiencia en
cuanto al consumo de dichos recursos, especialmente del CO2, la misma que se
ve reflejada en su crecimiento celular acelerado y abundante, razén por la cual,
las microalgas han sido catalogadas como mecanismos naturales de fijacion de
carbono atmosférico y han despertado un gran interés actualmente en el mundo

de la investigacion (Chen et al., 2015).

Sus aplicaciones se han distribuido en una gran cantidad de campos de
investigacioén, tal como lo detallan Fernandez, I., y sus colaboradores (2016), en
su trabajo de investigacion “Hierarchical control for microalgae biomass

production in photobioreactors”, donde mencionan que algunas de las industrias
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donde ya estan siendo implementados dichos microorganismos son las
siguientes: farmacéutica, cosmética, quimica, alimenticia y combustibles
(Fernandez et al., 2016).

Ademas, se conoce que bajo las condiciones atmosféricas ideales y controladas,
estos microorganismos son capaces de alcanzar su mayor tasa de captacion /
fijacidn de carbono y por ende de crecimiento celular, lo cual tiene una relacion
directa con la produccion de biomasa (Fernandez et al., 2016). Esto ha dado
paso a que las microalgas se conviertan en materia prima, en forma de biomasa,
para la generacion de energia limpia y biocombustibles, presentando la ventaja
de que a diferencia de otros mecanismos de captacion natural de CO2, la
implementacion de cultivos de microalgas requieren de extensiones territoriales

menores y presentan un rendimiento mayor (Zawar et al., 2016).

1.2.1. Especies de microalgas

Estos microorganismos fotosintéticos representan una de las formas de vida mas
antiguas habitando la Tierra. Una de las clasificaciones que se les ha dado ha
sido como microalgas y cianobacterias segun sus caracteristicas, siendo las
cianobacterias conocidas también como algas verde-azuladas, mientras que las
microalgas mas estudiadas han pertenecido principalmente al orden de las
clorofitas, conocidas también como algas verdes; ambos se caracterizan por el
tamafo microscopico de sus células que generalmente se encuentran en un

rango entre 5 y 20 micrometros (Lama et al., 2016), (Taelman et al., 2013).

Existen varias especies que ya han sido analizadas en diferentes
experimentaciones que buscan medir las tasas de crecimiento de éstos
microorganismos; algunas de éstas especies son: Amphora spp.,
Ankistrodesmus falcatus, Botryococcus braunii, Chaetocero gracilis, Chlorella
kessleri, Chlorella sorokiniana, Chlorella vulgaris, Dunaliella spp.,
Nannochloropsis atomus, Rhodomonas spp., Scenedesmus obliquus,
Tetraselmis suecica, entre otras (Mennaa et al., 2015), (Santos-ballardo et al.,

2015). Sin embargo, la mayoria de experimentos se han desarrollado en los
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campos de investigacion referentes al tratamiento de aguas residuales,
escalamiento de cultivos de microalgas y cianobacterias con alimentacion
artificial de CO2 y tratamiento de niveles elevados de fosforo y nitrégeno (Mennaa
et al., 2015).

1.2.2. Cultivos

Se conoce que las microalgas y cianobacterias, a diferencia de otros
microorganismos, son capaces de resistir condiciones ambientales extremas, lo
cual ha sido uno de los factores determinantes para que estos microorganismos
hayan tenido tanto éxito en el campo de la remediacion ambiental; han logrado
resistir la exposicion a medios tanto gaseosos como liquidos altamente
contaminados, utilizando a las sustancias contaminantes como: COz2 y nutrientes
(fésforo y nitrégeno) como sus principales fuentes de alimento y energia

(Caporgno et al., 2015).

1.2.3. Produccién y/o escalamiento

Los cultivos de microalgas y cianobacterias se manejan en sistemas conocidos
como fotobiorreactores, los cuales pueden ser abiertos o cerrados segun la
experimentaciéon que vaya a desarrollarse y los requisitos referentes a las

condiciones ambientales de la misma (Taelman et al., 2013).

Generalmente, los cultivos de microalgas o cianobacterias se desarrollan a partir
de muestras previamente colectadas y conservadas a escala laboratorio, las
mismas que normalmente pertenecen a colecciones de diferentes universidades
o centros de investigacién (Caporgno et al., 2015). A partir de dichas muestras
se inicia un proceso de escalamiento que consiste en aumentar progresivamente
el volumen del medio en el cual se encuentra contenido el cultivo de microalgas
o cianobacterias, con el fin de impulsar el desarrollo de las mismas brindandoles

mas espacio y los nutrientes necesarios (Caporgno et al., 2015).
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Existen ciertas especies, que incluso de una dia para el otro logran duplicar su
poblacion si las condiciones ambientales son las Optimas para su desarrollo
(Mckennedy et al., 2016).

1.2.4. Curva cinética de crecimiento

La curva de crecimiento de las microalgas pasa por 5 fases: fase “lag”, que se
refiere a un periodo de adaptacion por el cual atraviesan las microalgas, seguido
de las etapas de crecimiento exponencial y lineal donde las microalgas alcanzan
la mayor tasa de desarrollo, posteriormente atraviesan una fase estacionaria
donde ya no se da un variacion representativa en la abundancia de la comunidad
de microalgas y finalmente esta la fase de senescencia que se refiere a la muerte
de los individuos (Essmann, 2011). Este proceso se indica en la Figura 2. a

continuacion.

N

Densidad celular

Tiempo

Figura 2. Ejemplo general de una curva cinética de crecimiento de microalgas.
Tomado de (Essmann, 2011).
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1.2.5. Conteo celular con la camara de Neubauer

El conteo es un método de recuento celular, para el cual se utilizan camaras
cuadriculadas con una dimension conocida; la camara de Neubauer es una de
las herramientas empleadas para la ejecucion de conteos celulares; ésta posee
una cuadricula general dividida en varias porciones de sub-cuadriculas, que se
categorizan por secciones (1, 2 y 3) de acuerdo al volumen que abarcan, tal
como se puede apreciar en la Figura 3, en éstas cuadriculas se realiza el conteo

de los microorganismos presentes (Arnaiz, Isac y Lebrato, 2000, pp. 45-52).
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Figura 3. Camara de Neubauer para el conteo celular.
Tomado de (Bastidas, 2011).

Una vez realizado el conteo, se deben aplicar los calculos que permitan conocer
la concentracion de células en un volumen determinado (generalmente en 1 ml),
para lo cual se aplica la formula detallada en la Ecuacion 1; al numero de
microorganismos resultante del conteo se lo multiplica por el factor de dilucién
con el que se trabajo, ademas, de acuerdo a la seccion de la cuadricula en la
que se trabaje (1, 2 o 3) al numero de microalgas obtenido en el conteo se lo
multiplica también por un determinado factor, siendo éste de 10.000 para la
seccion #1, 160.000 para la #2 y 250.000 para la #3 (Bastidas, 2011).

(Ecuacion 1)

biomasa) __ #demicroalgas=factor para cada seccion+fd

Concentracion (
ml

Numero de cuadrados
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1.3. Captacion bioldgica de carbono

La fijacion biolégica de carbono se basa en la capacidad de ciertos organismos
de captar el CO2 atmosférico de manera natural, utilizandolo como fuente de
energia y alimento para su desarrollo (Mouahid et al., 2016). Las microalgas y
cianobacterias, a través de varias experimentaciones e investigaciones, han
demostrado tener una gran afinidad al proceso de captacion de dicho COz,
proceso que ademas de aportar significativamente a la reduccion de la
concentracion de GEI en la atmdsfera, ha permitido generar abundantes
cantidades de biomasa que actualmente estan siendo investigadas en el campo

energético y de los biocombustibles (Mouahid et al., 2016).

Las microalgas y cianobacterias han sido catalogadas como los organismos
vivos mas eficientes al ser aplicados en sistemas de captacién biolégica de
carbono debido a la capacidad fotosintética elevada que las caracteriza
(Raeesossadati et al., 2015), (Sayre, 2010), (Taelman et al., 2013). Se conoce
que estos microorganismos son incluso mas eficientes que las plantas terrestres,
ya que pueden alcanzar un rendimiento entre 10 y 50 veces mayor, utilizando
extensiones territoriales mucho menores, a lo cual se le suma la ventaja de que
la recoleccion de la biomasa es de facil ejecuciéon y puede incluso alcanzar
niveles del 100%, lo cual aporta positivamente a los usos posteriores que se le
pueda dar a ésta (Raeesossadati et al., 2015), (Sayre, 2010), (Taelman et al.,
2013).

La capacidad de las microalgas y cianobacterias para captar el carbono se debe
a que las células de éstos microorganismos poseen una estructura adecuada
para retener y transportar dicho elemento, lo cual genera un crecimiento
exponencial de la biomasa y posibilita el uso de estos microorganismos como
herramientas para el desarrollo de estrategias de captura y secuestro de carbono
(Raeesossadati et al., 2015), (Santos-ballardo et al., 2015), (Sayre, 2010).

Ademas de lo expuesto previamente, de acuerdo a la investigacion realizada por

Richard Sayre en el afio 2010, en su publicacién “Microalgae: The Potential for
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Carbon Capture”, las microalgas y cianobacterias presentan una serie de
ventajas referentes a su utilizacion para la captura de diéxido de carbono y la

producciéon de biocombustibles tal como se detalla a continuacion:

= Los cultivos de estos microorganismos requieren de extensiones de
terreno menores que las plantas terrestres.

= Tienen una gran capacidad para capturar CO2 debido a su estructura,
reduciendo considerablemente las emisiones de dicho gas la atmdsfera.

* Presentan una eficiencia fotosintética mayor a la de las plantas terrestres
ya que poseen una capacidad mas elevada de captar la luz solar y
convertirla en energia quimica.

= Son capaces de destinar la mayor parte de su energia al proceso de
division celular, siempre y cuando las condiciones del medio sean las
apropiadas para el crecimiento, lo cual influye de manera directa en la
cantidad de biomasa que se genera.

= A diferencia de las plantas terrestres, no requieren gastar energia en
desarrollar estructuras como raices, tallos, flores o frutos que no resultan
funcionales en la produccion de biomasa aprovechable.

= Son capaces de almacenar concentraciones elevadas de carbono.

» El| desarrollo de cultivos de microalgas y cianobacterias no se ve
condicionado por las estaciones del afio; su cultivo se puede ejecutar en
cualquier temporada / estacion, siempre que las condiciones ambientales
se controlen adecuadamente.

= Son capaces de adaptarse a condiciones de crecimiento irregulares.

= Al controlar variables como el pH del medio, la temperatura y la

alimentacion de CO:2 se puede maximizar la produccioén de biomasa.

Mediante investigaciones pasadas, se ha podido comprobar que los cultivos
abiertos de microalgas y cianobacterias han alcanzado un promedio del 90% de
efectividad referente a la captura de carbono, por lo que la utilizacién de éstos
microorganismos como una alternativa de bajo impacto ambiental para la
generacion de energia y biocombustibles esta teniendo una gran acogida como

parte de un desarrollo sostenible basado en la produccién de energias limpias y
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reduccion de las emisiones, en éste caso, de CO2 (Mouahid et al., 2016), (Sayre,
2010).
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2. CAPITULO Il. METODOLOGIA

2.1.Descripcion del area de estudio

El experimento se realiz6 bajo la direccion cientifica de Cristina Guaman y Nory
Gonzalez, investigadoras de BIOTEC, en las instalaciones del laboratorio
BIOTEC ubicadas dentro del Centro de Capacitacion de la Empresa Eléctrica
Quito, que se encuentra en la calle Manuela Saenz - via a Nayon, dentro de la

Parroquia de Cumbaya.

La Parroquia de Cumbaya pertenece al Distrito Metropolitano de Quito — DMQ,
ubicada a una altitud de 2.369 m.s.n.m., ocupa una extension de 2700 hectareas
y sus limites son al Norte: Nayén (en el sector donde se unen los rios San Pedro
y Machangara), al Sur: Conocoto y Guangopolo, al Este: Rio San Pedro y al
Oeste: el Rio Machangara (Gobierno Auténomo Descentralizado Parroquial de
Cumbaya [GADPC], 2012, pp. 28-34). Presenta un clima calido con una
temperatura que varia entre los 5°C y los 26°C normalmente y la humedad
relativa que se evidencia en la zona se encuentra entre un 60% y 80%, la misma
que se presta a variaciones, especialmente en épocas lluviosas (GADPC, 2012,
pp. 28-34), (Worldmeteo, 2016).

2.2.Microalgas

Previo al desarrollo de la experimentacién del presente trabajo de titulacion, se
llevd a cabo un proceso de purificacion y escalamiento de las cepas de
microalgas y cianobacterias disponibles en la coleccion (CMIE). Este proceso se

encuentra descrito dentro del Anexo 5.

2.2.1. Seleccion de las cepas

Se seleccionaron las cepas de microalgas y cianobacterias disponibles dentro

de la CMIE pertenecientes a BIOTEC. La identificacion de los géneros

seleccionados se realiz6 en base a claves taxondmicas referenciales y a la
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literatura consultada, mediante la comparacién de los caracteres morfologicos,
de acuerdo a lo establecido en el Catalogo de Microalgas y Cianobacterias de
agua dulce del Ecuador elaborado por las investigadoras de BIOTEC Cristina

Guaman y Nory Gonzalez (Guaman & Gonzalez, 2016).

2.2.2. Aislamiento, purificacion y escalamiento de las cepas

seleccionadas

Se trabajé con cultivos de microalgas pertenecientes a la CMIE, utilizando 11
géneros diferentes de microalgas y cianobacterias pertenecientes a diferentes
partes del Ecuador. Los cultivos fueron sometidos a un proceso de aislamiento
mediante estrias discontinuas en medios de cultivo BG-11 (RippKa et al., 1979)
y Bold’'s Basal Medium - BBM (Bold 1949, Bischoff & Bold 1963), cuyas
composiciones se pueden ver en los Anexos 1 y 2. Este proceso tuvo como
objetivo separar los diferentes géneros de microalgas y cianobacterias de los
que se disponia y asegurar que estas nuevas cepas no se encuentren

contaminadas por otros géneros, por hongos o bacterias.

Una vez purificadas las cepas, se recolectd la biomasa generada en las cajas
Petri y se la traspas6 a tubos falcon de 50ml, en los cuales ademas de la
biomasa, se colocaron 30ml del medio de cultivo correspondiente para asi dar
inicio al proceso de escalamiento, para lo cual se reviso y siguio el procedimiento:

“Escalamiento de cultivos para microalgas” perteneciente a BIOTEC.

A medida que la poblacién microalgas crecia, se aumento el volumen de medio
de cultivo en el siguiente orden: 30ml - 200ml - 600ml - 2,5L - 5L.

Al pasar a los 600ml de cultivo, se seleccionaron los dos géneros con los que se
trabajaria, basandose en la abundancia de biomasa presente, mediante métodos
de colorimtria. Los géneros seleccionados fueron la cianobacteria Rhabdoderma
sp. con codigo CMIE — J1-003 y la microalga Pleurococcus sp., con cédigo CMIE
- K2-003.
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Con esto se busco brindar a cada género de microalgas y cianobacterias los
nutrientes necesarios para su desarrollo, siguiendo metodologias que detallan
los procedimientos para la purificacion y aislamiento de cultivos de estos
microorganismos, basandose tanto en aquel perteneciente al laboratorio
BIOTEC: “Técnicas de aislamiento para microalgas y cianobacterias”, como
algunos detallados en el libro “Algal Culturing Techniques” de Robert. A.
Andersen dentro de los capitulos 8 y 9 (Andersen, R., 2005, pp. 117-132),
(Andersen, R., 2005, pp. 133-144).

2.2.3. Produccion de biomasa

Una vez alcanzado el volumen de 5 litros, se procedi6 a dividirlo en la mitad y
aforar cada uno de los duplicados hasta 5L nuevamente para que la biomasa
continue creciendo, disponiendo del medio de cultivo y espacio necesarios.
Segun el crecimiento observado a través de la coloracion de los tanques, se
repitio este proceso (generalmente cada 5 dias) hasta alcanzar el volumen total

de microalgas requerido, el cual fue de 30 L.

Adicionalmente, al alcanzarse los 5 L de cultivo, para asegurar que las
microalgas y cianobacterias dispongan de los nutrientes necesarios para su
desarrollo, se les agregé semanalmente 1 ml de Nitrofoska® foliar por cada litro
de cultivo. La Nitrofoska® foliar es un suplemento nutritivo que aporta al
desarrollo foliar, por ende actua como alimento para éstos microorganismos; la

composicion de ésta se puede revisar en el Anexo 3.
2.2.4. Determinacion de la curva cinética de crecimiento
2.2.4.1. Curva de crecimiento base
Tras haber seleccionado los géneros de microalgas y cianobacterias
experimentales, se procedid a generar la curva de crecimiento base (normal)

para cada uno de ellos; para esto se realizaron conteos celulares diarios a las

8:00 AM los dias lunes, miércoles y viernes durante los 30 dias de conteo
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establecidos, haciendo uso de la camara de Neubauer. Para cada conteo se
hicieron 3 repeticiones y luego se calculo el valor medio, que seria el que
represente la densidad celular (# cel / ml) de cada dia. Cabe resaltar que para
los conteos se trabajo con una dilucion de 1:9, es decir, 1ml de cultivo en 9ml de
agua destilada y al nUmero de células obtenido (densidad celular) se lo multiplico
por el factor de dilucién, el mismo que correspondia a 10, para asi obtener la

concentracion en mililitros.

Para aplicar esta metodologia se siguio el siguiente proceso: tomar 10 pl (0,01ml)
de la muestra, colocarlo en la camara desde el lateral y realizar el conteo

siguiendo una forma de zigzag sobre la cuadricula (Bastidas, 2011).

Cabe resaltar que a partir del dia 25 de conteo, se registraron puntos atipicos en
ambas curvas de crecimiento, por lo que los datos correspondientes a estos dias
se eliminaron con el fin de tener una mejor comprension de la evolucion y

tendencia de las curvas.

2.2.4.2. Curva de crecimiento experimental

Para la obtencion de las curvas de crecimiento experimentales se siguio el
mismo procedimiento que se detallé6 previamente en el apartado 2.4.1., con la
unica diferencia de que los conteos fueron ejecutados por un periodo de 15 dias
(tiempo de experimentacion con microalgas y cianobacterias del presente trabajo

de titulacion); ver Figura 8.

2.2.4.3. Calculo de la velocidad de crecimiento (u) y del tiempo de

duplicacién (td)

Con los datos obtenidos a partir de los conteos celulares ejecutados para la
realizacién de la curva cinética de crecimiento de cada uno de los géneros de
microalgas seleccionados, se procedio a realizar los calculos para obtener los
valores de la velocidad de crecimiento (u), ver la Ecuacion 2, y del tiempo de

duplicacién (td) de las microalgas, ver la Ecuacion 3, aplicando las férmulas
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proporcionadas por el Instituto de Ciencias Basicas de la Unidad de Biologia
perteneciente a la Universidad Central del Ecuador para la determinacién de
parametros cinéticos en microorganismos fotosintéticos, las mismas que fueron
elaboradas por Franklin Gavilanez Elizalde, Ever Morales Avedario y Denisse
Molina en el afio 2013; a continuacion se indican dichas formulas en las

Ecuaciones 2 y 3.

_ Ln(X2-X1)

(Ecuacion 2)
t2—-t1

Nota: Para aplicar esta ecuacion se deben seleccionar dos puntos continuos de muestreo.

td=1Ln2/u (Ecuacion 3)

Cabe resaltar que para la aplicacion de éstas ecuaciones, se tomd en cuenta
unicamente aquellos intervalos donde la diferencia entre X2 y X1 resultaba

positiva, con el fin de que los resultados aporten valores significativos.

2.3. Diseno del sistema

2.3.1. Digestor

El digestor fue construido tomando como estructura base un tanque con
capacidad de almacenar 55 galones, equivalentes a 208,2 L. El tanque se
encontraba sellado herméticamente tanto en la parte superior como en la base
del mismo y contd unicamente con dos tapas pequefas en la parte superior de
éste, las mismas que fueron utilizadas para la alimentacién del estiércol y
posteriormente para la colocacion tanto del sistema de distribucién de CO2, como

para el manometro.

En lo que respecta al aislamiento del mismo, con el fin de evitar la existencia de
un shock térmico durante las noches (cuando la temperatura bajara), se coloco

material aislante alrededor del tanque. Adicionalmente, se construyé una



23

estructura protectora con plastico de invernadero alrededor del tanque para
impermeabilizar y almacenar el calor recibido durante el dia, permitiendo
mantener al reactor caliente para que el proceso de descomposicion sea lo mas
efectivo posible. En las figuras 4 y 5 se puede apreciar el tanque y la
infraestructura que lo protege.

Figura 5.Estructura protectora (plastico de invernadero)



24

2.3.2. Medicion del CO2

La medicion del COz2 se realiz6 haciendo uso de una celda electroquimica a
través de un analizador de gases de combustion que basa su funcionamiento en
la utilizacion de una sonda o sensor electroquimico que permite la medicion o
cuantificacion de éstos en porcentaje o partes por milléon (0,01% - 100ppm 0 0,1%
- 1000ppm); ppm para concentraciones bajas y porcentaje para concentraciones
elevadas (TESTO 350, n.d.).

Estos sensores o celdas contienen un electrolito acuoso que se elige de acuerdo
a la medicion a realizarse y en éste se encuentran por lo general dos o tres
electrodos entre los que se genera un campo eléctrico (Academia TESTO, 2010).
Ademas de esto, la celda se encuentra rodeada por membranas que son
permeables al gas al que sera expuesta la celda; para que el sensor realice la
medicion de COz2, se lleva a cabo la siguiente reaccion quimica: CO + H20 >
CO2 +2H +2e  (Academia TESTO, 2010).

En la Figura 6. presentada a continuacion, se puede apreciar la estructura de un

sensor o celda electroquimica y su funcionamiento.

Gases de combustion

AU Membrana permeable
al gas
Circuito externo /
N Electrodo
4 A S e —1 de trabajo

S Iﬁ Electrodo
-5 <-—‘— = “H ‘ de referencia

2! J / ==L Contraelectrodo

— —

. ’ ==
Comente  e1eirolito A Wembrana
del sensor dilvido permeable al gas
0
Aire fresco

Figura 6. Sensor electroquimico.
Tomado de (Academia TESTO, 2010).

Para realizar esta medicidn, en el tanque de almacenamiento de la dilucion de

estiércol se adaptd una llave de paso para el gas, hecha a la medida de la sonda



25

del equipo con el fin de que esta pueda ingresar al tanque al momento de la
medicion, evitando la existencia de pérdidas significativas del gas durante su

ejecucion.

2.3.3. Distribucion del CO2

La distribucién del CO: se realizd6 directamente desde el tanque de
almacenamiento del estiércol diluido hacia los tanques de microalgas, esto se
ejecutd implementando un sistema de distribucidn con mangueras sellado
herméticamente con el fin de prevenir y evitar pérdidas indeseables del gas tal
como se puede apreciar en la Figura 7. Para distribuir el gas se disefid un
dispositivo de succion que permitié recoger 1696 cm® de gas por carga;
diariamente a los tanques de cada tratamiento se les alimento con 2 descargas
del dispositivo, por lo que cada tanque recibié una alimentacién diaria de CO2de

aproximadamente 848 cm?.

—

Figura 7. Mangueras para la distribucion del gas (CO2) y aire
2.3.4. Tanques de microalgas

Para los tanques de almacenamiento de las microalgas se utilizaron bidones de
plastico con capacidad de 10 litros. A las tapas de los tanques, se les hicieron
uno o dos agujeros (uno en el caso de los blancos que solo requerian

alimentacion del CO: artificial) con el fin de canalizar por estos agujeros los
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sistemas de distribucion del CO:2 (natural o artificial respectivamente) y de

aireacion.
2.4.Disefio experimental
La experimentacion se llevd a cabo en reactores cerrados, con el fin de
almacenar el CO2 que se genere para posteriormente medir su concentracion
dentro de cada uno de éstos.
2.4.1. Variables
2.4.1.1. Especies de microalgas seleccionadas

De acuerdo a las curvas cinéticas de crecimiento y a la adaptabilidad de las
microalgas y cianobacterias a las condiciones atmosféricas del area de
experimentacion, se seleccionaron los siguientes géneros: Rhabdoderma sp. y

Pleurococcus sp., ademas, entre ambas especies se conformd un consorcio.

En la Tabla 1. se detalla la informacion mas relevante referente al tipo y origen

de los géneros elegidos.

Tabla 1.
Detalle de los géneros experimentales seleccionados.
GENERO cODIGO TIPO
Rhabdoderma sp. CMIE - J1-003 Cianobacteria
Pleurococcus sp. CMIE - K2-003 Microalga

2.4.2. Parametros a controlar

24.21. Tiempo
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El tiempo total de experimentacion fue de 25 dias continuos ya que en este
periodo se evidencia la mayor tasa de emisién de CO2 dentro del proceso
(Varnero, 2011). Los primeros 10 dias correspondieron a la fase de maduracién
del estiércol, mientras que los siguientes 15 dias a la fase de mediciones y

alimentacion del CO:2 generado a los tanques de microalgas.

Previo a éstos 25 dias de experimentacion, se ejecuté un proceso de purificacion
y escalamiento de las cepas de microalgas durante los 5 meses anteriores al
inicio de la experimentacion. En la Figura 8 se puede apreciar el tiempo de
experimentacion dividido entre las fases 2 y 3, ademas de una primera fase de
preparacion de las microalgas y cianobacterias ejecutada antes de que inicie el

proceso experimental.

Fase #1: Seleccion, aislamiento, purificacion y Fase #2: Fase #3:
escalamiento de las cepas de microalgas y cianobacterias Maduracion Mediciones y
de la CMIE del estiércol alimentacion de
CO,
9% %% 0,
S (SIS 7 4
7 0 77 <3

Tiempo total de experimentacion =
25 dias

Figura 8. Linea del tiempo descriptiva de la fase experimental.

2.4.2.2. Volumen

Para el estiércol diluido se utiliz6 un tanque con capacidad de almacenar un
volumen de 55 galones; se debid considerar un espacio para el almacenamiento
del gas, por lo tanto se trabajé con 2/3 partes del recipiente para la mezclay 1/3

del recipiente para almacenar el CO2 que se genere. Por otra parte, para el
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almacenamiento de las microalgas, se utilizaron recipientes con capacidad de

almacenar 10 litros; de este espacio se hizo uso de un volumen de 5 litros.

2.4.2.3. Alimentacion de COz: artificial

Durante los 15 dias pertenecientes a la fase #3 de la experimentacion, se
aliment6 a los tanques de microalgas con 3 minutos diarios de CO2 al 5%,
complementarios a la alimentacion diaria de CO:2 natural que se les dio
(Gongalves et al., 2016).

2.4.2.4. Temperatura

La temperatura es uno de los factores mas importantes a tomar en cuenta para
el crecimiento de las microalgas; cuando la temperatura es elevada el desarrollo
de las microalgas es acelerado, mientras que las temperaturas bajas impiden el
crecimiento de estos microorganismos (Shimako et al., 2016). La temperatura
ideal para el desarrollo de las microalgas depende de la especie en cuestidn, sin
embargo, se conoce de manera general que el rango ideal para el crecimiento
es de 5 °C a 35 °C (Vainshtein, 2014). Para estas mediciones se utilizd6 un

termometro digital marca Traceable ®.

2.4.25. Aireacion

Los reactores contaron con un sistema de aireacion constante, es decir durante
las 24 horas del dia durante el tiempo de experimentacion establecido. Este
sistema consistio en la proporcion y distribucidn de aire a los tanques, a través
de la implementacién de bombas de aireacién conectadas con mangueras a los

mismos.

2.4.2.6. Potencial de Hidrégeno (pH)

El pH debia ser neutro, con un valor de 7 en la escala de 0 a 14, ya que un pH

muy acido o basico puede inhibir el adecuado desarrollo del proceso de
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fotosintesis y por ende la captura de carbono y crecimiento de la biomasa
(Vainshtein, 2014). Para realizar la medicion del pH se utilizaron tiras de
medicion de pH marca MACHEREY-NAGEL (MN).

2427. Luz

La microalgas son microorganismos que basan su crecimiento en la cantidad de
luz que reciben; el espectro, la intensidad y el tiempo que estan expuestas a la
luz influye directamente en su desarrollo (Huang et al., 2016), (Thawechai et al.,
2016). Para que las microalgas logren aprovechar la luz solar, la radiacion
fotosintética debe encontrarse en un rango de entre 400 y 700nm, en dicho rango
se produce la Radiacion Fotosintéticamente Activa — RFA que es aquella en la

cual las plantas logran realizar el proceso de fotosintesis (Vainshtein, 2014).

Durante el dia las microalgas recibian la luz del sol directamente, mientras que
por las noches se les brindé luz artificial con 2 lamparas fluorescentes con una
potencia de 40 watts. Para conocer la cantidad de luxes transmitidos por las
lamparas se realizé la medicién con un luxémetro marca SPER SCIENTIFIC®
850007, el resultado fue de 27667 luxes.

2.4.3. Determinacién de las combinaciones y repeticiones a realizarse

Tabla 2.
Combinaciones entre las variables a considerar dentro de la experimentacion
N° DE TIPO DE TIPO DE CcODIGO N° DE TOTAL DE
EXPERIMENTO ESTIERCOL MICROALGAS REPETICIONES EXPERIMENTOS
1 Porcino Blanco CMIE - 1
Rhabdoderma sp. ~ J1-003
2 Porcino Blanco CMIE - 1

Pleurococcus sp. ~ K2-003

Porcino Blanco Consorcio = Consorcio 1 12
Porcino  Rhabdoderma sp.  CMIE - 3
J1-003
5 Porcino Pleurococcus sp. CMIE - 3

K2-003
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6 Porcino Consorcio Consorcio 3
Nota: Los primeros tres experimentos corresponden a los blancos, en los cuales se basé la
comparacioén de resultados. Se realizaron 3 repeticiones para cada experimento, sin tomar en

cuenta los blancos, por lo tanto se tuvo un total de 12 reactores.

Los blancos constaron de tanques con las diferentes cepas de microalgas vy
cianobacterias seleccionadas, asi como su consorcio, sometidos unicamente a
una alimentacion de CO: artificial, mientras que los tanques experimentales (3
repeticiones por tratamiento) fueron aquellos a los que se les brindo una
alimentacion combinada de CO: artificial y natural (proveniente del tanque de

descomposicion del estiércol porcino).

2.4.4. Dilucion del estiércol

La dilucién de estiércol varia segun el origen del mismo; en el caso del estiércol
porcino, éste debe encontrarse en proporcion 1:3 o 1:4, una parte de estiércol en
tres o cuatro partes de agua (Herrero, 2008) (Varnero, 2011). Es necesario que
el estiércol se mezcle con agua para permitir que este sea manejado como un
liquido (menos del 12% de sdlidos presentes en la mezcla) y debe estar fresco
(Noorollahi et al., 2015).

El factor de dilucién elegido fue de 1:3, tomando en cuenta que se necesité dejar
1/3 del volumen total del tanque libre para el almacenamiento del CO2 generado.
Los calculos desarrollados para determinar el volumen del tanque vacio y las

cantidades de estiércol y agua requeridas fueron los siguientes:

Determinacién volumen gas — volumen dilucion:

1 galén = 3,785 L
55 gal = 208,17 L->volumen total del tanque

208,17 L /3 =69,39 L =>1/3 del tanque
69,39 L *2=138,78 L -2/3 del tanque
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Determinacion cantidad estiércol — cantidad aqgua:

Proporcion 1:3-> 1 parte de estiércol en 3 partes de agua

138,78 L / 4 = 34,69 L > Cantidad estiércol
3469 L *3=104,07 L >Cantidad agua

2.5. Monitoreos

Con el fin de apreciar la evolucion del experimento, se llevé a cabo un monitoreo
diario, por la tarde, durante los 15 dias de experimentacion; el monitoreo
comprendid los siguientes aspectos: medicion de CO:2 en el tanque, conteo
celular de cada tanque de experimentacion, medicion de la temperatura y

medicion del pH de los tanques de microalgas.

2.6. Medicion de solidos

Para obtener el peso neto de biomasa en cada reactor se realizé la medicion de
sélidos presentes en cada uno de ellos; para esto se aplicaron los
procedimientos descritos en el 22V@ edicion del libro “Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater”, en el cual se detalla como obtener los
valores correspondientes a las fracciones de solidos totales, disueltos,

suspendidos y sedimentables, a traves de los respectivos analisis de laboratorio.

Previo al inicio de la ejecucion de los analisis, se homogeneizaron los 5L de
microalgas contenidos en cada tanque por medio de agitacion, con el fin de evitar

que la biomasa se encuentre sedimentada al momento de tomar las muestras.

A continuacion se detalla la metodologia seguida para obtener los valores
correspondientes a éstos parametros en cada uno de los 12 tanques de

microalgas con los que se experimento.
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2.6.1. Soélidos totales

Se tomaron 12 crisoles de porcelana (uno por tanque), se los lavo con agua y
jabdén, para posteriormente enjuagarlos con acido nitrico al 0,05N y agua
destilada. Una vez enjuagados los crisoles, se los introdujo en la estufa por
4horas a 105°C. Tras transcurrir las 4 horas, los crisoles fueron llevados a la
mufla por 30 minutos y se procedié a pesarlos en la balanza analitica (Rice et
al., 2012).

Una vez registrado el peso de los crisoles, se tomaron 20ml de muestra de cada
tanque por separado y se los coloc6 en cada uno de los crisoles
respectivamente. Una vez distribuidas las muestras, se introdujeron nuevamente
los crisoles en la estufa, esta vez por un periodo de tiempo de 12 horas a 105°C

y después en la mufla por 30 minutos (Rice et al., 2012).

Se finaliz6 el analisis pesando los crisoles con la biomasa seca en la balanza
analitica y realizando una diferencia de pesos para obtener el peso neto de la
biomasa en cada muestra (ver Ecuacion 4); valor que representa los solidos

totales presentes en las mismas (Rice et al., 2012).

(A-B) X 100
Vm

ST (‘gL—T) = (Ecuacion 4)

Figura 9. Andlisis de solidos totales
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2.6.2. Soélidos disueltos

Para éste analisis se tomaron 100 ml de muestra de cada tanque y se los colocé
en un vaso de precipitacion, posteriormente se introdujo la sonda de medicion
del conductivimetro (electrolito previamente calibrado) y se registré la medicién

dada por el equipo (Rice et al., 2012).

e e, I FREIP -
Sae KRS X :

Figura 10. Analisis solidos disueltos.

2.6.3. Solidos suspendidos

Para armar el equipo de filtracion se utilizaron los siguientes materiales vy
equipos: una bomba de vacio, un Erlenmeyer kitasato de 500 ml, un embudo
Buchner, manguera y el papel filtro con un tamafo de poro de 0,2 ym. Se puede

observar el equipo en la Figura 11 presentada a continuacion.
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Figura 11. Equipo de filtracibn ensamblado para el analisis de solidos

suspendidos.

Para éste analisis se tomaron 500 ml de muestra de cada tanque y una vez
armado el equipo, se vertié poco a poco la muestra sin que el volumen a filtrar
supere la altura del papel filtro para evitar desbordamientos. Durante el proceso
de filtracion se tomd en cuenta la saturacion del papel filtro para cambiarlo cada
vez que fuese necesario, para que asi el proceso continde con normalidad (Rice
et al., 2012).

Previo al inicio del proceso de filtracidén, se tomd el peso seco del papel filtro en
la balanza analitica y una vez finalizado el proceso, se dejaron secar las
muestras filtradas por 12 horas y nuevamente se pesoé el papel filtro con la
biomasa en la balanza analitica. Para obtener unicamente el peso de la biomasa

se realizo la resta de ambos aplicando la Ecuacion 5 (Rice et al., 2012).

Ssusp (gr) _ (4-B)X100

— (Ecuacion 5)
L Vm
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Figura 12. Analisis de sdélidos suspendidos.

2.6.4. Sdlidos sedimentables
La determinacion de los soélidos sedimentables presentes en cada tanque se
realizd mediante la aplicaciéon de la formula para la obtencion de los sdlidos
totales, de la cual se despejo la variable en cuestion tal como se indica en las

Ecuaciones 6 y 7 a continuacion.

ST = Ssusp + Ssed + Sdis (Ecuacion 6)

Sdis = ST — Ssusp — Ssed (Ecuacion 7)
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3. CAPITULO lll. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1. Esquema de presentacion de resultados y analisis

1.2. Temperatura
1. Parametros controlados

1.3. Concentracion de CO,

1.4. Presion

2.1. Curvas de crecimiento
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2.2. Calculos de la velocidad
de crecimiento (u) y del
tiempo de duplicacion (td)

2. Microalgas

2.3. Analisis estadistico del
crecimiento celular con SPSS

2.3. Solidos

Figura 13. Esquema para la presentacion de resultados y analisis.
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3.2. Parametros controlados

3.2.1. Potencial de Hidrégeno (pH)

A pesar de que existen determinadas especies 0 géneros de microalgas y
cianobacterias resistentes a medios extremadamente acidos (pH bajo) o basicos
(pH alto), la mayoria de investigadores recomiendan que de manera general se
procure experimentar en medios con un pH neutro, es decir, un pH 7; por lo tanto,
durante los 15 dias correspondientes a la fase 3 de la experimentacion, se
realizaron monitoreos diarios del pH del medio en el cual se encontraban las
microalgas, con el fin de controlar que este se mantuviese neutro (Sakarika y
Kornaros, 2016).

Se registré un pH 7 constante en los tanques durante los 15 dias previamente
mencionados, a excepcion del dia 6, donde se evidencié una leve acidificacion
del medio con un valor de pH 6 tal como se puede apreciar en la Figura 14; para
neutralizar nuevamente el medio, se agregaron 2ml de Hidroxido de Potasio
(KOH), lo cual permiti6 neutralizar el medio nuevamente y que asi la

experimentacion continue con normalidad.

pH

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Dias de experimentacion

Figura 14. Variacion del pH durante los 15 dias de experimentacion

pertenecientes a la fase #3.
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3.2.2. Temperatura

De acuerdo a otras investigaciones, se conoce que para que el proceso de
fotosintesis, y por ende la captura del CO2 por parte de las microalgas y
cianobacterias se desarrolle adecuadamente, es necesario que la temperatura
ambiental sea elevada, inclusive en rangos de entre 39,8°C y 59,8°C para ciertas
especies, ya que la temperatura ambiental influye de manera directa en la tasa

de generacion de biomasa (Shimako et al., 2016).

Con el fin de mantener un ambiente calido (con temperaturas superiores a los
20°C) se construyo un invernadero que conserve el calor recibido durante el dia
en su interior, con el fin de que en la noche no se produzca un shock térmico que
pueda afectar al desarrollo de los microorganismos en cuestion, pudiendo

incluso ocasionarles la muerte.

Se realizaron monitoreos diarios de la temperatura durante los 25 dias de
experimentacion, tanto fuera como dentro del invernadero; en la Figura 15 se
puede apreciar el comportamiento de ésta, evidenciandose que, durante los 25
dias de experimentacion la temperatura dentro del invernadero siempre fue
mayor a la del exterior, registrando una maxima de 48,9°C al décimo primer dia

y una minima de 16,3°C al décimo noveno dia.

Durante la semana que comprendié a los dias 15 a 21 de la experimentacion, se
registr6 una baja significativa de las temperaturas (con presencia de lluvias
intensas) en las instalaciones de BIOTEC, lo cual derivé en un enfriamiento del
interior del invernadero, incluso por debajo de las temperaturas recomendadas
para el cultivo de microalgas y cianobacterias en el dia 19, donde se registro la
menor temperatura del proceso, lo cual pudo afectar al desarrollo y crecimiento
celular durante esos dias. Sin embargo, entre los dias 6 y 11, se puede apreciar
un aumento considerable de la temperatura, situacién que pudo beneficiar al

proceso de generacion de biomasa.
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Pese a que durante algunos dias se registraron bajas considerables de la
temperatura, podemos apreciar comparando las Figuras 14 y 15 que esto no
influy6 en la variacién del pH en los tanques de experimentacién, por lo que se

aprecia que el pH no varia segun el comportamiento de la temperatura.

Variacion de la temperatura

60

50

o A

[ / \ —+—T° afuera del
c i d
S —\ ~\ invernadero
©
\/ \_

20 —=—T° adentro

del
10 invernadero

1 2 3 45 6 7 8 9 1011121314 151617 18 19 20 21 22 23 24 25
Dias de experimentacion
Figura 15. Variacion de la temperatura durante los 25 dias de experimentacién

pertenecientes a las fases #2 y #3.

3.2.3. Concentracion de CO2

De acuerdo a lo establecido en la bibliografia revisada, la generacion de gases
en el reactor inicia después de que la dilucién de estiércol haya pasado por un
periodo de maduracion también conocido como un periodo de retencidn
hidraulica (Tsapekos et al., 2016); en el caso de la presente investigacion, se

establecio que la fase de maduracion del estiércol (fase #2) seria de 10 dias.

Una vez superados los 10 dias correspondientes a la fase de maduracién del
estiércol, se iniciaron las mediciones diarias de la concentracién de dicho gas
presente en el tanque experimental. Se pudo evidenciar que del dia 10 al 12 se
presentd un crecimiento exponencial de la concentracion de COg,
posteriormente, durante los dias 12 y 14 se registré la mayor tasa de generacion

de diéxido de carbono con concentraciones entre el 10% y 12%, siendo el dia
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doce aquel en el que se produjo la mayor cantidad del gas durante la
experimentacion alcanzando una concentracion del 11,7%. Finalmente, entre los
dias 14 y 15 se presenta un descenso significativo de la concentracién del gas
en cuestion, alcanzando asi un nivel aproximado de un 1%, el cual se mantuvo
constante hasta el final de la experimentacion. La evolucion de éste parametro
se puede apreciar en la Figura 16.

Concentracion de CO,
14,00%
12,00%
10,00%
8,00%
6,00%

4,00%

Concentracion (en %)

2,00%

0,00%
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Dias de experimentacion

Figura 16. Variacion de concentracion de CO:2 en el tanque durante los 15 dias

de experimentacion pertenecientes a la fase #3.

3.2.4. Presion del tanque

Ya que la generacion de gases (metano y CO2) aumenta progresivamente dentro
de un digestor anaerobio, el comportamiento del tanque experimental ratifico
dicha afirmacion (Wang et al., 2016), (De Souza et al., 2013) tal como se puede

apreciar en la Figura 17.

Durante los 4 primeros dias no se generé presion en el tanque, sin embargo, a
partir del quinto dia los gases comienzan a generarse y por ende la presion
aumenta poco a poco. Entre los dias 11 y 14 se aprecia una fase de crecimiento

exponencial de ésta, asi como en el transcurso del dia 17 al 18. Por otra parte,
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entre los dias 6 y 11 se aprecia que el incremento de la presion es pausado, asi

como entre los dias 14 y 17.

En base a estos datos, se puede decir que el comportamiento de la presién en
el tanque pasa por una primera fase de aumento pausado, seguido de un
crecimiento exponencial; este comportamiento tiende a repetirse a lo largo de la
experimentacion, lo cual se puede deber al ritmo de degradacion de la materia
organica ocasionado por la actividad bacteriana en el interior del tanque

experimental (De Souza et al., 2013).

Cabe resaltar, que a partir del dia 22, la presion en el tanque llegdé a ser mayor
a 100 PSI, excediendo asi el limite de medicion del mandémetro utilizado, es por
esto que no se analiza a este como un periodo de presién constante como lo

refleja la Figura 17.

Se conoce que a pesar de que la presion aumente progresivamente, esto no
indica que los gases que se estan formando dentro del taque aumenten
equitativamente, aspecto que se ratifica por el descenso drastico de la
concentracion del CO2 que registraron las mediciones realizadas durante la
experimentacion (ver Figura 16).

Variacion de la presion
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40

20

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25
Dias de experimentacion

Figura 17. Variacion de la presion en el tanque durante los 25 dias de

experimentacion pertenecientes a las fases #2 y #3.
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3.3. Microalgas

3.3.1. Curvas de crecimiento

A continuacion se presentan las curvas de crecimiento resultantes para cada
género de microalgas y cianobacterias (CMIE - K2-003 y CMIE - J1-003) y para
el consorcio formado con éstas. En lo que respecta a las curvas del consorcio y
sus repeticiones, se graficé tanto la curva general de crecimiento, como las
individuales (una curva para cada género) con el fin de apreciar el desarrollo de

cada uno y asi conocer su comportamiento.

Ademas, para cada género, se agrego en color rojo dentro de las Figuras 18 y
20 la curva de crecimiento base, con el fin de poder comparar el crecimiento

normal de las microalgas versus el crecimiento experimental.

3.3.1.1. CMIE - K2-003

El género de microalgas Pleurococcus sp., tuvo un comportamiento experimental
que siguio la tendencia de crecimiento que esta cepa presentd en su curva base
(bajo condiciones normales). A pesar de que las curvas de crecimiento
experimentales partieron de una concentracién celular menor a la de la curva
base, se puede apreciar en la Figura 18 que la concentracién celular crece y
decrece a un ritmo similar en ambos casos, siendo el rango de dias comprendido
entre el dia 10 y 15 en el que se evidencia la mayor concentracion y por ende

abundancia de individuos.

Se puede evidenciar también que las curvas experimentales de las microalgas
que recibieron alimentaciéon de CO2 combinado natural (proveniente de la
descomposicion del estiércol porcino) y artificial crecieron mas que aquellas a
las que solo se las aliment6 con COz artificial (curva base) tal como lo refleja la
Figura 19. Aquellas microalgas pertenecientes a la curva base, incluso
comenzaron a morir a partir del dia 9, mientras que las otras en ese dia se

encontraban en la etapa de mayor crecimiento.
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Ademas, se evidencid6 que las curvas experimentales siguieron el
comportamiento normal de la curva genérica de crecimiento de las microalgas,
es decir, entre los dias 1 y 8 se encontraron en la etapa de latencia o
acondicionamiento al medio, entre los dias 8 y 9 se presentd la fase de
crecimiento exponencial, desde el dia 9 en adelante permanecieron en la fase
estacionaria y en algunos casos, como el de las repeticiones 2 y 3, desde los
dias 13 y 12 respectivamente, los individuos comenzaron a morir; éste mismo
ciclo de vida se evidencid en las experimentaciones realizadas por Lin-Lan
Zhuang y sus colaboradores (2016) y D. Surendhiran y sus coparticipes (2015)
donde se pudo apreciar que el crecimiento de las microalgas atraviesa las
mismas fases de crecimiento, siendo el rango de dias comprendido entre el 6 y
12 donde se presento el crecimiento exponencial de los individuos, es decir la
mayor tasa de crecimiento de la poblacion de microalgas, lo cual es muy cercano

al rango de dias en que se presento dicha fase en la presente experimentacion.
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Figura 18. Crecimiento celular CMIE - K2-003 experimental vs. base.
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Curva de crecimiento CMIE - K2-003
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Figura 19. Crecimiento celular CMIE - K2-003 experimental.

3.3.1.2. CMIE - J1-003

En lo que respecta al género de cianobacterias Rhabdoderma sp.
Aparentemente presento un crecimiento normal, sin embargo, el cultivo no logré
adaptarse al medio y desarrollarse, lo cual derivo en la muerte de los individuos
de dicho género y la invasion del medio por parte de las microalgas del género
Pleurococcus sp. (CMIE - K2-003).

El comportamiento de éste género no siguié el de una curva de crecimiento
normal de cianobacterias; como se puede observar en la Figura 21, durante los
primeros 6 dias la concentracidn celular crece y decrece constantemente, por lo
que los individuos no logran adaptarse a las condiciones ambientales del medio
de experimentacion, esto ocasiond la muerte y desaparicion de este género, sin
que éste pase por ninguna de las fases que conforman a la curva de crecimiento
esperada, lo cual se reconfirma al observar los resultados obtenidos por D.
Surendhiran y sus colaboradores (2015) donde se ve que las microalgas pasan
por las diferentes fases de crecimiento logrando asi multiplicar significativamente

los individuos presentes, asi mismo Hai-Xing Chang y sus contribuyentes (2016)
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logra evidenciar en su experimentaciéon que bajo condiciones normales las
microalgas y cianobacterias crecen de manera progresiva a medida que el
tiempo de experimentacion transcurre, hasta alcanzar asi su maximo desarrollo

antes de que los individuos mueran.

Es probable que la resistencia de este género a condiciones irregulares de
crecimiento sea inferior a la de otros; si se observa la curva de crecimiento base
en la Figura 20, se puede apreciar que si bien ésta tiende a seguir el
comportamiento de una curva normal de crecimiento, no permanece en la fase
estacionaria por mucho tiempo, teniendo asi una muerte celular muy temprana,
a diferencia de lo que reflejan los resultados obtenidos por Lin-Lan Zhuang
(2016) donde se aprecia que la fase estacionaria dura 6 dias, en los cuales la
cepa logra adaptarse y desarrollarse a las nuevas condiciones del medio. A esto
se le podria sumar que el nivel de CO2 que se les brindd (concentracion y
cantidad) no haya sido la suficiente para el desarrollo de éste género, tal como
se sugiere en el trabajo realizado por M.H. Wison y sus contribuyentes (2014)
que establecen dentro de sus resultados la importancia de que estos

microorganismos reciban una alimentacién de CO2 adecuada y constante.
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Figura 20. Crecimiento celular CMIE - J1-003 experimental vs. base
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Curva de crecimiento CMIE - J1-003
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Figura 21. Crecimiento celular CMIE - J1-003 experimental.

3.3.1.3. Consorcio

En cuanto al comportamiento del consorcio se puede observar en la Figura 22
que éste resulta atipico en referencia al de la curva de crecimiento normal de las
microalgas y cianobacterias, que de acuerdo a los resultados obtenidos por M.
H. Wilson (2014) debe pasar por una fase de adaptacion seguida por la etapa de
crecimiento exponencial de la cepa, donde se alcanza el desarrollo del mayor
numero de individuos; se aprecia que entre los dias 3 y 5 la densidad celular se
mantiene constante, sin embargo, al llegar al dia 4 se evidencia una disminucion
significativa en el numero de individuos presentes en el medio, siendo el sexto
dia en el cual todas las cepas llegan a su menor concentracion. De manera
inmediata, en el dia 7, la concentracion aumenté exponencialmente y a partir del

dia 8, ésta comienza a disminuir gradualmente.

La irregularidad en los datos registrados para la concentracion celular del
consorcio pudo deberse a que cada género de microalgas se comporté de
manera distinta dentro del éste de acuerdo a su capacidad de adaptacion y

resistencia al medio, ademas, es posible que dentro del consorcio los
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microorganismos hayan establecido una relacion de competencia mas que de
colaboracién entre ambos géneros, por lo que las microalgas y cianobacterias
no lograron tener un desarrollo normal, este fendmeno se puede apreciar en los
resultados obtenidos en los dos estudios realizados por Ana Gongalves y sus
colaboradores (2016a y 2016b) donde se establece que la lucha de los individuos
por obtener los nutrientes para su desarrollo puede generar una relacion de
competencia que altere el desarrollo normal del microorganismo, haciendo que

su crecimiento se vea modificado y no siga el de la curva normal.
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Figura 22. Crecimiento celular Consorcio.

3.3.1.3.1.  Comportamiento consorcios

Para poder apreciar el comportamiento de cada género dentro del consorcio, se
graficaron las curvas correspondientes a la densidad celular de cada uno de ellos

dentro del consorcio, esto se puede apreciar en las Figuras 23, 24, 25y 26.

De manera general, tanto para las cepas que recibieron una alimentacion de COz2
natural y artificial, como para el Blanco que recibié alimentacion de CO: artificial
unicamente, se puede observar que la cianobacteria Rhabdoderma sp. (CMIE -

J1-003) desaparece en el transcurso del 7mo al 8vo dia. Por otra parte, la
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microalga Pleurococcus sp. predomina en el consorcio durante toda la
experimentacion, convirtiéndose asi en el género mas resistente y por ende, en

el que logra sobrevivir y desarrollarse.

A partir del dia 8, el consorcio deja de existir, y los reactores pasan a ser cultivos

unicamente de Pleurococcus sp. (CMIE — K2-003).

Comportamiento consorcio (1)
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Figura 23. Comportamiento Consorcio (1).

Comportamiento consorcio (2)
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Figura 24. Comportamiento Consorcio (2).
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Comportamiento consorcio (3)
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Figura 25.Comportamiento Consorcio (3).

Comportamiento consorcio (BLANCO)
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Figura 26. Comportamiento Consorcio (BLANCO).

3.3.2. Caélculos de la velocidad de crecimiento (u) y del tiempo de

duplicacién (td)

Para la obtencién de los valores de la velocidad de crecimiento (u) y del tiempo

de duplicacién (td) se aplicaron las Ecuaciones 2 y 3 previamente descritas en el
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literal 2.2.4.1. correspondiente al capitulo Il referente a la metodologia, las tablas

de descripcidn de los datos se pueden observar en el Anexo 4.

La velocidad de crecimiento (u) refleja la cantidad de microalgas y cianobacterias
nuevas que se generaron diariamente en cada reactor (Radzun et al., 2015),
(Sarbatly y Suali, 2013), (Wang et al., 2016); en base a los resultados expuestos
en la Tabla 3, se evidencia que en lo que respecta al crecimiento base, el género
de cianobacerias (Rhabdoderma sp.: CMIE — J1-003) produjo mas células

““ ”»

nuevas en menor tiempo al tener un valor de “y’de 9,50E+03 células por dia en

1 ml, comparado con las microalgas (Pleurococcus sp.: CMIE — K2-003) que
alcanzaron un ‘Y’ de 8,00E+03 células por dia en 1 ml; segun la investigacion
realizada por Khairul Adzfa Razdun y sus colaboradores (2015), el dia en el que
se registra la mayor velocidad de crecimiento tiene una relacion directa con la

etapa de desarrollo exponencial de la cepa.

Sin embargo, en lo que respecta a los resultados experimentales, se puede
observar en la Tabla 3 que las mayores tasas de generacion de células nuevas
por dia en 1ml se presentaron en las repeticiones 1y 3 de la cepa de microalgas
Pleurococcus sp. (CMIE — K2-003) con valores de 1,29E+04 y 1,26E+04,
mientras que las menores tasas se encontraron en el Blanco perteneciente al
consorcio y en el consorcio 3, con valores de 7,43E+03 cel/dia*ml y 5,38E+03
cel/dia*ml respectivamente. Por otra parte, la cepa de cianobacterias

(73}

Rhabdoderma sp (CMIE — J1-003), presento valores de “p” que se encontraban
intermedios entre los del consocio y las microalgas Pleurococcus sp, sin
embargo, debido a la muerte de los microorganismos al sexto dia de
experimentacion éstos valores no reflejan el crecimiento real de la cepa durante

toda la experimentacion.

Este analisis se ve reforzado por los valores obtenidos para el tiempo de
duplicacion requerido por cada género, lo cuales reflejan que las microalgas
Pleurococcus sp. (CMIE — K2-003) requieren de un menor tiempo para lograr la
produccion de una mayor cantidad de células nuevas con valores de “td” de 0,14
y 0,16 dias / # células generadas, mientras que en el consorcio se reflejan los

mayores “td” de la experimentacion, siendo el consorcio (2) el que requiere el
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mayor tiempo de toda la experimentacion siendo éste de 0,66 dias/ # células
generadas. Segun Yue Wang (2016) el tiempo de duplicacion de las microalgas
varia segun la especie o género y las condiciones experimentales a las que son
sometidas, por lo que este parametro resulta muy variable segun el proceso
experimental y las condiciones del medio a las que dichos microorganismos
estén sometidos, asi mismo Rosalam Sarbatly y Emma Suali (2013) evidencian
en su investigacion que la alimentacién de CO2 aporta de manera significativa al
desarrollo acelerado de las microalgas, lo cual puede reducir significativamente
los tiempos de suplicacién; de acuerdo a esto la cepa de microalgas K2-003 pudo
haber presentado una mayor afinidad a las condiciones de experimentacion a las
que se sometidé a ambas especies, dando como resultado un mejor desarrollo y

por ende un menor tiempo de duplicacién requerido.

Siendo la cepa de microalgas Pleurococcus sp. (CMIE — K2-003) la que presenta
los mejores resultados experimentales en funcion de las velocidades de
crecimiento reflejadas y los tiempos de duplicacién requeridos, el analisis
individual de éste género nos permite apreciar también que la comparacién entre
los resultados de la cepa base que recibié unicamente alimentacion de CO2
artificial, con respecto a las cepas experimentales que recibieron la misma
alimentacion de CO: artificial complementado con el CO2 natural proveniente del

estiércol porcino, presentan diferencias significativas entre si.

Se puede apreciar que aquellas microalgas que recibieron alimentacion
combinada de CO: artificial y natural presentaron una velocidad de crecimiento
(u) promedio mayor que la de las microalgas base, siendo los valores de éstas
de 1,26E+04células por dia en 1 ml vs. 1,11E+04 células por dia en 1 ml
respectivamente, por lo que las células que se alimentaron con CO2 natural

crecen 1,13 veces mas rapido aquellas que solo reciben CO: artificial.

Adicionalmente, el tiempo de duplicacién requerido por las microalgas que
recibieron alimentacion de CO: artificial y natural es menor al de aquellas que
solo se alimentaron de CO:2 artificial con valores de “td” de 0,14 y 0,16

respectivamente, lo cual indica que las microalgas que recibieron el CO2 natural
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requieren 0,9 veces menos de tiempo que aquellas que solo recibieron CO2

artificial para duplicarse.

Tabla 3.

Resumen de los valores promedio obtenidos para

CONsorcio y sus repeticiones (base y experimental).

Promedio “p”
en base a la
concentracion

celular de los

CEPA
conteos
(generacion de
células nuevas
/ dia)
Base
Pleurococcus
3,20
sp. (CMIE -
K2-003)
Base
Rhabdoderma
3,80
sp. (CMIE -
J1-003)
CMIE - K2-
4,43
003 (Blanco)
CMIE - K2-
517
003 (1)
CMIE - K2-
4,93
003 (2)
CMIE - K2-
5,02
003 (3)
CMIE - J1-
3,63
003 (Blanco)
CMIE - J1-
4,26
003 (1)
CMIE - J1-
4,14
003 (2)
CMIE - J1-
4.7

003 (3)

Valor de “p” en
base a la
concentracion
celular total
(generacion de
células nuevas

[/ dia x ml)

8,00E+03

9,50E+03

1,11E+04

1,29E+04

1,23E+04

1,26E+04

9,08E+03

1,07E+04

1,04E+04

1,18E+04

Promedio de
p”
(generacion

de células
nuevas / dia x

ml)

8,00E+03*

9,50E+03*

1,11E+04*

1,26E+04*

9,08E+03*

1,09E+04*

Promedio
“td” (dias/
# celulas

generadas)

0,22

0,19

0,16

0,14

0,14

0,14

0,20

0,17

0,17

0,15

'y “td” para cada género, el

Promedio
“td” (dias/
# celulas

generadas)

0,22*

0,19*

0,16*

0,14*

0,2*

0,16*
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Consorcio
2,97 7,43E+03 7,43E+03* 0,24 0,24*
(Blanco)
Consorcio (1) 3,10 7,75E+03 0,25
Consorcio (2) 1,93 4,83E+03 0,66
5,98E+03* 0,35
Consorcio (3) 2,15 5,38E+03 0,14

Nota: Los valores marcados con * corresponden a los promedios obtenidos para las repeticiones

de CMIE - K2-003, CMIE — J1-003 y del Consorcio y al valor de sus blancos respectivamente.

3.3.3. Analisis estadistico del crecimiento celular con SPSS

Para el desarrollo del analisis estadistico de los datos obtenidos para el
crecimiento presentado por cada género (microalgas y cianobacterias) se hizo
uso del software IBM® SPSS® Statistics 20 y sus herramientas para calcular la
significancia de los resultados obtenidos tanto numérica como visualmente a

través de la prueba de Kruskal-wallis y la generacién de diagramas de cajas.

3.3.3.1. Prueba Kruskal-wallis

La Prueba de Kruskal-wallis permitid calcular el valor de P para cada dia de
experimentacion perteneciente a la fase #3 para asi conocer el nivel de
significancia de los resultados obtenidos en funcién de la distribucion de éstos
en cada uno de los 3 tratamientos planteados (Pleurococcus sp. - CMIE — K2-
003, Rhabdoderma sp: CMIE — J1-003 y el consorcio) (Guo, Zhong, y Zhang,
2013). Durante los dias 1 y 9 todos los valores de “P” registrados fueron menores
a 0,05 tal como se puede apreciar en la Tabla 4, siendo P=0,007 el menor valor
registrado durante toda la experimentacion, por lo tanto, se puede observar que
durante éste periodo de tiempo los datos presentan diferencias significativas
entre si (entre ambos géneros y el consorcio) por lo que se evidencia que el
comportamiento en términos de velocidad de crecimiento y abundancia de

individuos difiere en un alto grado entre los 3 tratamientos.

Por otra parte, a partir del dia 10 hasta el final de la experimentacién, los valores
de “P” son mayores a 0,05 alcanzando un maximo nivel con un valor de P=0,58,

por lo que se puede apreciar que durante esos dias las diferencias entre los 3
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tratamientos no fueron significativas, es decir que el comportamiento de los
individuos se volvié similar entre todos los experimentos; en las investigaciones
realizadas por Yunzhi Lin (2016) y por Jun Wu y sus colaboradores (2016) se
establece que dentro de procesos experimentales, el valor de P tiende a
normalizarse a medida que la experimentacién avanza, lo cual coincide con el
comportamiento de las microalgas dentro de la experimentacién, ya que a
medida que avanzan los dias el numero de individuos presentes en cada
tratamiento comienza a asemejarse entre si, lo cual deriva en la obtencion de
resultados no significativos en la fase final de experimentacion (desde el dia 10

en adelante).

A través del valor “P” se puede apreciar que la fase en la que el desarrollo de las
microalgas difiere con mayor intensidad entre los tratamientos corresponde a los
9 primeros dias de crecimiento celular, lo cual coincide con la fase de crecimiento
exponencial de las microalgas en todos los casos, sin embargo, se entiende que
no todas crecen en igual proporcion y velocidad, lo cual da paso a la existencia
de éstas diferencias significativas; esto se corrobora con lo establecido dentro
de los estudios realizados por Yunzhi Lin (2016) y por Jun Wu y sus
colaboradores (2016) donde se aprecia que dentro de un proceso experimental,
por lo general, existe un periodo especifico donde los resultados difieren en
mayor proporcion, es decir, que existe una distribucion mas alejada de los datos,
siendo este periodo de tiempo donde se obtendran los resultados mas
significativos; dentro la presente experimentacion éste periodo se evidencié al
inicio de la misma tal como lo reflejan los resultados obtenidos durante los nueve

primeros dias mencionados previamente.



Tabla 4.

Valores de “P” registrados para cada dia de experimentacion en la fase #3.
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13 0,174 Diferencia
No

Significativa

14 0,390 Diferencia
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15 0,584 Diferencia
No

Significativa

59

125,004

100,00

75,00

Crecimiento_Dia13

50,00

25,00

T
2,00
Tratamiento

120,004

Crecimiento_Diald

5

004

T
00

Tratamianto

150,00+

Crecimiente_Dial8
]
=

i

=
=,
1

200
Tratamiente

Nota: Los valores se registraron para los 15 dias de experimentacion, una vez transcurridos los

10 dias de la fase de maduracion del estiércol.
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3.3.3.2. Diagrama de cajas

En base a los diagramas de cajas generados para cada dia de experimentacion
correspondientes a la fase #3 del proceso, se puede ver que al igual que en el
caso del valor P, éstos reflejan que entre los dias 1 y 9 la abundancia de
individuos en cada tratamiento varia mucho entre ellos por lo que las diferencias
son significativas, mientras que en los ultimos dias la cantidad de individuos
presentes en cada tratamiento se asemeja mas entre los 3 tratamientos, por lo
que las diferencias dejan de ser significativas; esto se ratifica a través de lo
establecido por Pértega Diaz y Pita Fernandez (2001) dentro de su trabajo
referente a la representacion grafica de analisis de datos estadisticos, donde
indican que a medida que los datos sean mas distantes entre los diferentes
tratamientos los valores de sus medianas (donde se encuentra concentrado el
50% de los datos) lo seran también y por ende la significancia de éstos sera
mayor (lo cual se evidencia al inicio de la experimentacion hasta el noveno dia),
mientras que a medida que los datos de los diferentes tratamientos sean mas
cercanos entre si el valor de su mediana tendera a asemejarse también,
reflejando asi datos no significativos como resultado (lo cual se evidencia al final

de la experimentacion a partir de décimo dia).

Se puede apreciar que durante los 4 primeros dias el tratamiento 3 (consorcio)
presenta una mayor concentracion de individuos en sus muestras, mientras que
la cepa de cianobacterias CMIE — J1-003 evidencia la menor concentracion, sin
embargo, a partir del dia 5 se observa que la cantidad de microorganismos
presentes en el tratamiento 1 (CMIE — K2-003) comienza a aumentar

progresivamente hasta igualar al consorcio en el dia 9.

A partir del noveno dia la concentracion de individuos en el consorcio comienza
a disminuir, mientras que las microalgas CMIE — K2-003 continuan creciendo y
aumentando su poblacién, dando asi como resultado en el ultimo dia de
experimentacion la siguiente clasificacion de los tratamiento en orden de
abundancia mayor a menor: Tratamiento 1 (CMIE — K2-003), Tratamiento 2

(CMIE - J1-003) y finalmente el Tratamiento 3 correspondiente al consorcio.
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Debido al comportamiento atipico del tratamiento 2 (CMIE — J1-003) no se puede
decir que las cianobacterias aumentaron su poblacién de manera significativa,
ya que a partir del sexto dia éstas murieron y el medio fue invadido por individuos

de la cepa de microalgas CMIE — K2-003.

Cabe resaltar, que a partir del décimo dia las concentraciones de
microorganismos en cada tratamiento comienzan a asemejarse entre si, es decir,
las poblaciones tienden a adoptar el mismo nivel de desarrollo, por lo que al final
de la experimentacién los resultados entre tratamientos ya no presentan

diferencias significativas entre si.

3.3.4. Soélidos

En lo que respecta a la medicion de solidos presentes en las muestras, se sabe
que los sdlidos totales representan todo el conjunto de sélidos presentes en cada
una de ellas, es decir, la sumatoria de los solidos sedimentables, suspendidos y
disueltos (Liu et al., 2016), (Hassan y Salmani, 2016); tal como se puede apreciar
en la Figura 27, la concentracion de solidos resultante en los blancos de cada
tratamiento fue menor que aquella registrada en las repeticiones de éstos, a

excepcion de la tercera del consorcio.

Se puede apreciar que las diferencias mas notorias entre los blancos y sus
repeticiones son las correspondientes a la cepa de microalgas CMIE — K2-003,
siendo en la repeticion 2 de ésta cepa en la que mayor concentracion de biomasa
total se registré al final de la experimentacion con un 68,15% mas que su blanco,
lo que indica que la alimentacion combinada de COz2 (artificial y natural) si aporta
a que el desarrollo de las microalgas y por ende la formacion de biomasa sea
mayor; en éste caso 68 veces mayor que aquellas a las que se las alimenté

Unicamente con CO: artificial.

Por otra parte, vemos que las diferencias en las concentraciones finales de la
cepa de cianobacterias CMIE — J1-003 y del consorcio no son significativas, ya
que varian en porcentajes muy bajos; entre el 2,18% y el 8,5% para el

tratamiento 2 (CMIE — J1-003) llegando incluso a presentar una concentracion
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menor a la de su blanco en la muestra #3 con un -9,47% y de entre el 3,64% y

17,36% en el caso del consorcio.

Solidos Totales

6,00

5,00

4,00 421

3,73

3,00 ® CMIE - K2-003
= CMIE - J1-003
2,00
Consorcio

Cantidad de sélidos (gr/L)

1,00

0,00
Blanco 1 2 3

Tratamientos

Figura 27. Resultados de Sdlidos Totales para cada tratamiento y sus

repeticiones

Asi mismo, en la Figura 28. se aprecia que la mayor proporcion de solidos
presentes en todas las muestras pertenece a los s6lidos sedimentables, mientras
que la cantidad de sodlidos disueltos resulta casi despreciable debido a la
concentracion tan baja en la que éstos se presentan; tanto Carlos Prata y sus
colaboradores (2016) como Mohammad Hassan y Efat Salmani (2016) coinciden
dentro de sus investigaciones en que al analizarse los diferentes tipos de sélidos
presentes en una muestra sus proporciones variaran significativamente
dependiendo del tipo de fluido a analizarse; en el caso de aguas de rio
normalmente la porcion de sélidos disueltos suele ser muy elevada, mientras que
en el caso de las microalgas, tal como se puede apreciar dentro de la presente
investigacion, los solidos disueltos fueron los menos abundantes a comparacion
de los sélidos sedimentables que predominaron en cantidad dentro de todos los

tratamientos y sus repeticiones.
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Los sélidos suspendidos en todas las muestras abarcan una porcién significativa
de los solidos totales presentes, siendo en los consorcios donde se evidencia
una mayor cantidad de éstos; segun lo establecido dentro de la investigacion
realizada por Khemngeun Pongmala y sus contribuyentes (2015), la
concentraciéon de los sélidos suspendidos varia dependiendo de la agitacion del
medio en el que se encuentran, por lo que dentro del presente trabajo de
investigacion los sdlidos suspendidos pudieron alcanzar las concentraciones
establecidas debido a la aireacion — agitacion ininterrumpida bajo la que se les

tuvo a los tanques experimentales de microalgas.

Composicion de sélidos para cada muestra
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Figura 28. Composicién de los solidos totales de cada muestra
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. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

1.1. Conclusiones

El presente trabajo de titulacién se enfoco en identificar el género de microalgas
0 cianobacterias mas eficiente en cuanto a la captacion de CO2 natural
proveniente de la descomposicion de estiércol porcino. Para esto se
implementaron cultivos experimentales de dos géneros diferentes; uno de
microalgas (CMIE — K2-003), otro de cianobacterias (CMIE — J1-003) y
adicionalmente un consorcio formado entre ambos; cada uno de ellos fue

denominado como tratamiento 1, 2 y 3 respectivamente.

En base a los resultados obtenidos, tanto de los conteos celulares realizados
durante los 15 dias correspondientes a la fase #3 de la experimentacion, como
de la medicion de sdélidos ejecutada al finalizar el proceso, se pudo apreciar que
la especie que presenté una mayor afinidad al proceso de captacion del CO2
natural fue la especie de microalgas identificada como Pleurococcus sp.,
catalogada bajo el cédigo CMIE — K2-003.

Por otra parte, las cianobacterias con cddigo CMIE — J1-003, categorizadas
como Rhabdoderma sp., no presentaron afinidad al proceso experimental, ya
que al sexto dia de experimentacion de la mencionada fase éstas murieron,
impidiendo asi el desarrollo completo del proceso y por ende brindando

resultados no confiables.

El consorcio de microalgas y cianobacterias si se adaptd a la alimentacion de
COz2 natural, presentando un aumento en la abundancia de los individuos en el
medio, al final de la experimentacion las cianobacterias habian desaparecido del
consorcio, por lo que éste ya era un cultivo conformado Unicamente por las

microalgas Pleurococcus sp., (CMIE — K2-003).

En todos los tratamientos se evidencié que en los tanques que se proporcioné
una alimentacion combinada de CO: artificial y natural se tuvo una mayor

concentracion y abundancia de biomasa al final de la experimentacién en
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comparacion a los blancos de cada tratamiento que fueron alimentados con CO2

artificial Unicamente.

Cabe resaltar que la alimentacion de didxido de carbono artificial fue igual tanto
para los blancos, como para los tratamientos y las repeticiones de cada uno de
ellos; se les brindo CO:2 al 5% durante 3 minutos una vez al dia, esto se repitid

durante los 15 dias de experimentacién pertenecientes a la fase #3 del proceso.

El disefo del sistema aportd a la contencidn del gas sin la existencia de fugas
dentro del tanque, ya que éste se encontraba cerrado herméticamente; las dos
tapas pequefas con las que contaba el tanque en la parte superior fueron
aprovechadas primero para la alimentacién del mismo con la dilucién de
estiércol, y posteriormente, fueron utilizadas para adaptar tanto el medidor de

presion, como la llave de paso para la distribucion del gas.

El uso de un pegamento especial para sellar las llaves de paso de ambos
sistemas permitié minimizar al maximo el riesgo de pérdida de gases, lo cual se
pudo evidenciar a través de la medicion de la presion que reflejé que durante los

25 dias de experimentacion (fase #2 y #3) ésta aumenté progresivamente.

En cuanto a la distribucion del gas, el dispositivo de succidon permitié recoger el
CO2 formado en el tanque para posteriormente repartirlo por los diferentes
tratamientos a través de un sistema de alimentacion elaborado con mangueras.
Ademas, éstas fueron aprovechadas para la distribucion permanente de aire en
todos los tanques, lo cual contribuy6 a estimular el crecimiento del cultivo y evitar

la sedimentacion de la biomasa.

El plastico de invernadero ayudé a mantener los niveles de temperatura
ambiente adecuados para el desarrollo de los cultivos, teniendo una temperatura

interna promedio de 26,8 °C para los 25 dias de experimentacion.

Mediante las mediciones de la concentracion a la que se encontraba el CO2
generado en el tanque de digestidon, se pudo evidenciar que cada tanque de

microalgas y cianobacterias fueron capaces de captar aproximadamente 848
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cm? de CO2 natural diarios; éste gas se encontrd a diferentes concentraciones

que fueron desde un 11,7% en su maxima, hasta un 0,6% en su minima.

El género de microalgas Pleurococcus sp. con codigo CMIE — K2-003,
perteneciente a la Coleccion de Microalgas para la Investigacion del Ecuador —
CMIE de BIOTEC, fue el que presenté una mayor afinidad al proceso de
captacion de CO:2 dentro de la experimentacién ejecutada; esto se pudo
comprobar a través de los conteos celulares ejecutados y de la medicidn de
solidos al final de la experimentacion, ambos analisis reflejaron un aumento

significativo en la cantidad de biomasa generada hasta el final del proceso.

Asi mismo los calculos ejecutados para obtener las velocidades de crecimiento
(M) y los tiempos de duplicacién (td) requeridos por cada tratamiento, reflejaron
que las cepas que recibieron alimentacién combinada de CO: artificial y natural
crecieron mas que aquellas que solo se alimentaron de CO: artificial, ademas de

requerir de un tiempo menor para la duplicacién de los individuos.

El CO2 proveniente de la descomposicion de estiércol porcino si puede ser
aprovechado como una fuente de alimento para cultivos de microalgas, lo cual
aporta de manera positiva y significativa a la reduccién de la emisién de gases

de efecto invernadero a la atmodsfera.

El presente proyecto puede funcionar como una herramienta 0 mecanismo de
desarrollo limpio al aportar al crecimiento de cultivos de microalgas y
cianobacterias, a través del aprovechamiento de un residuo organico abundante
y responsable de la emisién de elevados niveles de CO2 a nivel mundial; estos
cultivos pueden ser aprovechados posteriormente como fuentes de energia

limpia o para la produccion de biocombustibles.
1.2. Recomendaciones
Para el desarrollo de investigaciones futuras referentes a la captacién de CO:

natural con microalgas o cianobacterias, se recomienda que en la fase de

aislamiento, purificacién y escalamiento de las cepas, éstas no sean alimentadas
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con CO:2 artificial, ya que asi las microalgas no desarrollan una dependencia
sobre su alimentacion con éste, logrando asi alimentarse unicamente del CO:2
natural, lo cual permitira evaluar con mayor precision su afinidad a la captacion

de éste gas cuando es de origen natural.

Al trabajar con gases, el almacenamiento y transporte de éstos resulta complejo
debido al riesgo de pérdidas que existe; se recomienda disefiar un sistema que
permita la compresion del CO2 generado por el tanque de digestion, para que
posteriormente éste pueda ser distribuido en los tanques experimentales con una

mayor eficiencia y por un periodo de tiempo prolongado con un flujo constante.

Las microalgas y cianobacterias deben ser manejadas con extremo cuidado, ya
que al ser microorganismos el riesgo de contaminacion cruzada entre cultivos es

muy elevado.

Debido a que para el desarrollo de experimentaciones de éstas caracteristicas
se suelen utilizar cultivos en grandes volumenes, generalmente se requiere que
la investigacion sea desarrollada en areas grandes y en el exterior, por tanto, se
recomienda establecer protocolos de bioseguridad que guien y permitan al
investigador manejar de manera adecuada los materiales y microorganismos,
reduciendo asi al maximo los riesgos de contaminacién cruzada a causa de una

mala manipulacion de los instrumentos, reactivos y microorganismos.
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Anexo 1. Composicién del medio de cultivo Bold’s Basal Medium — BBM

Component

Macronutrients
NaNO3

CaClz - 2H20
MgSOs4 - 7H20
K2HPO4
KH2PO4
NaCl
Alkaline
Solution
EDTA
KOH
Acidified Iron
Solution

FeSO4 - 7H20
H2SO4

Boron Solution
H2BOs3

Trace

EDTA

Metals
Solution

ZnSO4 - 7TH20
MnClz - 4H20
MoOs

CuSOs4 - 5H20
Co(NOs)2 - 6H20

Stock Slolution
(g - L' dH20)

25.00
2.50
7.50
7.50

17.50
2.50

50.00
31.00

4.98

11.42

8.82
1.44
0.71
1.57
0.49

Quantity

Used

10 mL
10 mL
10 mL
10 mL
10 mL
10 mL
1 mL

1mL

1 mL
1 mL

1 mL

Concentration
Final Medium (M)

294 x 103
1.70 x 104
3.04 x 104
4.31 x 10*
1.29 x 1073
4.28 x 10

1.71 x 10*
5.53 x 10

1.79 x 10

1.85x 10

3.07 x 10°
7.28 x 106
4.93 x 10
6.29 x 10°
1.68 x 10©



Anexo 2. Composicion del medio de cultivo BG-11.

Solucién
Solucién 1a (para 1L
de solucion)

Solucién 2 (para 1L de

solucion)

Solucién 3 (para 1L de

solucién)

Solucién 4 (para 1L de

solucién)

Reactivo
NaNOs3
MgSOs4 - 7H20
CaClz - 2H20
K2HPO4 - 3H20
EDTA
Na2COs3
Acido citrico
Citrato de sodio
H2BOs3
MnCl2 -4H20
ZnS0O4 - 7TH20
NaMoOs - 5H20
CuSOs4 - 5H20
Co(NOs3)2 - 6H20
FeClz

Cantidad (g)

150
7
3,6
4
0,1
2
0,6
0,6
2,86
1,81
0,22
0,39
0,8
0,05
0,22



Anexo 3. Composicion Nitrofoska® foliar.

APLICACION FOLIAR E IRRIGACION

Para estimular e incrementar el crecimiento de plantas
INGREDIENTES

Nitrégeno (N) 10%
Fésforo (P205) 4,0%
Potasio (K20) 7,0%
Magnesio (MgO) 0,2%
Azufre (S) 0,8%
Manganeso (Mn)

Hierro (Fe)

Cobre (Cu)

Cinc (Zn)

Boro (B)

Molibdeno (Mo)

17 ppm
140 ppm
25 ppm
S5 ppm
22 ppm
3 ppm



Anexo 4. Tablas de datos para los calculos de velocidad de crecimiento “u” y

tiempo de duplicacion “td”.

4.1. Resumen de los conteos celulares (base)

Dia K2-003 J1-003

990 8850

610 20540

1390 18400
8 1320 14500
11 1860 19800
13 3100 30100
15 4200 28600
18 2730 39000
20 3360 27600
22 3780 29400
25 3000 12800
27 4500 18300
29 3400 36800

Nota: Los datos para los calculos se presentan ya multiplicados por el factor de

dilucién aplicado en cada conteo.

4.2. Calculos para el género Pleurococcussp.- K2-003 (base).

INTERVALOS Velocidad de Tiempo de duplicaciéon

crecimiento () (td)

6a4 3,33 0,21
11a8 2,10 0,33
13a11 3,56 0,19
15a13 3,50 0,20
20a18 3,22 0,22
22a20 3,02 0,23

27 a 25 3,66 0,19

PROMEDIO 3,20 0,22



4.3. Calculos para el género Rhabdodermasp. - J1-003 (base).

INTERVALOS Velocidad de Tiempo de duplicacion
crecimiento () (td)
4a1 3,12 0,22
11a8 2,86 0,24
13a11 4,61 0,15
18a 15 3,08 0,23
22 a 20 3,75 0,18
27 a 25 4,31 0,16
29 a 27 4,91 0,14
PROMEDIO 3,80 0,19

4.4. Resumen de los datos registrados en los conteos celulares para el género

Pleurococcussp.- K2-003 (experimental).

Dia K2-003 K2-003 K2-003 K2-003
(Blanco) (1) (2) (3)
1 220 260 270 310
2 95 100 125 150
3 215 245 260 345
4 245 415 260 420
5 405 415 485 595
6 210 355 350 320
7 210 340 420 315
8 255 425 480 435
9 640 955 865 840
10 370 885 995 885
11 350 910 935 1005
12 315 1100 1010 1415
13 300 1035 1285 1255
14 335 108 1010 1230

-
(3]

310 1065 805 890



4.5. Resumen de los datos registrados en los conteos celulares para el género

Rhabdodermasp. - J1-003 (experimental).

Dia J1-003 J1-003 J1-003 J1-003
(Blanco) (1) (2) (3)
1 200 170 155 180
2 60 50 50 85
3 220 160 180 195
4 120 205 100 125
5 60 100 130 235
6 75 75 65 50
7 170 65 75 75
8 245 65 115 240
9 520 205 175 310
10 475 225 190 385
11 485 200 185 580
12 500 410 580 670
13 735 650 945 1345
14 625 665 955 1175
15 860 575 690 1525

4.6. Resumen de los datos registrados en los conteos celulares para el consorcio

(experimental).

Dia Consorcio Consorcio Consorcio Consorcio

(Blanco) (1) (2) (3)
1 860 770 655 605
2 325 325 270 285
3 890 845 735 610
Z 475 690 705 545
5 675 875 430 550
6 270 320 170 330
7 355 365 180 445
8 495 595 455 470



4.7. Calculos de

10
11
12
13
14
15

(experimental).

INTERVALOS

1a2
2a3

3a4
4a5
5a6
6a7
7a8
8a9
9a10
10 a 11
11 a12
12a13
13a14
14 a15

PROMEDIOS

945
660
780
745
625
775
695

“* ”

Ny “d” para el

970
950
595
515
425
745
610

820
39,5
315
125
100
115
130

810
955
940
895
770
915
865

género Pleurococcussp.- K2-003

Velocidad de crecimiento ()

K2-003

(Blanco)

4,79
3,40
5,08

3,81

5,95

3,56

4,43

K2-
003

(1)

4,98
5,14

4,44
6,27

3,22

5,25

6,86
517

K2-
003

(2)

4,91

5,42
4,25
4,09
5,95
4,87
4,32
5,62

4,93

K2-
003

()

5,27
4,32
5,16

4,79
6,00
3,81
4,79
6,02

5,02

Tiempo de duplicacién (td)

K2-003

(Blanco)

0,14
0,20
0,14

0,18

0,12

0,19

0,16

K2-
003

(1)

0,14
0,13

0,16
0,11

0,22

0,13

0,10
0,14

K2-
003

(2)

0,14

0,13
0,16
0,17
0,12
0,14
0,16
0,12

0,14

K2-003
(3)

0,13
0,16
0,13

0,14
0,12
0,18
0,14
0,12

0,14



4.8. Calculos de “p” y “d” para el género Rhabdodermasp. - J1-003

(experimental).

Velocidad de crecimiento (p) Tiempo de duplicacion (td)

INTERVALOS J1-003 J1- J1- J1-003  J1-003 J1-003 J1-003 J1-003

(Blanco) 003 003 (3) (Blanc (1) (2) (3)
M @ o)

1a2 - - - - - - - -
2a3 5,08 4,70 4,87 4,70 0,14 0,15 0,14 0,15

3a4 - 3,81 - - - 0,18 - -
4a5 - - 3,40 4,70 - - 0,20 0,15

5a6 2,71 - - - 0,26 - - -
6a7 4,55 - 2,30 3,22 0,15 - 0,30 0,22
7a8 4,32 - 3,69 5,11 0,16 - 0,19 0,14
8a9 5,62 4,94 4,09 4,25 0,12 0,14 0,17 0,16
9a10 - 3,00 2,71 4,32 - 0,23 0,26 0,16
10 a 11 2,30 - - 5,27 0,30 - - 0,13
11a12 2,71 5,35 5,98 4,50 0,26 0,13 0,12 0,15
12a13 5,46 548 5,90 6,51 0,13 0,13 0,12 0,11

13 a14 - 2,71 2,30 - - 0,26 0,30 -
14 a 15 5,46 - - 5,86 0,13 - - 0,12

PROMEDIOS 4,25 4,28 3,92 4,84 0,18 0,17 0,2 0,15



4.9. Calculos de “p” y “td” para el consorcio (experimental).

Velocidad de crecimiento (p) Tiempo de duplicacion (td)
INTERVALOS = Consorcio = Consorcio Consorcio Consorcio Consorcio Consorcio Consorcio Consorcio
(Blanco) (1) (2) (3) (Blanco) (1) (2) (3)
1a2 - - - - - - - -
2a3 4,03 3,95 3,84 3,48 0,17 0,18 0,18 0,20
3a4 - - - - - - - -
4a5 3,00 2,92 -0,69 0,23 0,24 -1,00
5a6 - - - - - - - -
6a7 2,14 1,50 0,00 2,44 0,32 0,46 0,00 0,28
7a8 2,64 3,14 3,31 0,92 0,26 0,22 0,21 0,76
8a9 3,81 3,62 3,60 3,53 0,18 0,19 0,19 0,20
9a10 - - - 2,67 - - - 0,26
10 a 11 2,48 - - - 0,28 - - -
11 a12 - - - - - - - -
12a13 - - - - - - - -
13a14 2,71 3,47 0,41 2,67 0,26 0,20 1,71 0,26
14a15 - - 0,41 - - - 1,71 -

PROMEDIOS 2,97 3,10 1,93 2,15 0,24 0,25 0,66 0,14



Anexo 5. Secuencia de todo el proceso de experimentacion.

5.1. Fase 1: Seleccion, aislamiento, purificacion y escalamiento de las cepas de

microalgas y cianobacterias de la CMIE.

Paso Descripcion Evidencia

1 Selecciéon de cepas de
microalgas y
cianobacterias

disponibles en la CMIE.

2 Aislamiento y
purificacion en cajas
Petri mediante estrias

discontinuas.




4

Inicio del proceso de
escalamiento — traspaso
de la biomasa a tubos
falcon de 50 ml (se lo

llen6 hasta 30 ml).

Traspaso a 200 ml

Traspaso a 600 ml

o
J1-003
o

-
wioetic e |
. \



6 Traspasoa2,5L

7 Traspasoa 5L

5.2. Fase 2: Maduracion del estiércol.

Paso Descripcion
1 Prueba de la proporcion
de agua y estiércol para

la dilucion.

Evidencia




Tanque experimental
con la dilucion de
estiércol porcino en

agua.

Estructura para el
desarrollo de la
experimentacion  (con
plastico de invernadero

para almacenar el calor).




5.3. Fase 3: Mediciones y alimentaciéon de CO..

Paso Descripcion Evidencia

1 Preparacion de los

tanques experimentales

de microalgas y
cianobacterias.
3 lluminacion 24 horas del

invernadero.




4 Medicion de la

temperatura.

5 Medicion de la presion.




Medicion del pH.

6

*sabueyo 1e6uoj Ou J0j0D RN UO}
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Medicion del COa.

7

Distribucion del CO2 en

8

tanques

los

microalgas

cianobacterias.



Medicion de sodlidos

totales.




10

11

Medicion de

disueltos.

Medicion de

suspendidos.

solidos

solidos

I

I

I













