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GLOSARIO

BIOFIJACION: proceso que se da en la fotosintesis de las microalgas para
captura de COz2.

BIOMASA: materia organica obtenida por residuos o desechos organicos ya sea
de origen animal o vegetal la cual produce energia por medio de la fotosintesis.

CAMARA DE NEUBAUER: instrumento utilizado en microbiologia y medicina
para realiza recuento celular.

CEPA DE MICROALGA: conjunto de microorganismos de una misma especie las
cuales son unicelulares.

Chlorella vulgaris: microalga unicelular de forma esférica sin flagelos,
perteneciente al género Chlorophyta.

CO2: formula molecular del diéxido de carbono.

FOTOBIORREACTOR: equipo que consta de un recipiente el cual es destinado
para el cultivo de las microalgas.

INCUBADORA: aparato en donde se mantiene el ambiente de humedad y
temperatura para un 6ptimo crecimiento de los microorganismos.

INOCULO: suspension de microorganismos en un medio de cultivo que son
adaptados para su crecimiento.

MEDIO DE CULTIVO: solucién de nutrientes ya sea liquida o gelatinosa, la cual
permite el crecimiento de los microorganismos.

nm: abreviatura de nanémetro, unidad de longitud.
ppmv: abreviatura de Partes por millon en volumen, unidad de concentracion.

Scenedesmus dimorphus: microalga unicelular de forma lineal de agua duce,
perteneciente al género de Chlorophyta.

SUMIDEROS: es un deposito o estructura encargada de mantener el carbono ya
sea natural o artificial.

TERMOSTATO: dispositivo que a partir de una fuente de calor ayuda a controlar
la temperatura de manera automatica.
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion evalué la biofijacion de CO2 y produccién de
biomasa a partir de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus dimorphus,
donde se determiné cual microalga presentdé una mayor biofijacion bajo
condiciones de operacion establecidas mediante una revision bibliografica
pertinente e implementando un fotobiorreactor de panel plano a escala
laboratorio.

A partir de esto se desarrollaron cuatro pruebas en las cuales cada microalga fue
evaluada bajo diferentes rangos de concentraciones de CO2 (0-3%) y (6-9%) por
un periodo de tiempo de 8 dias para cada una. Analizando los resultados
obtenidos se evidencia que el crecimiento de las microalgas al suministrar CO:2
es mayor cuando estas son sometidas a concentraciones de (0-3%) donde se
obtuvieron crecimientos de 2,61x 10° cel/mL para Chlorella vulgaris y 3,97x 10°
cel/mL para Scenedesmus dimorphus.

Posteriormente se determind la biomasa seca generada para cada prueba
realizada. Analizando los resultados se obtuvo que la microalga Scenedesmus
dimorphus proporciona una mayor biomasa seca a diferencia de la microalga
Chlorella vulgaris independientemente de la concentracion a la cual sea
sometida. Por ultimo se determiné el grado de biofijacién de COz, los resultados
obtenidos muestran que la microalga Scenedesmus dimorphus tiene un mayor
grado de biofijacion cuando es sometida a concentraciones de (6-9%) COg,
obteniendo una biofijacion de 2,25 g/L*d de COz2, caso contrario en la microalga
Chlorella vulgaris la cual presenta un mayor grado de biofijacién cuando es
sometida a concentraciones de (0-3%) CO2, obteniendo una biofijacién de 1,65
g/L*d.

Palabras Claves: Biofijacién, Biomasa, Microalgas.
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INTRODUCCION

Unas de las aplicaciones importantes de la microalga es la biofijacion del CO:2 ya
sea atmosférico o presentado en el agua méas conocido como biorremediacion. Esta
aplicacién ha generado mayor interés por los bidlogos e ingenieros ya que este
proceso es 100% natural y ayuda significativamente a la problematica ambiental
gue hoy en dia se esta presentando. Estas investigaciones se han enfocado en
determinar qué especies de microalgas presentan un mejor rendimiento en la
biofijacién del didxido de carbono cuando se adaptan a concentraciones extremas,
en donde se tienen en cuenta los porcentajes de las concentraciones de CO2, asi
mismo las temperaturas y presiones que puede soportar la microalga®.

Por lo tanto, el grupo de investigacion BIOTEC FUA de la Universidad de América
se ha interesado en evaluar el grado de biofijacion del dioxido de carbono en dos
cepas de microalga, Chlorella vulgaris y Scenedesmus dimorphus en un
fotobiorreactor de panel plano, con el propdsito de ampliar el conocimiento y la
funcionalidad de las microalgas, ya que hasta el momento en la universidad solo se
ha evaluado la captura del CO:2 a partir de la Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor
tubular.

1 Hans Wolkers, M. B. (n.d.). Large-scale sustainable cultivation of microalgae for the production of
bulk commodities. Wageningenur
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la biofijacion del diéxido de carbono en las especies Chlorella vulgaris y
Scenedesmus dimorphus mediante el uso de un fotobiorreactor de panel plano a
escala laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Seleccionar las concentraciones de didxido de carbono que se implementaran en
el FBR panel plano.

» Determinar la concentracion del CO: a la cual las Microalgas presentan un mayor
crecimiento

» Determinar el grado de biofijacion del didxido de carbono en las cepas cultivadas.

» Evaluar estadisticamente el proceso.

20



1. ANTECEDENTES

Actualmente se ha establecido que el dioxido de carbono puede tener un uso
alternativo con su simple captura y almacenamiento. Una de sus principales
aplicaciones se ha dado en el campo de la biotecnologia, en ella se ha presentado
un gran interés en el estudio de las microalgas, ya que son microorganismos
fotosintéticos que tienen la capacidad de utilizar el CO2 para generar biomasa
empleando la energia solar. La produccion de esta biomasa es de gran interés
comercial pues esta puede ser aplicada a grandes procesos industriales.

1.1 GENERALIDADES DE CO2

1.1.1 Definicion. El diéxido de carbono esta formado por un a&tomo de oxigeno y
dos &tomos de carbono. También es conocido como gas acido carbonico y
Anhidrido carbonico. Se encuentra presente en la atmosfera en una proporcién
aproximada de 370 ppmyv, ya que esto varia de acuerdo a las emisiones generadas
por el ser humano en las industrias. Tiene una funcién importante en la tierra como
lo es el ciclo de vida de las plantas y de los animales, ya que cuando sucede la
fotosintesis asimilan el CO:y liberan el 022

1.1.2 Propiedades fisicas del CO2. A temperatura y presiones normales, el dioxido
de carbono se comporta en estado gaseoso. El estado fisico de este depende del
nivel de la temperatura y de la presién en que se esté trabajando, es decir, si se
trabaja a temperaturas bajas (78°C), el dioxido de carbono se encuentra en estado
sélido y si la presién esta por debajo de 5.1 bar, el sélido se sublima y pasa a estado
vapor. Si se trabaja a temperaturas intermedias (-56,5 °C hasta 31,1°C) el CO2z pasa
de estado gaseoso a estado liquido y si la presion es mayor a 73,9 bar el diéxido
de carbono se comporta de forma gaseosa.3

2 METZ, Bert; DAVIDSON, Ogunlade; CONNINCK, Heleen; LOOS, Manuela and MEYER, Leo.
(Eds).

Cambrigde University Press. IPCC Properties of CO; and carbon- based fuels. PP. 385

3 METZ, Bert; DAVIDSON, Ogunlade; CONNINCK, Heleen; LOOS, Manuela and MEYER, Leo.
(Eds). Cambrigde University Press. IPCC Properties of COz and carbon- based fuels. PP. 385

21



1.1.3 Propiedades quimicas del COz2. El diéxido de carbono es muy soluble en el
agua, pero cuando se aumenta la presion, la temperatura y dependiendo de la
salinidad que presenta, genera una disminucién en su solubilidad.* Otra propiedad
guimica importante es que no es combustible a temperatura ambiente, por lo tanto,
no se necesita almacenarlo en condiciones especiales.

1.1.4 Riesgos.

1.1.4.1 Inhalacién. En caso de ser inhalado, genera vértigo, dolor de cabeza,
aumenta la presion sanguinea y genera pérdida de conocimiento, por esta razon se
debe tener un ambiente con ventilacion.®

1.1.4.2 Contacto con la piel. La piel se congela cuando tiene contacto con liquido,
por lo tanto se recomienda manipularlo con guantes aislante del frio y traje de
proteccion.®

1.1.4.3 Contacto con los ojos. Genera congelacion cuando esta en contacto con
liquido, por lo tanto es recomendable usar gafas de seguridad o pantalla facial.”

1.1.4.5 Peligros quimicos. Cuando la sustancia se calienta por encima de 2000°C
produce monoéxido de carbono toxico, eso puedo afectar gravemente el
metabolismo del ser humano y de los animales.®

Por otro lado, el diéxido de Carbono es considerado como uno de los gases
principales que genera un cambio climatico considerable en el planeta. Se ha
estimado que representa el 80% de la emision mundial de los gases de efecto
invernadero.®

1.2 BIOFIJACION DE CO:2

Las microalgas obtienen su energia a partir de su capacidad para realizar el proceso
de fotosintesis como se observa en la figura 6, estas son eficientes en la fijacion del

4 METZ, Bert; DAVIDSON, Ogunlade; CONNINCK, Heleen; LOOS, Manuela and MEYER, Leo.
(Eds).

Cambrigde University Press. IPCC Properties of CO; and carbon- based fuels. PP. 385

51PCS, CE (2007) Ficha internacional de seguridad: dioxido de carbén. Pag. 1

6 IPCS, CE (2007) Ficha internacional de seguridad: dioxido de carbén. Pag. 1

7IPCS, CE (2007) Ficha internacional de seguridad: dioxido de carbén. Pag. 1

8 |PCS, CE (2007) Ficha internacional de seguridad: dioxido de carbén. Pag. 2

9 BALLESTEROS, Henry. G. E. (2007). INFORMACION TECNICA SOBRE GASES DE EFECTO
INVERNADERO Y EL CAMBIO CLIMATICO. IDEAM-METEO /2008-2007.
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CO2 ya que para su crecimiento se considera una buena fuente de carbono. Dentro
de sus principales ventajas se presentan una eficiencia hasta 4 veces mayor que
las plantas.

El proceso de fotosintesis es realizado por plantas, algunas bacterias, y ciertas
algas (micro o macro). Contribuyen con el 50 % de la actividad fotosintética del
planeta. La fotosintesis es un proceso metabdlico fundamental de gran importancia
para todos los organismos vivos. Se caracteriza por el aprovechamiento de la
energia principalmente proveniente de la luz para su posterior conversion en
energia quimica utilizable. Es decir, las microalgas producen biomasa a partir del
consumo de energia proveniente de la luz solar o alguna otra fuente alterna y
usando el CO2 como fuente de carbono, donde este es absorbido y transformado
en material organico.®

Figura 1. Proceso de fotosintesis en las microalgas.

Radiacion
Solar

.
Biomasa
=) \

Lz ~ =
Productos \ B! |
Microalgas \ )’

[£OTOSINLESTS;

co,

(Eroguccion)
Hlimacenamiento

Nutrientes B | GO QEQLGIGE Y CLO SR

Fuente: COOPERATIVO CORPORATIVO CAJAMAR. (2015). ¢ Qué son las microalgas? Interes
y uso. Cajamar ADN Agro, 1.

En el proceso fotosintético las microalgas obtienen energia para realizar el proceso
de sintesis de carbohidratos, asi como también determinan la ruta en la captura y
fijacion del diéxido de carbono y oxigeno presentes en la atmosfera. El proceso de
fijacion del COz2 se realiza mediante el Ciclo de Calvin-Benson como se observa en
la figura 2. Este proceso se lleva a cabo en el estroma de los cloroplastos y consiste
en procesos biol6gicos y quimicos del cual se derivan dos etapas principalmente.!

10 Almeria, U. d. (2017, noviembre 5). Ingenieria de procesos aplicada a la biotecnologia de
microalgas.

11 KHANACADEMY. (2017, noviembre 1). KHANACADEMY. Retrieved from EIl ciclo de calvin:
https://es.khanacademy.org/science/biology/photosynthesis-in-plants/the-calvin-
cyclereactions/a/calvin-cycle
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En la primera etapa se encuentran las reacciones luminosas, aqui se presenta un
consumo de la energia de la luz para realizar la oxidacion fotoquimica del H20. A
partir de esta oxidacion se obtiene que el agente oxidante NADP+ se reduzca a
NADPH, obteniendo equivalentes reductores y la liberacion del Oz y también la
energia luminica se captura mediante la fosforilacion.

Figura 2.Ciclo de Calvin

(TF7ACTON DE cARBONG |

[ REGENERACTON |

§ O<O-O-P
G3P con reciclados

| ©-O-OP 6P
va para la produccioh de glucosa

Fuente: KHANACADEMY. (2017, noviembre 1). KHANACADEMY. Retrieved from El ciclo de
calvin:https://es.khanacademy.org/science/biology/photosynthesis-in-plants/the-calvin-cycle-
reactions/a/calvin-cycle.

En el segundo subproceso de la fotosintesis, el NADPH y el ATP producidos por las
reacciones luminosas se utilizan para la sintesis reductora de los carbohidratos a
partir del CO2 y el agua.'?

El carbono inorgénico es utilizado por las microalgas para sintetizar componentes
organicos. Segun varios estudios, entre ellos Rave (2013) en el libro “evaluacién de
cepas de microalgas para la captura del diéxido de carbono”'?. Han determinado
gue el CO:z presenta un mejor aporte a comparacion del HCO3  como fuente de
carbono que es asimilada por las células de las microalgas.

12 RAVE, A. G. (2013). Evaluacion de cepas de microalgas para la captura de diéxido de carbono.
Medellin: Universidad EAFIT,19.
12 RAVE, A. G. (2013). Evaluacién de cepas de microalgas para la captura de diéxido de carbono.
Medellin: Universidad EAFIT,19.
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Se han establecido diferentes fuentes de suministro de CO:2 en el medio de cultivo
para obtener un mayor aporte de fuente de carbono, ya sea como gas puro u
obtenido de una corriente de un proceso de combustion.!3

1.2.1 Secuestro de CO2 en sumideros biologicos. Los procesos de reduccion de
CO2 pueden ser realizados por organismos acuaticos especialmente
microorganismos, los cuales se caracterizan por ser organismos fotosintéticos
como macro-micro algas. Las microalgas son microorganismos de
aproximadamente 1 a 50 micras de diametro y por su capacidad de usar la luz como
fuente de energia tienen la posibilidad de fijar el CO2 en forma de biomasa, en este
proceso de fotosintesis, estas producen méas del 75 % del oxigeno que es
consumido por animales y humanos. 4

En la actualidad la aplicaciéon de las microalgas en los diferentes campos de la
industria se ha visto reflejada en la capacidad que presentan estos microorganismos
de ser sumideros de COg, este lo pueden obtener de los gases producidos por las
industrias, que tienen diversas concentraciones de COo..

Asi mismo las investigaciones que se han realizado recientemente son enfocadas
a la determinacion de las especies que mejor se adaptan a condiciones extremas
gue imponen diversas emisiones de gases , donde presentan un apreciable
contenido de COz, a partir de estas condiciones se busca desarrollar los parAmetros
optimos para obtener mayores tasas de crecimiento y productividad de estos
microorganismos?®.

En las emisiones proporcionadas por las grandes industrias es posible evidenciar
gue estas no solamente cuentan con diversas concentraciones de CO:2 sino que
también son generadas a temperaturas elevadas y con otros tipos de gases
presentes en ellas. Frente a esta caracteristica se ha deseado evaluar microalgas
gue sean tolerables a condiciones extremas de temperatura y CO2. Algunos de los
resultados obtenidos frente a la evaluacion de microalgas que cumpliesen dicha
caracteristica, indican que diversas especies presentan una buena velocidad de
crecimiento a concentraciones con un contenido hasta del 15 % de CO2'®.

I3 RAVE, A. G. (2013). Evaluacién de cepas de microalgas para la captura de dioxido de carbono.
Medellin: Universidad EAFIT,19.

14 Hans Wolkers, M. B. (n.d.). Large-scale sustainable cultivation of microalgae for the production of
bulk commodities. Wageningenur.

15 GARCIA, L. M. (n.d.). Eliminacion de CO2 con microalgas autoctonas. Universidad de Leon ,
Instituto de recursos naturales , Area de Ingenieria Quimica.

16 Nobutaka Hanagata, T. T. (1992). Tolerance of microalgae to high CO2 and high temperature.
phytochemistry.
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Las especies Scenedesmus y Chlorella han mostrado altas tasas de crecimiento
celular frente a otras especies de microalgas; Scenedesmus se ha caracterizado
por ser tolerable a altas concentraciones de CO2 como se evidencia en latabla 1 en
comparacién de Chlorella. Estas especies tiene la caracteristica de presentar tasas
de crecimiento cercanas cuando se les ha suministrado concentraciones de CO2z en
un rango de 10 -30 %.%7

Tabla 1. Concentracion de CO: tolerable para diversas especies de

microalgas.
Especie Tolerancia maxima de
concentracion de COz2

Cyanidium caldarium 100%
Scenedesmus sp. 80%
Chlorococcum littorale 60%
Synechococcus elogatus 60%
Euglena glacilis 45%
Chlorella sp. 40%
Eudorina sp. 20%
Dunaliella tertiolecta 15%
Nannochloris sp. 15%
Chlamydomonas sp. 15%

Tetraselmis sp. 14%

Fuente: VEGA, B. O. (n.d.). CONCENTRACION, RECUENTO CELULAR Y TASA
DE CRECIMIENTO. La Paz, Baja California Sur. Mexico: Centro de Investigaciones
Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR) Laboratorio de Biotecnologia de
Microalgas.

1.3 MICROALGAS

Las Microalgas son, en general, organismos fotoautotrofos, es decir, obtienen la
energia de la luz proveniente del sol y se desarrollan a partir de materia inorganica.
Sin embargo, algunas especies son capaces de crecer empleando materia organica
como fuente de energia o de carbono®®,

1.3.1 Tipos de metabolismo de la microalga. Para que el metabolismo de la
microalga sea Optimo, es decir, que su crecimiento sea el adecuado, se debe tener
en cuenta la fuente de energia e intensidad luminica. Para esto existen 5 tipos de
metabolismo el cual depende de la cepa de microalga con la que se vaya a trabajar,
como, por ejemplo, las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus dimorphus,

17 Nobutaka Hanagata, T. T. (1992). Tolerance of microalgae to high CO2 and high temperature.
phytochemistry.
18 RUIZ, Ana. Puesta en marcha de un cultivo de microalgas para la eliminacion de nutrientes de un

agua residual urbana previamente tratada anaerébicamente. Universidad Politecnica de Valencia
2011. Pag 9-10.
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tienen un metabolismo fotoautétrofo, ya que necesitan de una fuente de energia
organica y la luz para tener un 6ptimo crecimiento.

1.3.1.1 Mixotréfico. Las microalgas mixotréficas son capaces de crecer bajo
procesos tanto autdtrofos como heterotrofos, de manera que la fuente de energia
es tanto la luz como la materia organica, obteniendo el carbono de compuestos
orgéanicos y del CO2.%°

1.3.1.2 Fotoheterodtrofo. Las microalgas fotoheterétrofas, son microorganismos
gue necesitan de otros organismos para tomar sus compuestos organicos como
fuentes de carbono y su fuente de energia es la luz.?°

1.3.1.3 Heterotrofa. Las microalgas heterotrofas como las fotoheterotrofas también
necesitan de los compuestos organicos de otros organismos para proporcionar,
tanto la energia como la fuente de carbono, es decir, que no necesitan de la luz
para poder desarrollarse, como por ejemplo Chlorella protothecoides.?!

1.3.1.4 Autétrofo. Las microalgas autotrofas pueden emplear como fuente de
carbono el CO2 presente en la atmosfera o en gases de escape, asi como los iones
de bicarbonato mediante la enzima anhidrasa carbonica. Son capaces de tolerar
hasta unas 150000 ppmv de CO:z en el aire, aunque hay especies de microalgas
como la Chlorella, que han demostrado que toleran hasta 400000 ppmv de COx.
Segun Octavio Peréz y Juan Pablo Hernandez en el articulo “Efficiency of growth
and nutrient uptake from wastewater by heterotrophic, auto autotrophic, and
mixotrophic cultivation of Chlorella vulgaris immobilized with Azospirillum brasilense”
se puede calcular estequiometricamente la cantidad de carbono conociendo la
composicion de la biomasa. Por otro lado, para asegurar que las Microalgas puedan
tomar dicho COz, la presién parcial en el liquido debe ser de 0.1-0.2 kPa??.

19 ALCANTARA, C ; FERNANDEZ, C ; GARCIA, P , MUNOREZ, R. “Mixotrophic metabolism of
Chlorella sorokiniana and algal-bacterial consortia under extended dark-light periods and nutrient
starvation” Enviromental Biotechnology 2015.

20 D. Morales, O. Martinez, J. Kyndt, A. Martinez. “Heterotrophic growth of microalgae: metabolic
aspects” 2015

2% |bid.

22 Octavio Perez, Luz E. de-bashan, Juan Pablo Hernandez, Yoav Bashan. “Efficiency of growth and
nutrient uptake from wastewater by heterotrophic, auto autotrophic, and mixotrophic cultivation of
chlorella vulgaris immobilized with azospirillum brasilense” 2010.
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1.3.15 Fotoautotrofo. Las microalgas fotoautétrofas son organismos que
necesitan de una fuente inorganica para obtener el carbono, las principales fuentes
para el cultivo en general de las microalgas son el dioxido de carbono en estado
gaseoso Y el bicarbonato. En donde es mas recomendable emplear el diéxido de
carbono, ya que energéticamente resulta mas econémico porque este penetra por
difusién a la celula, mientras que el bicarbonato lo hace por transporte activo?3.

El método mas eficiente que se ha empleado, es inyectar el CO2 por medio de
tuberias que van al fondo de estanques de cultivo o mas conocidos como
fotobiorreactores. Estas tuberias cuentan con perforaciones de tamafos apropiados
para generar un buen nivel de burbujeo, ya que si el tamafo de burbuja es pequefio
puede producir flotacibn en las microalgas y estas no se metabolizardn
correctamente.

Otro método empleado es el uso del bicarbonato, ya que se ha comprobado que las
microalgas poseen Anhidrasa carbonica, enzima catalizadora en los sistemas
biolégicos, la cual ayuda al transporte a través de la membrana de la microalga.?*
Este método genera un mayor crecimiento en la microalga cuando la presion parcial
es baja. También se debe tener cuenta que tipo de cepa microalgal se debe usar,
como por ejemplo la Spirulina prefiere tomar como fuente inorganica el bicarbonato,
ya que es un organismo que crece en ambiente con alta concentracion salina.

Por otro lado, estas microalgas necesitan de luz como su fuente de energia, para
su apropiado crecimiento?®, es decir, cuando consumen oxigeno lo necesitan hacer
en la luz, este fendmeno se conoce como fotorrespiracion, el cual puede llegar a
ser una causa importante de la excrecién o destruccién del carbono inorganico.?6

1.3.2 Microalga Chlorella vulgaris. Pertenece al género Chlorophyta, la cual
incluye alrededor de 10 especies. Estas microalgas constan de una sola célula, su
forma es esférica sin flagelos como se puede observar en la figura 3. Contienen
pigmentos fotosintéticos verdes llamados clorofila tipo a y b en el cloroplasto?’. La
microalga se caracteriza por tener un color verde oscuro. Puede crecer
fotoautotréficamente, mixotréficamente y heterotréficamente con una alta
acumulacion de biomasa. Su reproduccion es rapida ya que solo se requiere agua,

23 COBELAS, Alvarez; GALLARDO, Tomas. Edit. Universidad Complutense. “Una revision sobre la
biotecnologia de las microalgas” 1989 . Pag 28-29.

24 |bid. Pag 26-27.

25 Octavio Perez, Luz E. de-bashan, Juan Pablo Hernandez, Yoav Bashan. “Eefficiency of growth
and nutrient uptake from wastewater by heterotrophic, auto autotrophic, and mixotrophic cultivation
of chlorella vulgaris immobilized with azospirillum brasilense” 2010

26 |bid Pag 28-29.

27 ALGAE. (2017). ALGAE Reach and supply. Obtenido de Algae cultura, Chlorella vulgaris:
https://algaeresearchsupply.com/products/algae-culture-chlorella-vulgaris
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corriente de dioxido de carbono, luz; ya sea artificial o natural y una minima cantidad
de minerales para poder realizar un fotosintesis efectiva?®.

Su composicion de &cidos grasos segun los estudios previos es de C-14 a C-20 y
su contenido de aceite varia de 14 % a 63 % aproximadamente?®®.

Figura 3. Chlorella vulgaris
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Fuente: ALGAE. (2017). ALGAE Reach and supply.
Obtenido de Algae cultura, Chlorella
vulgaris:https://algaeresearchsupply.com/products/al
gae-culture-chlorella-vulgaris.

1.3.3 Microalga Scenedesmus dimorphus. Pertenece a una colonia plana de 4,
8 0 16 células lineales como se observa en la figura 4, las cuales crecen en agua
fresca y ocasionalmente, forman pequeias poblaciones, ya que no se reproducen
con tanta facilidad®°.

La region noreste de India- Assam, se caracteriza por tener una biodiversidad rica
en microalgas de agua dulce; alli se encuentra una gran cantidad de Scenedesmus
dimorphus. Estas microalgas tienen un muy buen potencial de produccién de
biomasa y se han usado en varias investigaciones para la mitigacion de los gases

28 ALGAE. (2017). ALGAE Reach and supply. Obtenido de Algae cultura, Chlorella vulgaris:
https://algaeresearchsupply.com/products/algae-culture-chlorella-vulgaris
29 Chen, H., Zheng, Y., Zhan, J., HE, C., & Wang, Q. (2017). Comparative metabolic profiling of the

lipidproducing green microalga Chlorella reveals that nitrogen and carbon metabolic pathways
contribute to lipid metabolism. Biotechnol Biofuels, 1-20.

C,C,A S, MM, M, C, &R, A. (2012). Influence of media composition on the growth rate of
Chlorella vulgaris and Scenedesmus acutus utilized for CO2 mitigation. J biochem Tch , 589-594.

29



nocivos. También se caracteriza por tener una remocion eficiente y econdémica del
CO23L,

Figura 4. Scenedesmus dimorphus

Fuente:The Freshwater Algae. (1 de June de 2013).
Freshwater Algae Culture Collection at the Institute of
Hydrobiology. Obtenido de Scenedesmus dimorphus:
http://algae.ihb.ac.cn/english/algaeDetail.aspx?id=772

1.3.4 Crecimiento de microalga. La cinética del crecimiento es una de las mejores
maneras para interpretar el comportamiento del microorganismo y determinar el
crecimiento de este. La curva de crecimiento se divide en 4 fases como se puede
observar en la figura 5.

31 Bordoloi, N., Narzari, R., Sut, D., Saikia, R., Chutia, R. S., & Kataki, R. (2016). Characterization
of bio-oil and its sub-fractions from pyrolysis of Scenedesmus dimorphus. Renewable Energy, 1-9.
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Figura 5. Fases de crecimiento microbiano

Lmascia Fxponancial Estscionana Muens

U Sl @oor

O ~TE -

Tiompo

Fuente: GARCIA, H. Q. Microbiologia. Obtenido
de Curva de crecimiento disponible en:
http://microbiologia3bequipo5.blogspot.com.co/20
14/10/curva-del-crecimiento.html, [ citado el 28 de
septiembre del 2017]

1.3.4.1 Adaptacion. En esta fase el microorganismo produce las enzimas
necesarias para metabolizar la fuente nutricional y depende del periodo de inicio en
la que se adapte el microorganismo?2.

1.3.4.2 Exponencial. Luego de la adaptacion, el microorganismo crece; en esta
fase se determina la velocidad de crecimiento y el rendimiento del
microorganismos2.

1.3.4.3 Estacionario. El cultivo de microorganismo como se encuentra en un
recipiente cerrado, deja de crecer. Esto se puede dar porque hay acumulacién de
sustancias tdxicas o hay un agotamiento en nutrientes®*,

1.3.4.4 Muerte. Esta fase depende del microorganismo y a las condiciones que
esta sometido, ya que las células pueden seguir metabolizando pero empieza a
disminuir rapidamente las células vivas, por lo tanto empieza la fase de muerte.

32 GARCIA, H. Q. Microbiologia. Obtenido de Curva de crecimiento disponible en:
http://microbiologia3bequipo5.blogspot.com.co/2014/10/curva-del-crecimiento.html, [ citado el 28 de
septiembre del 2017]

33 |bid.

34 |bid.

35 GARCIA, H. Q. Microbiologia. Obtenido de Curva de crecimiento disponible en:
http://microbiologia3bequipo5.blogspot.com.co/2014/10/curva-del-crecimiento.html, [ citado el 28 de
septiembre del 2017]
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1.4 CONDICIONES DE CRECIMIENTO PARA EL CULTIVO DE MICROALGAS

La microalga debe estar en ciertas condiciones apropiadas para que tenga un
crecimiento 6ptimo, esto depende de la concentracion celular que se da a partir del
cultivo. Para que el potencial del crecimiento sea efectivo hay que tener en cuenta
las siguientes condiciones de operacion.

1.4.1 El pH. El pH 6ptimo de las microalgas es de 7.5, este incrementa conforme a
la edad del cultivo, por la acumulacion de minerales y de oxidacién de nutrientes.
Si el pH supera 7.5 la microalga entre en fase de muerte3.

1.4.2 La intensidad de mezclado del cultivo y la aireacidn. Este factor depende
de la cepa y de la especie de Microalga que se trabaje. Evita que la microalga se
sedimente, ayuda a la homogenizacién de los nutrientes, a una mejor distribucion
del calor y de la luz para una transferencia uniforme de los gases. Si se lleva a un
nivel de agitacion alto hace que la tasa de crecimiento disminuya.

1.4.3 La temperatura. Para este parametro se debe tener en cuenta tres
temperaturas Optimas. Para temperatura minima debe estar aproximadamente en
16 °C, una temperatura optima esta entre 18°C y 27 °C dependiendo de la cepa de
microalga que se esté trabajando, y por ultimo una temperatura maxima, la cual no
se debe sobrepasar de 35°C, ya que si es mayor, no deja que el crecimiento se lleve
a cabo.

1.4.4 Laintensidad luminica. En este parametro es necesario tener en cuenta dos
factores importantes. El fotoperiodo, que es el nimero de horas en las que la
microalga va a estar sometida por dias a la irradiacion, esta va a reflejar la onda de
luz por unidad de area a la cual va a estar expuesta la microalga. Y el otro pardmetro
es, el intervalo 6ptimo de luz a la cual la microalga se va a someter, generalmente
es entre 400 nmy 700 nm de longitud de onda. 3’

1.5 FOTOBIORREACTORES

Los fotobiorreactores son dispositivos utilizados para la produccion masiva de
microorganismos fotosintéticos. En su funcionamiento estos deben mantener un
medio estable y controlar las condiciones de temperatura, pH, concentraciéon de Oz
e intensidad de la luz.

%6 SANTOS A, GONZALES Y, MARTIN C. Uso y aplicaciones potenciales de las microalgas.
Universidad Pontificia Comillas de Madrid, 2013

37 Angel, M. F. (2013). Disefio, montaje y caracterizacion de fotobioreactores airlift para el cultivo
de la microalga Chlorella sorokiniana. Universidad EAFIT, Departamento de Ingenieria de
Procesos, Pag 12.
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1.5.1 Tipos de fotobiorreactores. En la industria podemos encontrar dos tipos de
sistemas de cultivo, sistemas abiertos y sistemas cerrados. En los sistemas abiertos
el cultivo de microalgas esta en contacto directo con la atmosfera. Se caracterizan
por ser instalaciones econdémicas; sin embargo, su productividad es baja debido a
que el control dentro de estos no es tan estricto y asi mismo se encuentran
propensos a la contaminacion del medio por parte de otros microorganismos. Los
sistemas cerrados se caracterizan principalmente porque su estructura es
totalmente aislada de la atmosfera, tienen un mayor y eficiente control de las
condiciones de crecimiento para las microalgas; por lo tanto proporcionan una
mayor productividad en el crecimiento de las microalgas.

Comunmente los fotobiorreactores cerrados se encuentran construidos en
materiales transparentes como el vidrio y policarbonato. En su disefio se debe tener
presentes las siguientes consideraciones:

1. Latrayectoria de la luz debe ser pequeiia.

2. Mantener una alta densidad celular.

3. Asegurar un mezclado uniforme para garantizar la exposicion luminica
constante de todas las células.

4. Implementar tramos cortos de tuberia, con el fin de evitar la inhibicion del

crecimiento por la acumulacion de O:.

Evitar acumulacion de sustancias inhibitorias.

6. Controlar condiciones de temperatura y pH 6ptimos de crecimiento.3®

o
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Actualmente se encuentran una gran variedad en los posibles disefios de los
fotobiorreactores, en la figura 6 podemos observar algunos de ellos:

Figura 6. Tipos de Fotobiorreactores
a) b)
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Fuente: Angel, M. F. (2013). Disefio, montaje y caracterizacion de
fotobioreactores airlift para el cultivo de la microalga Chlorella sorokiniana.
Universidad EAFIT, Departamento de Ingenieria de Procesos, 12.

1.5.1.1 Fotobiorreactor de tipo carrusel (a). Esta conformado por unas aspas
(Blogues Negros) que proporcionan la circulacion del medio. Generalmente se
construyen con configuraciones circulares o longitudinales, son econémicos y de
facil construccién. Una de sus desventajas es que presentan un bajo
aprovechamiento de la luz, son propensos a sufrir contaminacion y una alta
evaporacion de agua afectando la produccién de la biomasa.®

1.5.1.2 Fotobiorreactor de placas planas (b). Se caracterizan porque en ellos se
busca el uso mas eficiente la luz (distribucion uniforme de la luz). Los materiales
comunmente usados en su disefio son vidrio, plexiglass y policarbonato. Si
agitacion se puede suministrar ya sea por burbujeo a través de uno de sus lados o
por rotaciéon mecanica.*°

39 MORAN, D. (2014, Junio 17). BIOKET The global conference dedicated to PROCESSES AND
TECHNOLOGIES APPLIED TO BIOMASS. Retrieved from
https://biorrefineria.blogspot.com.co/2014/06/2014-12fotobiorreactores.htm

40 MERIDA, L. G., & Leila Queiroz Zepka, E. J.-L. (2013). Photobioreactor: Tool for mass cultivation
of Cyanobacteria. Universidad de Biotecnologia Aplicada, Departamento de Biologia . Universidad
de Carabobo, Universidad Federal de Santa Maria, Pag.16.
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1.5.1.3 Fotobiorreactor con iluminacion interna (c). Los bloques blancos
corresponden a zonas de luz. Consisten en columnas cilindricas fabricadas
generalmente en polietileno o vidrio permitiendo una buena penetracion de la luz,
se introduce el gas por la parte interior de la columna, generando en su interior gran
turbulencia y favoreciendo el intercambio del gas.*!

1.5.1.4 Fotobiorreactor de serpentin (d). Esta conformado por una serie de tubos
generalmente de polietileno, los cuales se encuentran enrollados en un armazon
circular abierta, y acoplados a una torre de intercambio de gas y un intercambiador
de calor. Contienen una entrada de energia baja pero una alta velocidad de mezcla.
Presenta un tubo interno controla la intensidad de luz y trayectoria de ésta para
mantener la temperatura adecuada.*?

1.6 CUANTIFICACION DEL CRECIMIENTO

El crecimiento de un cultivo de microalgas es expresado generalmente en:

* Numero de células (cel/mL)

» Peso seco (total y/o organico)
» Cantidad de proteina

+ Cantidad de pigmentos

* Volumen de células

» Carbono celular total

Estos deben ser calculados en un periodo de tiempo especifico o en la fase de
crecimiento. “ Comunmente el crecimiento de un cultivo de microalgas es
expresado como el incremento de su biomasa en forma de nimero de células.

Para ello se han implementado diferentes métodos de conteo, de los cuales el mas
comun en su aplicacion es el recuento celular con el uso del microscopio,
contadores de particulas (costosos y debido a esto se limita su aplicacion). También
se puede determinar por medio de la espectrofotometria evaluando los cambios de
densidad Optica del cultivo o se realiza la cuantificacion de la biomasa en peso seco.

Siendo el recuento celular el método mas sencillo y menos costos, brinda un
seguimiento constante del cultivo mediante la inspeccién visual. Con el uso de este
método no solamente se espera conocer la poblacion de células por mililitro,

41 |bid. Pag 15.

42 |bid. Pag 16.

4 VEGA, B. O. (n.d.). CONCENTRACION, RECUENTO CELULAR Y TASA DE CRECIMIENTO. La
Paz, Baja California Sur. Mexico: Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR)
Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas.
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también nos brindara la determinacion numérica del grado de divisién celular en un
determinado tiempo. 4

En este método se desea obtener una adecuada reproducibilidad, por lo cual se
deben seleccionar correctamente los siguientes parametros:

Tamafo de la muestra.

Dilucién de la muestra.

Tipo de camara de recuento.
Objetivo del microscopio
Técnica de llenado de la camara.

abrwnNpeE

Generalmente la cAmara de recuento que se utiliza es el hemocitometro con reglilla
de Neubauer. En la tabla 2, podemos encontrar las camaras que se utilizan
comunmente y sus principales caracteristicas.

1.5.1 Tipos de camaras de conteo celular. Los dispositivos de recuento celular
se seleccionan de acuerdo al tamafio de la muestra, la dilucion, objetivo del
microscopio Y la técnica de llenado de la cAmara. En la tabla 2 se puede observar
las diferentes camaras utilizadas en la industria.

Tabla 2. Camaras utilizadas para el recuento celular de microorganismos.

Nombre Volumen | Profundidad | Area | Obijetivos Tamafio céll mL
(uL) (mm) (mm?) Celular
(Hm)

Petroff Hauser 0,2 0,02 10 40-100 0,5-5 108- 106
Speirs Levy 0,4 0,2 2 10-20 5-75 104-106
Hematocitémetro 0,9 0,1 9 20-40 2-30 104-107
(Neubauer)
Hematocitémetro 3,2 0,2 16 10-20 5-75 104-106
(Fuchs-Rosenthal)
Palmer Maloney 100 0,4 250 10-45 5-150 102-10°
Sedgwick-Rafter 1000 1 1000 2,5-10 50-500 30-104

Fuente: VEGA, B. O. (n.d). CONCENTRACION, RECUENTO CELULAR Y TASA DE
CRECIMIENTO. La Paz, Baja California Sur. Mexico: Centro de Investigaciones Biologicas del
Noroeste, S.C. (CIBNOR) Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas.

En la tabla 2 es posible evidenciar las principales y mas comunes caracteristicas de
las cAmaras de recuento celular, sin embargo en la mayoria de los laboratorios se
utiliza para el cultivo de microalgas el hemocitometro de Neubauer, Para microalgas

44 VEGA, B. O. (n.d.). CONCENTRACION, RECUENTO CELULAR Y TASA DE CRECIMIENTO. La
Paz, Baja California Sur. Mexico: Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C. (CIBNOR)
Laboratorio de Biotecnologia de Microalgas.
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con mayores dimensiones y que presenten muchos dinioflagelados, los tipos de
camara usados serian Sedgwick-Rafter o Fuchs-Rosentha.

1.5.1.1 Hemocitometro o camara de Neubauer. Consiste en una placa de cristal
con forma de portaobjetos, sus medidas correspondientes son (30 x 70 mm) y (4
mm) de espesor, en la parte media de la cAmara se encuentra grabada una reticula
cuadrangular, generalmente existen dos puntos de conteo (superior e inferior) al eje
longitudinal de la cdmara, como se observa en la figura 7.4°

Figura 7. Camara de Neubauer
camara superior

camara inferior

Fuente: Bastidas, O. (2017, octubre 24).
Technical Note - Neubauer Chamber Cell
Counting.Retrieved from Conteo Celular con
Hematocitometro:
http://www.celeromics.com/es/resources/doc
s/Articles/ConteoCamara-Neubauer.pdf

En la figura 8 se puede observar que presenta nueve cuadros con lados de 1mm
(area total de recuento = 0.9 mm?. Los cuadros estan subdivididos en 16 cuadros
pequefios. El cuadro del medio (centro) contiene 25 cuadros, cada uno con un area
de 0.04 mm?, a su vez estan divididos en 16 mas pequefios.*®

45 BASTIDAS, O. (2017, octubre 24). Technical Note - Neubauer Chamber Cell Counting. Retrieved
from Conteo Celular con Hematocitometro:
http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/ConteoCamara-Neubauer.pdf

46 CENTRO REGIONAL DE INVESTIGACION PESQUERA (CRIP) Manzanillo, C. (n.d.). Protocolo
De Microalgas. Agencia de Desarrollos TECNOPLADES, pag.15.
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Figura 8. Reglilla de Neubauer.

L]

Fuente: BASTIDAS, O. (2017, octubre 24).
Technical Note - Neubauer Chamber Cell
Counting. Retrieved from Conteo
CelularconHematocitometro:http://www.celero
mics.com/es/resources/docs/Articles/ConteoC
amara-Neubauer.pdf

1.5.1.2 Elemento principales para el uso de Hemocitometro de Neubauer.
Para realizar el conteo celular se requieren los siguientes instrumentos:

a) Muestra celular: Obtenida de la homogenizacion y sobre la cual se realiza el
conteo.

b) Hemocitometro, o camara de Neubauer: Es un instrumento utilizado para el
recuento de células presentes en un medio liquido.

c) Microscopio: Aparato que facilita la posibilidad de observar objetos de menor
tamafo que son imperceptibles a simple vista. Aumenta la imagen para poder
obtener una mayor informacién del objeto a observar, mediante el uso de un
juego de lentes y luz visible para aumentar la imagen.

d) Cubreobjetos: Es un cuadro de cristal que se coloca sobre la camara de
Neubauer de manera que cubra la parte central de la camara con un tamafio de
aproximadamente (22 mm x 22 mm).

e) Pipeta o Micropipeta: Instrumento de laboratorio que es empleado para
succionar y transferir liquidos de volumenes pequefios y permitir su manejo.
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Figura 9. Elementos necesarios para realizar un conteo celular
con hemocitometro

@g o ¥ g ?)

o

© S

Fuente: Bastidas, O. (2017, octubre 24). Technical Note - Neubauer Chamber Cell
Counting. Retrieved  from  Conteo Celular con

Hematocitometro:http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/ConteoCa
mara-Neubauer.pdf
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2. METODOLOGIA

Para el desarrollo del presente proyecto de investigacion se necesitan realizar
diferentes procesos (figura 10), los cuales inician desde la seleccion tedrica de las
condiciones del crecimiento del cultivo y de las concentraciones de dioxido de
carbono a las cuales las microalgas presentan un mejor crecimiento; y finalizan con
el montaje apropiado para el inicio del proceso experimental, el cual permite llegar
a los resultados de crecimiento de las microalgas Chlorella vulgaris y Scenedesmus
dimorphus.
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Figura 10. Esquema de la metodologia.
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2.1 CONDICIONES DE OPERACION

La seleccién de los rangos de crecimiento para el cultivo de microalgas con CO:2 a
nivel de fotobiorreactor se estableci6 a partir de la revision bibliografica, evaluando
diferentes articulos (6) y tesis (4). Los articulos se seleccionaron teniendo en cuenta
los parametros de operacion establecidos en cada uno, resultados obtenidos frente
a mayores tasas de crecimiento, mejor adaptabilidad de la microalga a las
concentraciones especificadas en cada uno.

La informacién adquirida se orden6é en una tabla que permiti6 comparar las
concentraciones. La seleccién de las concentraciones se considerd a partir de
factores como la escala del proceso, la influencia del fotobiorreactor de panel plano,
y las especies de microalgas utilizadas.

Adicionalmente a la organizacion de la informacion tedrica encontrada en articulos
y tesis, se consider6 importante definir los rangos que representen dos niveles de
concentracion diferente. Un rango bajo y un rango medio.

Cuadro 1. Revision bibliografica de concentraciones de CO:>

Concentracion de CO:2 | Referencia

10%-20% (optimo 10%) | (DIAZ OVALLE & RESTREPO MANRIQUE, 2011)

1%-5% (optimo 5%) (MARTINEZ GARCIA)

2% (Rave, 2013)

5% 6 10% (BENAVENTE VALDES, y otros, 2012 volumen 4, No.
7)

5% (TEBBANI, Filips, & FILALI, 2016)

5% (YADAV, KAREMORE, KUMAR DASH, & SEN, 2015)

(0-3) % (6-9) % (Chaparro, 2014)

Los rangos de estudio que se han tenido en cuenta para la caracterizacion y
seleccién de diferentes especies en cuanto a su eficiencia de crecimiento y
porcentaje de biofijacion han sido evaluadas a rangos bajos de didxido de carbono,
donde los resultados indican que son considerados Optimos para el crecimiento de
las microalgas.

En los articulos consultados se han proporcionado resultados de crecimiento de
varias especies de microalgas cuando le son suministrados flujos de dioxido de
carbono bajos cercanos a 2 -5 %, donde se evidencian crecimientos eficientes y
alta produccién de biomasa. Asi mismo continuando la linea de investigacién y
teniendo en cuenta resultados de proyectos de investigacion realizados en la
universidad se establecieron los rangos de experimentacion con valores de (0-3%)
y (6-9%) donde se ha mostrado una mejor adaptabilidad de la microalga a estos
porcentajes de dioxido de carbono. Estos rangos se seleccionaron dado que
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representan dos concentraciones de CO2 una baja y una media y se encuentran
dentro de los rangos presentados en la literatura en la que se baso6 (Cuadro 1).

2.1.1 Condiciones de cultivo. Para el desarrollo y produccion de biomasa por parte
de las microalgas se debe contar con condiciones 6ptimas de crecimiento. Por lo
tanto para que el potencial del crecimiento sea efectivo hay que tener en cuenta los
siguientes factores, ya que el correcto control y seleccion de estos proporcionara
un mejor comportamiento de las microalgas.

Cuadro 2. Revision bibliografica de condiciones de operacion.
pH Luz Temperatura | Referencia

Longitud de Onda | Fotoperiodo

15-40°C (DIAZ OVALLE &
RESTREPO
MANRIQUE, 2011)

25-35°C (MARTINEZ GARCIA)

400 nm — 700 nm

250 nm =700 nm 25+2°C (Rave, 2013)

75 | 600nm—700nm | 124120 o0y oaeCc [ (BENAVENTE
VALDES, y otros, 2012

volumen 4, No. 7)

6.8 - 28+2°CO | (YADAV,
KAREMORE, KUMAR
DASH, & SEN, 2015)

6.6- 24-26 (ALCALA, GUAUQUE,
6.9 & RUBIO, 2013)

6.7 - 225+25°C | (CASTRO, ORTIZ, &
7.0 700 nm RUBIO, 2014)

6.8 20°C (CORREA, LARROTA,

& RUBIO, 2012)
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2.1.1.1 La intensidad luminica. Se emplearon dos bombillas de luz roja
incandescente (700 nm) de 21 W de potencia, estas fueron ubicadas en las partes
frontales del FBR para proporcionar una iluminacién uniforme dentro de este.

2.1.1.2 Fotoperiodo. El fotoperiodo se definié a partir de informacion bibliografica
(Cuadro 2); para su implementacién se utilizé un temporizador el cual se conectd a
las bombillas utilizadas para asi proporcionar un fotoperiodo de 12 horas luz y 12
horas oscuridad (12L:120). El suministro de luz iniciaba a partir de las 6 am y
finaliza a las 6 pm.

2.1.1.3 pH. Para eso se utilizé un regulador electronico de CO2 Deluxe Aquatek con
solenoide integrado, su funcion es actuar sobre la electrovalvula, a su vez controla
el caudal de CO2 que ingresa al fotobiorreactor, mediante el controlador de pH
previamente establecido a un limite de 7,5 a partir de la revision teérica como se
observa en el cuadro 2, y esta conectado al regulador electrénico se tiene un control
sobre el valor limite de pH. Esto se realiza con el fin de asegurar en el medio un pH
optimo de crecimiento ya que altas concentraciones de CO: acidifican el medio
proporcionando un aumento de pH y generando la muerte de la microalga.

2.1.1.4 Agitacién. Para ello se utilizoé un difusor que presenta aberturas de (2mm)
ensamblado en la parte inferior del fotobiorreactor el cual proporciona la agitacion
en el medio y por el que fluye el COx.

2.1.1.5 Temperatura. Un elemento presente en el FBR es el termostato Venus
Aqua (100 W), el cual se encuentra sujeto a la parte central a una de las paredes
frontales del FBR teniendo contacto directo con el medio, este proporciona la
temperatura adecuada de éptimo crecimiento (24°C +- 2.5°C) que se ha establecido
a partir de la revision tedrica como se puede observar en la cuadro 2.

2.1.1.6 Medio de cultivo. Para ello se utilizé el medio fertilizante Agricola
Foliagro, cuya composicion se observa en la tabla 3, este es caracteristico por
presentar un bajo costo en el mercado. El medio de cultivo se preparé diluyendo 2
ml de fertilizante en 1L de agua destilada.
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Tabla 3. Composicion de fertilizante Agricola

Foliagro

Compuesto Cantidad (g/L)
Nitrogeno total (N) 100
Fosforo asimilable (P20s) 300
Potasio soluble en agua (K20) 100
Calcio (CaO) 0,2
Magnesio (MgO) 0,2
Azufre total (S) 0,8
Boro (B) 0,2
Hierro (Fe) 0,4
Manganeso (Mn) 0,4
Molibdeno (Mo) 0,03
Zinc (Zn) 0,5
Cobre (Cu) 0,2

Fuente: CHAPARRO, M. Y. (2014). Evaluacion de la
influencia del diéxido de carbono y la concentracion inicial de
Chlorella vulgaris sobre la produccion de lipidos a escala
laboratorio. Bogota D.C: Fundacién Universidad de América,
Facultad de Ingenieria Quimica.

2.3 SELECCION DE CEPAS DE MICROALGAS

En este proyecto de investigacion se trabajaron las microalgas Chlorella vulgaris y
Scenedesmus dimorphus, las cuales fueron suministradas por el grupo de
investigacion BIOTEC-FUA de la Universidad de América, que lo adquirié de la
Universidad de Antioquia.

Se realiz6 una eleccién de las microalgas, a partir de una matriz de seleccion como
se observa en las tablas 4 y 5, en la que se evaluaron cinco criterios importantes
para la biofijacién del CO2. A cada criterio se le dio un porcentaje segun el impacto
y la importancia que tiene sobre la biofijacion. Luego se evalu6 de 1 a 10 cada
criterio para las 4 microalgas mencionadas en la matriz teniendo en cuenta los
antecedentes estudiados y después de una extensa revision bibliografica.
Finalmente se multiplico la clasificacion de cada microalga con el peso que se le dio
a cada criterio para determinar qué microalgas tienen mayor puntaje. Por esta razén
y por la facil obtencion de estas dos cepas de microalgas, en este trabajo de grado
se realiza la evaluacién de la biofijacion del diéxido de carbono para Chlorella
vulgaris y Scenedesmus dimorphus.
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Tabla 4. Matriz de seleccion de cepas de microalgas

MICROALGAS
CLASIFICACION
Criterios de Chlorella| Spirulina| Nannochloris | Scenedesmus REFERENCIAS
evaluacion Peso | vulgaris | platensis sp. dimorphus BIBLIGRAFICAS
(MARTINEZ
. GARCIA)
Réapido (VASQUEZ, 2013)
crecimiento 20% 10 2 2 4
Capacidad de
biofijacién de ] (MARTiNEZ
COo2 25% 8 2 2 9 GARCIA)
Facil 0 (MARTINEZ
manipulacion 10% 10 5 5 2 GARCIA)
Facil 0 UNIVERSIDAD DE
Obtencién 25% 10 5 5 10 AMERICA
Metabolismo (MARTINEZ
(fotoheterotrof ) (C;"//}F;%C)EZ
0) 20% 10 10 10 10| 2013)
Tabla 5. Microalgas seleccionadas
MICROALGAS
CLASIFICACION X PESO
Chlorella| Spirulina| Nannochloris | Scenedesmus
Criterios de evaluacion | vulgaris | platensis sp. dimorphus
Réapido crecimiento 2 0,4 0,4 0,8
Capacidad de biofijacién
de CO2 2 0,5 0,5 2,25
Facil manipulacion 1 0,5 0,5 0,2
Facil Obtencién 25 25 25 2,5
Metabolismo
(fotoheterotrofo) 2 2 2 2
TOTAL 9,5 5,9 5,9 7,75

2.4 PREPARACION DEL INOCULO

El proceso de activacion del in6culo asi como en el proceso de llevar este a
volimenes mayores, se realiz6 en un ambiente totalmente esterilizado por medio
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de la Técnica Aséptica*’, la cual consiste en esterilizar todos los materiales con la
ayuda de los mecheros de Bunsen para prevenir la contaminacién de la microalga.

2.4.1 Iné6culo de las microalgas. Se preparé a partir de la biomasa microalgal de
cada cepa, la cual fue extraida por una punta de asa, y se llevo a 5 tubos de ensayos
gue contenian 5 mL de agua destilada.

Luego de verificar cualitativamente que la microalga en agua destilada no se
encontraba contaminada se procedi6 a llevar el indculo a volumenes mayores.

El volumen de microalga en cada tubo de ensayo se paso a un recipiente de vidrio
de 1 L. Después de constatar, de manera cualitativa, que los cultivos estaban en
buenas condiciones, es decir que el color de cada cepa era el indicado, y que no
presentaba floculaciones ni indicios de contaminacion, los cultivos de 1 L se llevaron
a un recipiente de 4 L los cuales contenian 2 L de medio de cultivo, como se observa
en la figura 11.

Figura 11. Activacion del in6culo

y, TS S
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Tubos 0% ensay
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8 de microaigs con medo da cutivo con 2 Mras da medio de cutvic

2.4.2 Produccion inicial de biomasa. El proceso previo al cultivo de las microalgas
a nivel de fotobiorreactor de panel plano a escala laboratorio, consistié en generar
volimenes de cultivo mayores a partir del inoculo.

Los cultivos en los recipientes de 4 L, se llevaron a una incubadora en donde se les
suministraron las condiciones de operacién apropiadas para su 6ptimo crecimiento,
como la luz led roja, la agitacion por medio de una bomba de aire (Sobo modelo Sb-
348a) y el fotoperiodo con la ayuda del temporizador conectado a la iluminacion
(marca CTECH con una potencia de 6 Watts y con 48 leds de color rojo) programado
12 horas luz y 12 horas oscuridad como se observa en la figura 12.

47 Universidad Nacional Auténoma de México. Técnica Aséptica. Disponible en:
http://mediacampus.cuaed.unam.mx/node/4209. [en linea]. 30 de noviembre de 2017
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Figura 12. Montaje para el crecimiento del inoculo
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2.5 FOTOBIORREACTOR PANEL PLANO

La produccion de la biomasay el procesamiento para evaluar la biofijacién del CO:2
se realizaron en el fotobiorreactor panel plano (figura 13), fue suministrado por el
grupo de investigacion BIOTEC-FUA. Consta de 4 placas de polimetilmetacrilato
con las siguientes dimensiones (tabla 6).

Se trabaj6 en un fotobiorreactor de panel plano, ya que en las investigaciones de la
universidad han recomendado evaluar la biofijacion en otro tipo de fotobiorreactor
ya que solo se ha trabajado en FBR tubular.*®

Tabla 6.Dimensiones del FBR panel plano

Dimensiones Placa lateral Placa frontal
Ancho 0,05m 0,4 m
Alto 0,2m 0,2m

Fuente: ZAPATA, J. F. (2016). Evaluacién de la disminucién en la
concentracién de CO2 proveniente de una emision del tratamiento térmico
de residuos mitigado mediante el uso de la microalga Chlorella vulgaris.
Bogot4, D.C: Fundacion Universidad de América, Facultad de Ingenieria
Quimica.

48 Zapata, J. F. (2016). Evaluacién de la disminucién en la concentracién de CO2 proveniente de una emision
del tratamiento térmico de residuos mitigado mediante el uso de la microalga Chlorella vulgaris. Bogota, D.C:
Fundacién Universidad de América, Facultad de Ingenieria Quimica.
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Figura 13. Fotobiorreactor vista lateral y frontal

Placa lateral

Placa frontal

/V

Las placas laterales tienen un ancho de 0,05 m y un alto de 0,2 m, y las placas
frontales cuentan con 0,4 m de ancho y 0,2 m de alto. Las 6 placas que componen
el fotobiorreactor se sostienen con la ayuda de 12 tornillos de 3 mm de diametro
con su respectivo empaque Yy tuercas. En la parte inferior del fotobiorreactor se
encuentra el tubo de PVC que permite el paso del flujo de COz2 con la ayuda de las
mangueras gue van conectadas desde la parte externa del fotobiorreactor a partir
de un burbujeo que se da por las perforaciones que este contiene. En la parte
central de una de las placas frontales se encuentra el termostato, que permite
proporcionar la temperatura 6ptima para los experimentos y en la placa superior se
encuentra un agujero en donde va ubicado el pH-metro.*°

2.5.1 Elaboracion del montaje para el cultivo de las microalgas. Como segundo
paso, se inici6 la elaboracién del montaje apropiado (figura 14) para un proceso de
biofijacién éptimo y produccion de biomasa de cada cepa de microalga. El montaje
se realizo con los siguientes equipos:

49 MIRYAM YESSENIA SUARES CHAPARRO y JULIO ERNESTOCHICAGUI LARROTA, “Evaluacién de la
influencia del diéxido de carbono y la concentracion inicial de Chlorella vulgaris sobre la produccion de lipidos
a escala laboratorio” Bogota.D.C 2014; Trabajo de grado (ingeniero quimico). Universidad de América. Facultad
de Ingenieria Quimica. Departamento de Ingenieria Quimica
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Figura 14. Montaje para la biofijacion de CO2 y produccion de biomasa
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2.5.1.1 Fuente de CO2 El flujo del diéxido de carbono es suministrado al
fotobiorreactor a partir de un tanque auxiliar con capacidad de 10 kg (figura 15).
Esta corriente de CO2 se controlé por medio de un regulador, teniendo en cuenta
las concentraciones establecidas de CO:2 en la seccion 2.1.1 que se trabajan para

la biofijacion de la microalga.

Figura 15. Fuente de COz2
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2.5.1.2 Regulador de COz2. El control de la presion de salida desde la fuente de COz2
(tanque auxiliar) se realiz6 por medio de un regulador marca Deluxe Aquatek (figura
16) con un indicador de presion bajo el cual se estaba trabajando.

Figura 16. Regulador de CO:2

2.5.1.3 Sensor de CO2 K-33 ICB. Permite medir la concentracion de CO:2 que esta
saliendo de la bala y la que va a entrar directamente al fotobiorreactor. Las
especificaciones y caracteristicas del sensor se observan en el Anexo A.

El sensor funciona con la ayuda de una tarjeta K- 33ICB (figura 17) la cual mide el
porcentaje de concentracion de CO2 de una corriente de flujo que pasa a través de
un tubo de 0,8 mm, este va desde la bala de CO:2 hasta la entrada del sensor, con
la ayuda de un filtro de liquido.

Para poder determinar cuanto porcentaje de CO:2 esta entrado al sensor se usa un
cable de datos que va conectado al computador y por medio del software GasLab®°
se va graficando la variacion del porcentaje del di6xido de carbono que entra a
determinado tiempo. Los datos obtenidos por el software fueron recopilados como
se observa en el anexo B. El flujo se puede aumentar o disminuir con la ayuda del
regulador.

50 CO2Meter. Software& documentation dowloads, GasLab Sensor Confiuration & Dtata Logging
Software. Disponible en:https://www.co2meter.com/pages/downloads [en linea ]: 28 noviembre de
2017
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Figura 17. Sensor K-33 ICB

2.5.1.4 Controlador de pH. El control del pH se dio interrumpiendo el paso del flujo
del COz2 al cultivo, con la ayuda del sensor del pH marca Milwaukee (figura 18),
Este monitorea constantemente el pH del sistema y cierra automaticamente la
electrovalvula del regulador cuando los valores de pH esta por encima de 7 o por
debajo de 6.

Figura 18. Controlador de pH
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2.6 CULTIVO DE MICROALGAS EN EL FOTOBIORREACTOR PANEL PLANO

A patrtir del crecimiento de la biomasa inicial, se tomaron para cada ensayo en el
fotobiorreactor 1,5 L de microalga y 0,5 L de medio para un volumen total de 2 L.

Tabla 7. Ensayos realizados para la produccion de biomasa

Ensayo Microalga Volumen ( 2 Litros) % CO2
Primero Scenedesmus Microalga:1,5 L (0-3)
Segundo dimorphus Medio de cultivo: 0,5 L (6-9)
Tercero | Chlorella vulgaris | Microalga: 1,5 L (0-3)
Cuarto Medio de cultivo: 0,5 L (6-9)

Control 1 Scenedesmus Microalga: 1,5 L

dimorphus Medio de cultivo: 0,5 L Aire
Control2 | Chlorella vulgaris | Microalga:1,5L
Medio de cultivo: 0,5 L

Para el proceso de crecimiento y biofijacion se realizaron 4 ensayos en los que se
varié el porcentaje de concentracion y el tipo de microalga como se observa en la
tabla 7.

2.6.1 Condiciones iniciales de trabajo en el fotobiorreactor. Previo a la puesta
en marcha de los cultivos microalgales, a nivel de fotobiorreactor, se inicié con la
limpieza y la desinfeccién del FBR panel plano, con la ayuda de 3 gotas de cloro y
3 litros agua destilada. El fotobiorreactor se dejoé funcionando con aire que era
suministrado por una bomba Penn Plax Air-Pods de 75 galones, durante una
semana. Luego se realizé el cambio del cloro y del agua y se dejé funcionando por
otra semana, para asegurar la limpieza total del tubo de difusor.

Después de verificar que el fotobiorreactor se encontraba correctamente
esterilizado, se procedi6 a realizar los ensayos.

2.6.2 Primer ensayo. A partir del montaje mostrado en la seccién 2.4 (figura 13),
se dio inici6 a la crecimiento y biofijacion de la microalga Scenedesmus dimorphus.
Al fotobiorreactor previamente desinfectado, se le afiadieron 1.5 litros de microalga
y 50 mL de medio de cultivo, se manejo el rango de concentraciones de 0%- 3%
de CO:2 durante 7 dias y se realizo el conteo celular cada 24 horas.

Pasados los 8 dias se desocupdé nuevamente el fotobiorreactor y la microalga se
llevé a 2 recipientes de 1 litro para su posterior sedimentacion. En este primer
ensayo se inicié con una concentracion de 1,28 x 108 cel/mL de Scenedesmus
dimorphus.
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2.6.3 Segundo ensayo. Luego de la previa desinfeccion del fotobiorreactor se dio
inicio al segundo ensayo, en donde se le adiciono al fotobiorreactor nuevamente
1,5 litros de Scenedesmus dimorphus y 500 mL de medio de cultivo. Se manejé un
rango de concentracion de 6% a 9% de CO:zdurante 8 dias, realizando el conteo
celular cada 24 horas.

En este ensayo se inici6 con una concentracion de 1,28x 10°% cel/mL de
Scenedesmus dimorphus. Al cabo de los 8 dias se desocupd el fotobiorreactor y se
realizd su desinfeccion y la microalga se llevd a 2 recipientes de 1 litro para su
posterior sedimentacion.

2.6.4 Tercer ensayo. Una vez terminada la limpieza del fotobiorreactor, se llevo a
cabo el tercer ensayo, en donde se empez6 a evaluar el comportamiento de la
microalga Chlorella vulgaris a un rango de concentracion de 0% a 3% de CO:
durante 8 dias. Al fotobiorreactor también se le afiadieron 1,5 litros de microalga y
500 mL de medio de cultivo y se realizé el conteo celular cada 24 horas. Este
experimento se inicié6 con una concentraciéon de 5,85x 10° cel/mL de Chlorella
vulgaris. Nuevamente se desocupoé el fotobiorreactor para el Ultimo ensayo y la
microalga se llevo a 2 recipientes de 1 litro para su posterior sedimentacion.

2.6.5 Cuarto ensayo. Finalmente se llevo a cabo el cuarto ensayo, en donde se
evaluo el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris con un flujo de Dioxido de
Carbono de 6% a 9% durante 8 dias. Luego de la limpieza adecuada para el
fotobiorreactor se afiadieron 1,5 litros de microalga y 500 mL de medio de cultivo y
el conteo se realiz6 cada 24 horas.

Para este ensayo se inici6 una concentraciéon de Chlorella vulgaris de 6,25x10°
cel/mL. Pasados los 8 dias la microalga se llevo a 2 recipientes de 1 litro para su
correcta sedimentacion.

2.6.6 Control 1 y control 2. Se realizd el crecimiento de las dos cepas de
microalgas en el fotobiorreactor panel plano con un flujo de aire suministrado por la
bomba Penn Plax Air-Pods de 75 galones, para observar la diferencia del
crecimiento frente al suministro de CO2. En este ensayo se inici6 con una
concentracion de 7,67 X10° cel/ mL de Scendesmus dimorphus y 5,42 X 106 cel/mL
de Chlorella vulgaris.

Cabe aclarar que para los ensayos no se realizaron repeticiones por razones de
costos, por lo tanto para precisar los datos, se realizaron 3 conteos diarios los cuales
se observan en el Anexo C.
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2.7 CONTEO CELULAR

El conteo celular se realiz6 cada 24 horas con la ayuda del microscopio y en la
camara de Neubauer, para determinar el crecimiento celular y produccion de
biomasa para cada cepa de microalga con sus respectivos rangos de
concentracion de diéxido de carbono. A partir de este conteo se logra iniciar el
analisis de los resultados y el crecimiento de la microalga por medio de la
ecuacion 1.

Ecuacion 1. Calculo de concentracion celular
numero de células*factor de dilucion ml

, cely
Concentraciones (—)—
mL Volumen (ml)

* Numero de células es la suma de todas las células contadas.

. Volumen es el total de todos los cuadros en donde se realizé en
recuento. El volumen de 1 cuadro grande es de 0,0001mL.

Fuente: BASTIDAS, Oscar. Conteo celular con hematocitémetro, uso elemental del
Hematocitometro.Disponibleen:http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/
Conteo-Camara-Neubauer.pdf. [En linea]. 8 de noviembre de 2017. Pag. 4.

Figura 19. Conteo de células en la camara de

Neubauer
| J: '+"L

U=

Fuente: YEPIZ, Arturo. Operar equipo y material de
laboratorio. Camara de Neubawer. Disponible en:
http://arturo18yepiz.blogspot.com.co/2009/05/camara-de-
neubawer.html [En linea]. 8 de noviembre de 2017.
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Teniendo en cuenta los cuadros en donde se realiz6 el conteo (figura 19) se calculo
correctamente la concentracion celular con respecto al volumen utilizado, el cual es
0,2 mm de lado (ancho y alto) y 0,1 mm de profundidad, estos datos se determinan
en la camara de Neubauer. Por lo tanto la ecuacion 1 queda de la siguiente manera

N° células totales*factor de dilucion
5 cuadros=(0,2mm=0,2mm=0,1mm)

., cel
Concentracidon (ﬁ) =

N° células totalesxfactor de diluciéon
= 0,001 mL)
1mm3
_N° células totales*factor de diluciéon
B 2x10~5mL

5 cuadros=(0,004 mm3)*(

Con respecto al factor de dilucién se tiene en cuenta cuando el conteo celular
supera los 2,5 millones de células por mL,>! ya que a este punto, la probabilidad de
cometer errores es muy grande, por lo tanto es recomendable realizarle una dilucién
a la muestra con solucién salina. La relacion que se tiene en cuenta para la dilucion
es que por cada 0,5 mL de muestra se adiciona 4,5 mL de solucién salina. Si a la
primera dilucion no es sencillo realizar el conteo, se deber realizar una segunda
dilucién por lo tanto se multiplicaria por 102 y el factor de dilucién seria 102, y asi
sucesivamente con respecto a la cantidad de diluciones que sea necesario realizar.

Luego de determinar la concentracion celular se procedié a determinar la velocidad
del crecimiento celular a partir de la ecuacion 2

Ecuacion 2. Velocidad maxima para el crecimiento de la microalga

Ln (N) =Ln (No) + pmax=t

En donde:

. N= concentracion celular a t.

. No= concentracion celular en tiempo cero
. Umax= velocidad maxima.

. t=tiempo

2.8 OBTENCION DE BIOMASA SECA Y BIOFIJACION

El protocolo que se utilizé para obtener la biomasa de las dos cepas de microalgas
para cada rango de concentracion, es la determinacion de peso seco tomado del

51 BASTIDAS, Oscar. Conteo celular con hematocitdmetro, uso elemental del Hematocitometro.
Disponible en: http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-
Neubauer.pdf. [En linea]. 8 de noviembre de 2017. P&g, 4.
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libro “Métodos y herramientas analiticas en la evaluacion de la biomasa
microalgal™? en donde se indican los siguientes pasos.

2.8.1 Tomade volumen de la microalga. Luego de dejar sedimentar cada muestra
de microalga por 4 dias, se procedio retirar el volumen de agua en exceso que era
971 mL. Posterior a esto, se tom6 29 mL de la parte sedimentada, se homogeniz6
y se llevo a los recipientes de aluminio. Luego de ser pesados en balanza analitica
HT 200e / 0,0001g.

2.8.2 Secado en la estufa. Después de tener el volumen conocido de las muestras
en los recipientes de aluminio, se llevo a la camara de secado Nabertherm TR120,
a una temperatura de 50°C durante 18 horas, este tiempo de secado depende del
tipo de estufa que se usa y el volumen de la muestra.

2.8.3 Recipientes en el desecador. Pasadas las 18 horas, se retiraron los
recipientes de aluminio de la cAmara de secado, se pesaron en la balanza analitica,
para poder determinar cuanta agua se retird, y posterior a esto se llevaron a un
desecador durante 2 horas, para extraer la humedad sobrante.

2.8.4 Peso Seco. Pasadas las 2 horas en el desecador, se llevaron los recipientes
de aluminio a la balanza analitica. Para determinar si el retiro de humedad es
considerable o no. si el retiro es muy considerable, se debe repetir nuevamente el
protocolo, hasta que el peso de la biomasa seca sea constante.

2.8.5 Calculos de peso seco. Luego de verificar que el peso de la biomasa es
constante, se determina el peso seco total con la ecuacion 3.

Ecuacion 3. Determinacién de peso seco

Peso seco (?)

Peso de recipiente de muestra seca (mg) — Peso de recipiente (mg)

Volumen de cultivo secado (L)

Fuente: ARREDONDO, Bertha; VOLTOLINA, Doménico. Métodos y herramientas
analiticas en la evaluacion de la biomasa microalgal. Centro de investigaciones bioldgicas,
La paz, Baja California sur, México (2007, ISB=9-78-968571-55-15. 1 vol. Cap. lll, p.27

52 ARREDONDO, Bertha; VOLTOLINA, Doménico. Métodos y herramientas analiticas en la
evaluacion de la biomasa microalgal. Centro de investigaciones biolégicas, La paz, Baja California
sur, México (2007, ISB=9-78-968571-55-15. 1 vol. Cap. lll, p.27
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2.8.6 Determinacion de la biofijacion de CO:2 por los cultivos de microalgas. A
partir de la determinacion del peso seco, se calculé la Biofijacion con las siguientes
ecuaciones 4y 5.

Ecuacion 4. Biofijacion del Dioxido de Carbono a partir
del conteo celular

Xo

McCo,
*

*
¢ Mc

CO, Biofijacion="uis=

Fuente: A, Rinanti; E, Kardena; A, Astuti; K, Dewi, et al. “Integrated
vertical photobioreactor system for carbon dioxide removal using
phototrophic microalgae” Nigerian journal of technology. Vol 32 No 2.
2013. Pag. 225-233

Ecuacién 5. Biofijacion del Dioxido de Carbono a
partir de la productividad de biomasa seca

CO; Biofijacion=p*c* 2<%

c

Fuente: F, Jianhua; X, Hui; L, Yuanchan; W, Minxi; H,
Jianke; W, Weiliang, L, Yaunguang, et al.”Impacts of CO2
concentration on growth, lipid accumulation, and carbon-
concentratingmechanism-related gene expression in
oleaginous Chlorella” Appl Microbiol Biotechnol. 2015. Pag.

2451-2462
En donde:
. Xmax=Concentracion maxima celular.(cel/L)
. Xo=Concentracion celular inicial.(cel/L)
. P= productividad de biomasa seca (g/L*d)
. C=Carbdn gue contiene la biomasa.
. t= tiempo requerido para llegar a la concentracibn maxima.(d)

. MCO:2 = peso molecular de CO2(g)
. MC= peso molecular de C (g)

2.8.7 Estadistica de la biomasa seca obtenida. A partir de disefio factorial con
una observacion por celda, se pretende analizar si los factores que se cambiaron
durante el desarrollo del proyecto intervienen en la obtencion de biomasa seca, es
decir, si el cambio de microalga y el cambio de concentraciones de CO: intervienen
en la cantidad de biomasa producida.
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2.8.8 Estadistica del grado de biofijacion CO2. Se realizé un andlisis estadistico
para determinar qué factores intervienen en la biofijjacion de CO2, teniendo en
cuenta el cambio de la cepa de microalga y el cambio de la concentracion del
diéxido de carbono suministrado. Esto se realiz6 a partir del disefio factorial con una
observacion por celda con ANOVA, ya que este tipo de andlisis es el indicado para
experimentos que por razones de costos y de tiempo no se puede realizar mas de
una repeticion, como en el caso de este proyecto.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS

3.1 SELECCION DE CONCENTRACIONES DE DIOXIDO DE CARBONO

Tabla 8. Concentraciones seleccionadas de CO2

Microalgas Concentracion de CO2

Chlorella vulgaris (0-3%) (6-9%)

Scenedesmus dimorphus.

A partir de la revision tedrica sobre las condiciones de crecimiento que se
presentaron en la seccion 2.1 se pudo determinar que a concentraciones menores
de 10% de COz2 las microalgas presentan un mejor crecimiento por esta razon, en
este proyecto de investigacion se realizo el crecimiento y la biofijacion en 2 rangos
gue son de (0-3) %CO: y de (6-9) % de CO2. No se realizo el analisis del crecimiento
en el rango de (4-5) %CO2 debido a que segun investigaciones previas en este
rango la microalga Chlorella vulgaris presenta un comportamiento uniforme a lo
largo del tiempo®3.

Se han establecido rangos de concentracion debido a que el suministro de
corrientes con concentraciones de CO:2 especificas generan mayores costos,debido
a ello se implementé un montaje adecuado como se mencioné en la seccion 2.5.1
en donde se asegura el correcto control del flujo del COs-.

3.2 CRECIMIENTO DE LAS CEPAS MICROALGALES BAJO DIFERENTES
CONCENTRACIONES DE CO2

Para determinar qué porcentaje de diéxido de carbono proporciona un mayor
cremiciento en las microalgas trabajadas en este proyecto, se realizé la curva de
crecimiento para cada cepa a los rangos de concentraciones indicados en la
seccién 3.1 y a 0% de COg, para poder observar si al suministrar el diéxido de
carbono hace que las microalgas tengan un crecimiento considerable.

53 CHAPARRO, Myriam. (2014). Evaluacion de la influencia del dioxido de carbono y la
concentracion inicial de Chlorella vulgaris sobre la produccion de lipidos a escala laboratorio. Bogota
D.C: Fundacion Universidad de America, Facultad de Ingenieria Quimica.
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3.2.1 Crecimiento de la microalga Scenedesmus dimorphus.

Grafica 1. Curva de crecimiento de Scenedesmus dimorphus
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En la grafica 1 se puede observar el comportamiento que presento la microalga
Scenedesmus dimorphus al suministrar los rangos de concentracion de dioxido de
carbono ya establecidos. Se puede decir que la microalga con el rango de (0-3) %
CO:2 tuvo una mayor concentracioén final que fue de 4,58x 108 cel/mL y que tomo
solo 1 dia para adaptarse al medio y al diéxido de carbono, ya que a partir del
segundo dia se ve que empieza a crecer satisfactoriamente. Mientras que al
suministrar (6-9) % CO: la microalga tomo mas tiempo para adaptarse que fue de
2 dias aproximadamente, y su maxima concentracion alcanzada fue de 3,97x 10°
cel/mL. También indica que la microalga Scenedesmus dimorphus en condiciones
normales, es decir, sin suministrar corriente de dioxido de carbono, necesita mas
dias para adaptarse al medio foliagro que al diéxido de carbono como se observa
en la grafica 1, la Scenedesmus con solo foliagro se demor6 3 dias en adaptacion
mientras que con diéxido de carbono necesito 1 o 2 dias para adaptarse.

Con los resultados anteriores se confirma los datos de las fuentes bibliograficas en

donde especifican que el crecimiento de las microalgas es mas alta de lo normal
cuando se suministra pequefias concentraciones de COa.

En el momento de realizar la curva de crecimiento de la microalga Scenedesmus
dimorphus se pudo determinar que el crecimiento de esta microalga llega hasta el
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dia 8, y segun el articulo “integrated vertical photobioreactor system for carbén
dioxide removal using phototrophic microalge” de la reviste NIJOTECH Universidad
de Nigeria, indica en sus resultados, que la microalga Scenedesmus necesita de 8
dias para llegar a su maxima concentracion celular. En este articulo estudian el
crecimiento de la microalga cuando se le suministra dioxido de carbono al 2%, 5%,
7 % y 8%, y demuestran que en todas las concentraciones la Scenedesmus tiene
un crecimiento hasta el dia 8. Por tal razon, en este proyecto el tiempo de conteo
celular para determinar el crecimiento y la biofijacion fue de 8 dias.

Grafica 2. Velocidad de crecimiento de Scenedesmus dimorphus
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En la gréfica 2 se observa la linealizacion de la curva del crecimiento, para esto, se
determind el logaritmo natural de los datos de las concentraciones celulares, y se
graficé con respecto al tiempo. A partir de esta grafica se pudo determinar la
ecuacion para cada curva y asi calcular el pmax (ecuacion 2) mencionada en la
metodologia, es decir la velocidad maxima a la que llegé la microalga para su
crecimiento a cada rango de concentracién de COo.

Tabla 9. Velocidad maxima de Scenedesmus dimorphus a diferentes rangos de CO;

Ensayo Concentracion de Ecuacion de la
CO2 grafica Hmax. (d™1)
Primer (0%-3%) y=0,1417x+14,104 0,1417
Segundo (6%-9%) y=0,1680x+13,935 0,1680
Control 1 Foliagro (0%) y=0,1320x+13,354 0,1320

En la tabla 9 estan las velocidades maximas de la Scenedesmus dimorphus a los
rangos de concentracion de CO:2 establecidos. Con respecto a estos resultados se
puede decir que la microalga que se sometid en un rango de (0-3) % CO:z genera
menor cantidad de masa por dia que la microalga que se sometio de (6-9) % CO2y
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la microalga que se sometid a solo aire genera una menor cantidad de masa por
unidad de biomasa por cada dia.

También se puede observar en las velocidades méaximas de cada ensayo no son
tan diferentes, por lo tanto las concentraciones en las que inicia cada ensayo no
perjudica el crecimiento de la microalga.

3.2.2 Microalga Chlorella vulgaris

Gréfica 3. Curva crecimiento Chlorella vulgaris
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En la grafica 3 se observa el comportamiento de la Chlorella vulgaris al suministrar
los diferentes rangos de concentraciones establecidas de dioxido de carbono. Se
puede decir que la microalga Chlorella vulgaris tiene una fase de adaptacion de 4
dias sin importar el porcentaje de concentracion de diéxido de carbono que se le
suministre, ya que como se observa para el tercer y cuarto ensayo tuvo el mismo
tiempo de adaptabilidad.

Por otra lado, en esto ensayos también se rectificaran los datos de la bibliografia
consultada, en donde indican que a menores concentraciones de CO2 mayor sera
el crecimiento microalgal, ya que como se observa el tercer ensayo tiene una
concentracion maxima de 2,61 x107 cel/mL al cabo de los 8 dias, mientras que la
del cuarto ensayo es de 1,36x10° cel/mL
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Para realizar el conteo celular de la Chlorella vulgaris también se tomaron 8 dias,
ya que este factor puede afectar los resultados al momento de comparar de las dos
cepas trabajadas cuando se determine la biomasa secay el grado de biofijacion de
COo2.

Grafica 4. Velocidad de crecimiento de Chlorella vulgaris
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La velocidad maxima de la Chlorella vulgaris se determiné de la misma forma que
la microalga Scenedesmus dimorphus. Los resultados se observa en la tabla 10

Tabla 10. Velocidad maxima de Chlorella vulgaris a diferentes rangos de CO2

Ensayo Concentracion de Ecuacion dela | pmax. (d1)
CO2 grafica
Tercer (0%-3%) y=0,187x+15,561 0,187
Cuarto (6%-9%) y=0,116x+15,541 0,116
Control 2 Foliagro (0%) y=0,1014+15,466 0,1014

La velocidad maxima de Chlorella vulgaris a (0-3) % de CO2es mayor, lo que quiere
decir que genera una mayor de cantidad de biomasa por dia que cuando se
suministra de (6-9) %CO2, esto se puede evidenciar mejor en los resultados de peso
seco. Gréfica 5.
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3.3 DETERMINACION DE LA BIOFIJACION DE DIOXIDO DE CARBONO EN LA
CEPAS CULTIVADAS

Para especificar cual microalga tiene mayor grado de biofijacion de diéxido de
carbono se debe determinar primero la biomasa seca como se describe en la
metodologia. Por lo tanto en esta seccion, se presentan primero los resultados de
la biomasa seca y posterior a esto se presenta el grado de biofijacion de cada
experimento.

3.3.1 Obtencién de biomasa seca. En la tabla 11 se presentan los datos usados
para determinar la biomasa seca a partir de la ecuacién 3. El peso inicial es el de
cada recipiente de aluminio que se us6 para poner la muestra en la cadmara de
secado Nabertherm, el peso final es el del recipiente de aluminio con la muestra
seca, Yy el volumen total que se tomo para cada muestra es de 0,029 L. ya que este
volumen fue el minimo que se obtuvo en las muestras, teniendo en cuenta que para
realizar la biomasa seca se necesita el mismo volumen para cada muestra y si se
toma volumenes grandes para secar, se requiere otro tipo de protocolo, por lo que
el tiempo y la temperatura usadas en este proceso no seran suficientes para secar
las muestras.
Tabla 11. Resultados de biomasa seca

Ensayos Peso final Peso inicial Volumen | Biomasa

(9) 9) L) Seca (g/L)

Primer (0-3)% CO2> | 4,3307 4,1445 0,029 | 6,4207
Segundo (6-9)%CO2 | 6,6003 6,3478 0,029 8,7069
Tercer (0-3)%CO2 4,3665 4,1498 0,029 17,4724
Cuarto (69)%CO:2 4,2616 4,1632 0,029 3,3931

A partir de los resultados que se presentan en la tabla 11, se construy6 la gréafica 5,
la cual indica la cantidad de biomasa seca por cada litro obtenida en cada
experimento.
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Grafica 5. Peso seco de la biomasa obtenida
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En la grafica 5 se puede observar que al suministrar un rango de concentracion de
(6-9) % CO2 el rendimiento de microalga Scenedesmus dimorphus es el mas
favorecido para la obtencion de biomasa seca ya que se genero 8,71 g/L. Con este
dato se corrobora la velocidad méaxima obtenida en la seccion 3.2.1, en donde se
indic6 que el experimento con mayor velocidad maxima es el que mas cantidad de
biomasa genera por dia. Lo mismo sucede, si solo se compara la obtencién de
biomasa seca para la microalga Chlorella vulgaris, como se observa en la seccién
3.2.2 el experimento con la mayor velocidad maxima es Chlorella vulgaris en el
rango de (0-3) % CO2y como se puede ver en la grafica 5 nos indica lo que el mismo
experimento obtuvo mas biomasa seca.

Por otro lado al observar grafica 5 se podria decir que la microalga Scenedesmus
dimorphus asimila mejor el carbono que se suministra ya que por esto a medida que
se aumenta la concentracion de diéxido de carbono mayor sera la produccion de
biomasa seca, como se observa en la grafica 5 a menor concentraciéon de CO:
menor produccion de biomasa. Mientras que con la microalga Chlorella vulgaris
sucede lo contrario, esta microalga no asimila tan facil el carbono y pues a medida
gue se aumenta la concentracion del dioxido de carbono genera una menor
biomasa seca.

3.3.1.1 Andlisis estadistico de la biomasa seca obtenida. Para el disefio factorial
las hipétesis planteadas son las siguientes.

Hoa= El cambio de cepa de microalga interviene en la produccién de biomasa seca.
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Hia= El cambio de cepa de microalga no interviene en la produccion de biomasa

Seca.

Hos= El cambio de concentracion de diéxido de carbono interviene en la produccion

de biomasa seca.

Hig = El cambio de concentraciéon de didéxido de carbono no interviene en la

produccion de biomasa seca.

Tabla 12. Andlisis disefio factorial con una observacién por
celda para biomasa seca

MICROALGA | (0-3)% CO2 | (6-9) %CO2 | TOTALES

S. dimorphus 6,421 8,707 15,128
C. vulgaris 7,472 3,393 10,866
TOTALES 13,893 12,1 25,993
Fa 0,448 F 00514 7,71
Fs 0,080 F 00514 7,71

A partir de los resultados que se muestran en la tabla 12 se confirma que la cepa
de microalga que se trabaje si influye en la produccién de biomasa como se explicé
en la seccibén 3.3.1, esto se puede determinar debido a que Fa que es la interacciéon
gue existe entre la microalga y la biomasa seca es menor al factor critico F o, 0s; 1; 4,
por lo tanto se acepta la hipotesis nula Hoa. Lo mismo sucede con la interaccion que
existe entre el cambio de concentracion de diéxido de carbono y la biomasa
producida F s, es menor al factor critico F o, os; 1; 4 por lo tanto la hipétesis nula es
aceptada, lo que quiere decir que al cambiar la concentracién de COz: si interviene
significativamente en la produccion de biomasa.

3.3.2 Grado de biofijacion CO2. En la tabla 14 se muestran los datos que se
necesitan para calcular el grado de biofijacién para cada experimento, segun la
ecuacion 5 indicada en la metodologia. La produccion volumétrica se halla a partir
del peso seco calculado en la seccion 3.3.1, y mostrado en la tabla 11, se dividido
en el tiempo que se realiz6 cada experimento que es 8 dias. C es la cantidad de
carbono que tiene cada muestra después de obtener el peso seco, esto se
determina segun la composicién de cada cepa de microalga, en donde la Chlorella
vulgaris tiene 49,55% de Carbono (Tabla 13) segun el libro CO:2 bifixation by
microalgae de Tebbani, S; Lopez, F; Filali, R; Dumur, D; Pareau, D.5

54 S, Tebbani; F, lopez; R. Filali; D, Dumur; D, Pareau, et ISTE Ltd and John Wiley& Sons, Inc. “ CO2
biofication by microalgae” Gran Bretafia, 2014. Pag. 59
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Tabla 13. Composicion mésica de la Chlorella vulgaris

Elements Dry weight (%)
Carbon 49,55
Oxygen 28,83

Hydrogen 6,72
Nitrogen 8,13

Sulfur 0,71

Fuente: S, Tebbani; F, lopes; R. Filali; D, Dumur; D, Pareau, et ISTE
Ltd and John Wiley& Sons Inc. “ COz2 biofication by microalgae” Gran
Bretafia, 2014. Pag. 59

La Scenedesmus dimorphus segun Rinanti et al (2013) después de realizar un
analisis elemental de la microalga, se determind que contiene un 56,3% de
Carbono.>

Tabla 14. Datos para la determinacion del grado de biofijacion de CO2

Pr:)duc;:i_én

volumetrica e

Ensayos Microalgas (gL *dia*) C (ziiflljfg :’g'rll)
Primero | S. dimorphus (0-3)%CO; 0,8026 0,563 1,66

Segundo| S. dimorphus (6-9)%CO; 1,0884 0,563 2,25
Tercer |C. vulgaris (0-3) %CO: 0,9341 0,4955 1,70
Cuarto |C. vulgaris (6-9)%CO; 0,4241 0,4955 0,77

A partir de estos datos, se construyo la grafica 6 en donde se observa el grado de
biofijacion de CO2 para cada experimento.

5 A, Rinanti; E, Kardena; A, Astuti; K, Dewi, et al. “Integrated vertical photobioreactor system for carbdn dioxide
removal using phototrophic microalgae” Nigerian journal of technology. Vol 32 No 2. 2013. Pag. 225-233
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Gréfica 6. Biofijacion CO:2
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En la gréfica 6 se puede determinar que la microalga Scenedesmus dimorphus
tiene un mejor grado de biofijacion comparada con la Chlorella vulgaris. Como se
observa, la Scenedesmus dimorphus biofij6 2,25 g*L-1*dia* de CO2 cuando se le
suministré una corriente de diéxido de carbono a una concentracion de (6-9) %,
mientras que la Chlorella v. a la misma concentracién de CO:2 biofijé6 solo 0,77
g*L*diat. Pero cuando se suministra una corriente de diéxido de carbono con la
concentracion de (0-3) % en donde la S. dimorphus. y la C. vulgaris. biofijaron
1,65 g*L-*dial y 1, 69 g*L**dia™! respectivamente, en donde la biofijacion es casi
la misma, no hay diferencia significativa. Este comportamiento se puede dar
porque como se mencion6é en el andlisis de la biomasa seca, la microalga
Chlorella vulgaris asimila mas facil el Carbono y a medida que se aumenta la
cantidad de CO2, genera menor cantidad de biomasa seca y por lo tanto un menor
grado de biofijacién que la microalga Scenedesmus dimorphus.

Los resultados anteriores (tabla 14) también confirman, que las microalgas
Scenedesmus dimorphus y Chlorella vulgaris tienen un buen rendimiento para la
biofijacion de CO:2 en un fotobiorreactor panel plano.
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Tabla 15. Comparacion de los resultados con los antecedentes de la
biofijacion de Scenedesmus dimorphus a diferentes concentraciones de COz:.
Concentraciones Biofijacion de los | Concentraciones| Biofijacion
de CO2 (%) antecedentes de CO2 (%) (g*Lt *diat)
(g*L'l *d |’a-1 )

(0-2)% 2,00 (0-3)% 1,66

(5-7)% 3,61 (6-9)% 2,25
Fuente: A, Rinanti; E, Kardena; A, Astuti; K, Dewi, et al. “Integrated vertical photobioreactor
system for carbén dioxide removal using phototrophic microalgae” Nigerian journal of technology.
Vol 32 No 2. 2013. Pag. 225-233

Para corroborar que la biofijacion realizada por la Scenedesmus dimorphus en este
proyecto es coherente se realiz6 una comparacion con los resultados de los
5antecedentes y se puede decir que tienen relacién, como se observa en la tabla
15. En el articulo “Integrated vertical photobioreactor system for carbon dioxide
removal using phototrophic microalgae” obtuvieron una biofijjacion de CO:2 a
concentraciones de (0- 2)% de 2,00 g*L* *dia* , mientras que en este proyecto en
el rango de (0-3)% CO2 se obtuvo una biofijaciéon de 1,66 g*L* *dia lo que quiere
decir que los resultados obtenidos son coherentes y que la diferencia que existe
sucede por las condiciones a las que se sometieron, ya que en el antecedente en
el que se baso la biofijacion se realizé en un fotobiorreactor tubular mientras que en
el presente proyecto se realizd en un fotobiorreactor de panel plano.

Lo mismo sucede si se observa los resultados de la biofijacion de (5- 7) % COzy el
rango de (6-9) % de CO:2 son cercanos, lo que quiere decir que el resultados es
coherente con respecto a los antecedentes.

Tabla 16. Comparacion de los resultados con los antecedentes de la
biofijacion de Chlorella vulgaris a diferentes concentraciones de COa.

Concentraciones de | Biofijacion de los Concentracion Biofijacion
CO2 (%) antecedentes es de CO2(%) | (g*Lt*dia?)
(g*L-l *dl'a-l )
6% 1,3 (6-9)% 0,77
32% 4,3

Fuente: ZAPATA, J. F. (2016). Evaluacion de la disminucién en la concentracién de CO:
proveniente de una emision del tratamiento térmico de residuos mitigado mediante el uso de
la microalga Chlorella vulgaris. Bogota, D.C: Fundacion Universidad de América, Facultad de

Ingenieria Quimica.
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Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos de la biofijacién del CO2 de
Chlorella vulgaris con respecto a la tesis realizada en la Universidad de América en
el afno 2016 por Zapata titulado “Evaluaciéon de la disminucion en la concentracion
de CO: proveniente de una emision del tratamiento térmico de residuos mitigado
mediante el uso de la microalga Chlorella vulgaris” en donde uso la concentracion
de 32% de CO:y se baso con el resultado de la biofijacion a 6% de CO:2 obtenido
por Anjos et al. 2013%. A partir de estos datos indicados en la tabla 16 se puede
decir que el resultado obtenido en el rango de (6-9) % de CO:2 es coherente ya que
no existe diferencia significativa. También se debe tener en cuenta que estas
biofijaciones se realizaron en un fotobiorreactores diferentes.

Por otro lado, comparando los resultados se indica que se presenta mayor
biofijacion de didxido de carbono en fotobiorreactor tubular que en el fotobiorreactor
panel plano, esto se debe al sistema de agitacién que tiene cada uno.

3.3.2.1 Analisis estadistico del grado de biofijacion COz2. Se realiz6 un analisis
estadistico para determinar qué factores intervienen en la biofijacion de COg,
teniendo en cuenta el cambio de la cepa de microalga y el cambio de la
concentracion del diéxido de carbono suministrado. Esto se realiz6 a partir del
disefio factorial con una observacién por celda con ANOVA, ya que este tipo de
analisis es el indicado para experimentos que por razones de costos y de tiempo no
se puede realizar mas de una repeticién, como en el caso de este proyecto.

Las hipétesis planteadas para el analisis ANOVA son los siguientes:

Hoa= El cambio de cepa de microalga interviene en el grado de biofijacién de COx.
Hia= El cambio de cepa de microalga no interviene en el grado de biofijacion de
CO:a.

Hos= El cambio de concentracion de didxido de carbono interviene en el grado de
biofijaciéon de COs-.

His = El cambio de concentracion de didxido de carbono no interviene en el grado
de biofijacién de COa.

56 Anjos et al. Optimization of CO2 bio-mitigation by Chlorella vulgaris. En: Biosource Technology.
No. 139, p.149-154. 2013
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Tabla 17. Andlisis disefio factorial con una observacién por
celda para grado de biofijacion de COz2

MICROALGA (0-3)% CO2 | (6-9) TOTALES
%CO02

S. dimorphus 1,6568 2,2467 3,9035

C. vulgaris. 1,6970 0,7706 2,4676

TOTALES 3,3538 3,01733 6,3712

Fa 0,8967 F 00514 7,71

Fs 0,04924 F 0,051,4 7,71

A partir de los resultados que se muestran en la tabla 19 se corrobora que el cambio
de microalga si interviene en el grado de biofijacion de CO2 como se evidencia en
la seccion 3.3.2, esto se puede determinar debido a que Fa que es la interaccion
gue existe entre la microalga y el grado de biofijacién CO2 es menor al factor critico
F o, 05, 1, 4, por lo tanto se acepta la hipétesis nula Hoa. Lo mismo sucede con la
interaccion que existe entre el cambio de concentracion de dioxido de carbono y el
grado de biofijacion CO2 F s, es menor al factor critico F o, o5, 1, 4 por lo tanto la
hipotesis nula es aceptada, lo que quiere decir que al cambiar la concentracion de
CO: si interviene significativamente la cantidad de diéxido de carbono que puede

biofijar cada microalga.
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4. CONCLUSIONES

* La implementacion de un fotobioreactor de panel plano proporciona que la
microalga Scenedesmus dimorphus obtenga un mayor grado de biofijacion de
COz independientemente de la concentracion que lesea suministrada a diferencia
de la microalga Chlorella vulgaris, obteniendo valores maximos a biofijacion de
2,25 g*L'*dia-! en concentraciones de (6-9) %CO:.

» El suministro de un porcentaje de (0-3%) de diéxido de carbono proporciona un
crecimiento mayor para las dos cepas cultivadas, se presenta un periodo de
adaptabilidad corto proporcionando crecimiento mayor obteniendo valores
maximos de crecimiento para Scenedesmus dimorphus (4,58x 108 cel/mL) y
Chlorella vulgaris (2,61x 107 cel/mL) a diferencia de implementar concentraciones
de (6-9%) CO..

 El analisis estadistico muestra que el cambio en la concentracion de diéxido de
carbono y el cambio de la cepa de microalga intervienen en el grado de biofijacién
de didxido de carbono, por lo tanto de evidencia que la microalga Scenedesmus
dimorphus en concentraciones de (6-9) % CO:2 brinda mejores tasas de biofijacion.
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5. RECOMENDACIONES

* Este proyecto evalué el grado de biofijacion de CO2 de dos cepas de microalgas
a dos diferentes rangos de concentracion de dioxido de carbono porque en el
desarrollo del proyecto no fue posible mantener una concentracién constante, por
lo tanto se recomienda establecer un método que permita mantener la
concentracion de CO:2 constante y trabajar por lo menos 5 concentraciones
diferentes.

* En este proyecto se varié la concentracion del diéxido de carbono y el tipo de
microalgas, por lo tanto, para futuras investigaciones se recomienda evaluar la
biofijacién del CO2 variando otros parametros como el color de la luz y el tipo de
fotobiorreactor.

 Durante la biofijacion del COz2 realizada por la microalga Scenedesmus dimorphus
se presentaron fluctuacion por el tipo de agitacion que presenta el fotobiorreactor
de panel plano, por lo tanto se recomienda trabajar esta cepa de microalga en otro
tipo de fotobiorreactor.

» Cabe resaltar que para futuras investigaciones en base a esta, se recomienda
realizar la biofijacibn mas de dos veces para comprobar la veracidad de los
resultados, ya que en este proyecto no se realizaron repeticiones por cuestiones
de costos de operacion.

» Desarrollar un analisis elemental para determinar el porcentaje de carbono
resultante en cada muestra después del proceso de biofijacién, para obtener
resultados certeros.
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ANEXO A.
ESPECIFICACIONES SENSOR K-33

> CO2Meter.com

431 Business Center Drive, A-3, Ormond Beach, FL 32174 Tel: 877.678.4259 | Fax: 866.422.235¢
EMAIL: sales@co2meter.com | www.co2meter.com | www.metrosco2.com
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Hoja de Datos: Sensor K-33 1CB

El K-33 ICB esta diseflado para medir porcentajes de dioxido de
carbono hasta 30%. Es 0til para aplicaciones biolégicas o cientificas
donde niveles artificialmente altos de CO2 tienen que mantenerse en

un aparato cerrado.

Ei sensor K-32 ICB puede medir CO2 del aire en el ambiente o
puede utilizar lz 1apa de adaptador de tubo de 0.8 mm incluido para
extraer gas de un local remeto. Tiene que aplicarse un vacio (flujo
de 1.5 litros/mun) a uno de los tubos mientras que el otro tubo se co-
loca directamente en el flujo de aire. Utilizando un filtro para atapar
tiquido, el sensor puede ser configurade para tomar una muestra de
CO2 de una muestra conténiendo casi 100% humedad.

Con multiples opcienes de entrada v salida, v apoyo para comuni-

caciones 12C, RS485 y Modbus, ¢l K-33 ICB combina la calidad de

nuestra tecnologia de sensor NDIR doble infrarroje con opciones de configuracion para satisfacer hasta las mas exigentes
de aplicaciones.

Conexiones a Sistemas Alternativos

Alternativa de Conexion A

El K-33 1C3 se incorpora en el sistema del cliente por conexion via JPS. Comunicacion [2C es utilizada para leer la
data medida del sensor. Una descripeion detallada de la comunicacion 12C con ejemplos titiles y solucién de problemas
puede encontrarse en nuestra guia de comunicacion 12C.

}On.uu‘,-.'-_ukl —— I,,. -

O

1
OL\-,-mu-uL
i

Figura 1. Posibles terminales de conexidn para lectura via 12C
Nota: Tanto GND Digital como GND Andlogo estdn internamente conectados a GO.
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Alternativa de Conexion B

El K-33 ICB se¢ incorpora en el sistema del eliente por conexidn via JP1 o alguna parte de él. UART con protocolo de
comunicacion Modbus se utiliza para leer la data medida del sensor. El K-33 1CB comparte especificaciones y mapa de
registro de Modbus con la familia de sensores. Especificeciones pueden encontrarse en nuestra documentacion Mod-
bus.

a0 o g vy
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un Q0 B
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Figura 2. Terminales de conexidn posibles para lectura via UART
Alternativa de Conexion C

E!l K-33 ICB es incorporado en el sistema del cliente por conexidn via terminales. Lineas de sefiales en estos termina-
les son protegidos y alambres largos pueden utilizarse para conectar &l sistema del cliente.
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Figure 3b. Separacidn de 2 mm — Posibles terminales de conexidn para conexidn por alambres langos
Nota: OUTL, colector abierto estd configurado para proveer seflal PWM, vea especificacienes abajo.
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Alternativa de Conexion D

Combinacion de alternativas B y C. Es posible utilizar tanto UART como OUTI a la misma vez. De la misma manera,
es posible utilizar alternativas A y C: 12C y OUT 1 simultdneamente.

Q000OD
agoogoce

Qo
Qs stigfel—
Go

Figura 4. Posibles termingles de conexion para conexion por alambres largos v UART a la misma vez

Alternativas de Difusién o Tubos E/S
El K-33 ICB puede ser suministrado con modificacidn para difusion con o sin la junta térica.

Figura 5. Modelo de Difusidn

El sensor puede ser suministrado con modificacion parz tubo E/S con orientacion diferente de la cabeza de acoplamien-
to de tube en escalones de 120 grados.

Figura 6. Modelo de Tube ENTRADA/SALIDA
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Deseripeion de Terminales ,
Lz table abajo especifica terminales y opciones E/S disponibles en la plataforma general K33 (vea también la fotos de
conexiones alternas arriba),

Fuente de Alimentacian (todas las alternativas de conexion)

G+ referido a GO: Fuente de Alimentacidn mas el terminal

Protegido por resistor serie 3.3R y diodo zener

Calificacion méxima absoluta 5 a 14V, estabilizado dentro de 1094

G Fuente de alimentacidn menos el terminal
Terminal de referencia {tierra) del sensor
DVCC =33V Salida del regulador de voltaje digital'del sensor

Resistencia en serie 10R

Corriente disponible 12 mA

Tolerancia de voltaje (no cargada) =3% max. (£0.75% tip.)

Salida puede utilizarse para alimentar el circuito {microcontrolador) en el sistema del cli-
ente o para alimentar el convertidor de niveles de [dgica si el procesador master funciona
con un voltaje de 5V.

Comunicacién

UART Capa fisica CMOS, protocplo de comunicacién ModBus.

(UART_TxD, (refiérase a documentacion Modbus o version mds reciente para detalles)
UART_RxDj} Linea UART_RxD configurada como entrada digital.

Nivel de entrada alto es 2.1V min

Nivel de entrada bajoes 0.8V max

Linea UART_TxD configurada come salida digital

Nivel de salida alto es 2.3V {asumiendo 3.3V DVCC) min

Nivel de salida bajo es 0,75V mix

Entrada UART_RxXD es subida a DVCC = 3.3V por 56 kQ

Salida UART_TxD es subida a DVCC = 3.3V por 56 kQ

CALIFICACION MANIMA ABSOLUTA GO -0.5V .. DVCC +1.5V
Extension 12C Subida g DVCC = 3.3V (refiérase a guiz de comunicacién 12C para detalles)
(12C_SCL.12C_SDA) [CALIFICACION MAXIMAABSOLUTA GO -0.5V.... DVCC +).5V
Salidas

OuUT1, OC Salida digital, colector abierto

(colector abierto) Resistencia en serie 120 R
Corriente de drenaje mix 40 mA
Puede configurarse como:

1. Salida de indicacién de alarma

2. Salida PWM, resolucién 10 (alt. 12 a 16) bit. Periodo 1..1000 ms

3. Largo del pulso proporcional al valor de CO2 medido

ouT2 Salida andloga 0.5V

Salida linear con buffer 0.4 0 1.4 VCC 0 0.5 V o 1.4 V, dependiendo en la fuente de ali-
mentacion especificada y la configuracion del sensor. ROUT < 100 W, RLOAD > S kW
|Cargue a tierra solamenie!

Resolucion S mV

E/S digitales, utilizadas como entradas en configuracién estindar. Puede implementarse como campo de puen-
tes
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Din0 Interruptores de entrada digitales en configuracion estandar,
Dinl Pull-up 56 k€2 a DVCC 3.3V, Lievindolo a Bajo o conectdndolo a G0 activa la entrada
Din2 Resistencia pull-up es disminuida a 4..10k durante lectura de entrada o puente

Ventajas sen menor condumo la mayoria del tiempo que lz entrada’puente se mantenga
hajo y corriente mayor para puentes leides para proveer limpieza del contacto.

Pueds utilizarse para forzar calibracion de fondo o en cero.

Puede utilizarse para cambiar el rango de salida o para forzar la salida a un estado pre-
definido. Tode depende de las necesidades del cliente, vea descripcion de gpariencia basica

ahajo.
Din0, Dinl, Din2, Din3, | Interruptores de entrada digitales, pull-up 120k a DVCC 3.3V. Llevandolo & Bajo o conec-
Dind tandoloa tierrs, GO activa la entrada.

Resistencia pull-up es disminuida a 4..10k durante la lectura de la entrada o puente

Ventajas son menor condumo la mayoria del tiempo que la entrada’puente se mantenga

bajo y corriente mayor para puentes leidos para proveer limpieza del contacto.

Puede utilizarse para inicializar calibracion o para cambsar el rango de salida o para forzar

la salida a un estado predefinido. Todo depende de las necesidades del cliente.

Din3 Linea de control R/T para conexion UART para controlador de RS483.
Tabla 1. Notaciones E/S wiilizadas en este documento para la plataforma K33 con algunas descripciones y califica-
ciones. Faver, [preste atencion a los textos colorados rofo gue sefialan caracteristicas importantes para la inte-
gracién del sistema!

Dibujos Mecéinicos

Figura 7. Pocisiones de hoyos/contactos.

|-

86



131 Business Center Drive, Suite A+3, Ormond Beach, FL 32174
T TEL: BTTA78.4255 | FAX: 66 422 2356

£ CO2Meter.com

T | G

o W 515" 2 |

Figura 8. Modelo con Tubos ENTRADA/SALIDA
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Figura 9. Modelo Difusién
Tierra / Accesorios de Blindaje
Tanto la _tierra andloga (AGND} como lz tierra digital (DGND) estan conectadas internamente gl terminal GO del sen-
sar, AGND esté conectada a la parte andloga més sensitiva del sensor y DGNI) estd coneciada a la parte digital del
sensor,
INO conecte a AGND y DGND juntos externamente al sensot!

Mantenimiento

El K-33 ICB es basicamente libre de mantenimiento en entornos normales gracias al algoritmo que se auto corrige
ABC integrado al sensor. Hable de su aplicacion con CO2Meter.com para obtener asesoramiento sobre la estrategia de
calibracicén correcta.

Cuando esté verificando la precision del sensor, |JFAVOR NOTE que la precision del sensor esté definida en operacion
continua (por lo menos 3 semanas despueés de instalar)!

Calibracion

Lz unidad del sensor OEM basica es libre de mantenimiento bajo condiciones normales gracias al algoritma integrado,
v capaz de autocorreccion, Correccion Automdtica de Referencia (ABC, por sus siglas en ingles). Este algoritmo reali-
za un seguimiento constante de |z lectura mas baja del sensor a través de un periodo de 7.5 dias y gradualmente corrige
por cualquier desvio a targo plazo en comparacién con el valor de aire fresco esperado de 300 ppm de CO2.

El algotitmo ABC puede ser adaptado para aplicaciones particulares, Por ejemplo, el sensor puede ser forzado a
muestrear data para ABC solo duzame las primeras horas despuds de encendeslo cugndd el contenedor estdabiero y la
concentracidn es de elrededor de 200 ppm.
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Otra posibilidad viene st el usuano final va a forzar aire fresco a través del sensor en alghn momenia, Entonees se pu-
ede forzar la calibracion haciendo un corto en fa entrada digital correspondiente

Manipulacion y transportacion brusca pueden, sin embargoe, resultar en una reduccidn de la precision de la lectura del
sensor. Con el tiempe, la funcién ABC corregird las lecturas a nimeros correctos. La “velocidad de ajuste”™ por defecto
s, sin embargo limitada a alrededor de 30 ppm/semana. Para la conveniencia post-calibracion, en el evento que uno
no puedz esperar que el algoritmo ABC corrija cualquier desplazamiento de calibracion, dos interruptores de entrada
Dinl y Din2 estén definidos para que el operador seleccione uno de dos codigos de calibracion preparados. SiDinl as
Hevado a tierra, por un minimo de 8 segundos, el cédigo interno de calibracién bCAL (backgrouad calibration; cali-
bracion de fondo) es ejecutade, en cual caso es asumido que el sensor estd operando en un ambiente de aire fresco (400
ppm CO2). SiDin2 es en vez llevado a tierra, por un mimimo de 8 segundos, e codigo alternativo de operacion CAL
{calibracion cero) es ejecutado, en cual caso el sensor tiene que ser purgado por alguna mezcla de gas libre de CO2 (por
ejemplo nitrégeno o aire purgado de CO2 por cal sodada). Si ne tiene éxito, favor esperar 10 segundos antes de repetir
el procedimiento. [Aseglrese de que el entorno del sensor sea constante y tranguilo!

Dinl bCAL (calibracién a fondo) asumiende exposicion del sensor a 400 ppm
cO2
Din2 CAL (calibracién a cero) asumiendo exposicidn del sensor 0 ppm CO2

Tubla 2. Configuraciones per defecto del mterruptor de entrade para el K-33 ICB

000060

o
090 0 O 090 OJ
Figura 10. Puentes de Calibracion
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Rendimiento General
Rango de Temperatura de Almacenamiento........
Expectativa de Vida de? Sensor....
Intervalo de Manten
Autodiagndstico.
Tiempo de- Calemamiento. ... s
Conformidad con estAndares. ..o eccmmiccricn

Rango de Temperatura de Operacion..................
Rango de Humedad de Operacion........uinnn
Entome de Operacion

Medicién de CO,
Rgngo de Medicion
Méwodo de Deteccion..,...

Méodo de MURSITeQ. ..o iimicimiiinicmianichrisians %
Repetibiiidad......
Sensibilidad
Precisidn
Dependencia de Presidn..............
Apcyo da calibracion integrado.

Eléctrico/Mecanico
Entrada Energia

Dimensiones.
Salidas de Sedul Lineares
ouT2 Resolucion DYA i
Rango de Conversion Linear,...
Caracreristicas Elécricas.
Salidas PWM
Caracteristicas Eléetricas.
Concenteacion de salida MInima. ...
Perido de cicio de salida. . ..ooooecueieneecca
Duracdn nun de nive! de salida Alo.....
Duracén méx de nivel de salida Alwo....
Resolucion
Garantia
90 dias

-40° a78% C

> [Sahes

Lihee de mantemimiento si el slgontme ABC (z B sticx de
verificacion de funcion complet del modulo del sensor

<1 min

Emision: EN61000-6-3:2007

Inmunidad: EN61000-6-1:2007

Directiva RoHS 200293/'EG

-107a 50 C

(ra 953% RH (no condensante)

Espacio residencial, comercizl e industrial y ductos potencigimente polvorientos uti-
lizados en sistamas de climatizacidn (HVAC). .

1a) es aplicable

0=30%

Teenologia da guiz de ondas inframajo oo dispersive (NDIR) con algoritmo ABC
{calibracidn automarica de fondo)

Difusion o fliio

=01 %vol. CO222% déi valor medido (s determinarse, puade mejorar 2n prucbas)
=20 ppm = 1% del valor medido

= (.2 %vol, CO2 = 3 % del valar medide

—1.6% de la Jectira por kPa de deviacién de presion normal, 100 kPa

Interruptor Dint parz activar Calibracidn de Fondo & 400 ppry CO,
Interruptor Din2 pars sctivar Calibracion de Ceroa 0 ppm CO,

5-14 VCC, esahilizado dentro de 10% (circuitos de proteccidli mtegrados)
Promedio de 40 mA

< 150 mA 2 corriente: pico {promediada en idmpars IR ENCENDIDA; [20ms)
< 300 mA energia pico {durante encendido de lampara IR, ios primeros 30 ms)
$.1x 5.7 x 1.4 om (largo x ancho x altura aproximada)

SmV
0 -3 VCC para & - 30% ppmwvol.
Rogt < 100 €0, Rioas > 3k0), enrada de energla > 53V

_Colector abierto can resistor 120R en serie, resistor pull-up [OKW a tensidn peotegida

% vol

1004 ms

2.0ms (a 0lvol)

1002ms (2 20%vol.)

0.3ms (2 0.01%val = 100 ppm)
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Diagrama de periodo de salida PWM del Sensor

0% vol: rom— b
W

0.01 %vol; o

o

L

10.02 %wvol "

19.98%vol

58
Ry

19,99%vol __|

S
W

20,00%vol _|

Nire

Figura 15. Diagrama de periodo para QUT!
Gases que pueden afectar la operacion del sensor

Dado a que la parte dptica no tiere una capa reflexiva, la estabilidad del sensor esta gobernada por la resistencia a cor-
rosion del ensambiado electrénico.

Entomos corrosivos conteniendo, pero no limitados a, sulfure de hidrogeno, amoniaco, ozena, acido sulfirice y didxido
de sulfuro deberian ser evitados.

Uso de ideas (conexiones)
Alternativa E

El K-33 ICB es un médule auténomo conectado al sistema del cliente por una interfaz de 3 alambres (JP13 puede ser
escogido para ser ¢l cenector de 3 postes) con fuente de alimentacién v salida a colector abierto para indicacion de con-
exion de alarma. El colector abierto puede operar el LED o zambador en caso de condiciones de alarma.

Caolector abierto puede proveer seiial PWM con ciclo de trabajo representando concentraciion de CO2
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Alternativa F

El sensor es un mdédulo autonomo conectado al sistema dei cliente por una interfaz de 3 alambres (JP8 puede ser es-
cogido para ser el conector de 3 postes) con fuente de alimentacidn v salida a colector abierto para indicacién de conex-
ion de alarma. El colector abierto puede operar el LED o zumbador en caso de condiciones de alarma.

Colector abierto puede proveer sefial PWM con ciclo de trabajo representundo concentracion de €O2

Alternativa G
El sensor es un modulo auténomo con salida colector abierto y relé NC/NQO
Colector abierto puede proveer sefial PWM con ciclo de trabajo répresentundo concentracion de CO2

Ojwn Tallecior

| ouTy
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ANEXO B.
GRAFICAS DE CONCENTRACIONES DE DIOXIDO DE CARBONO
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Chlorella vulgaris (0-3%)

Chlorella vulgaris (6-9 %)
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ANEXO C.
CONTEO DE CELULAS PARA CADA ENSAYO

Tabla 18. Numero de células contadas primer ensayo

# células
Dia
Conteo 1 | Conteo Conteo 3
2
0 23 21 33
1 26 41 25
2 34 40 42
3 27 49 54
4 53 33 46
5 55 54 51
6 62 70 46
7 83 80 38
8 92 31 50

Tabla 19. Numero de células contadas segundo ensayo

# células
Dia
Conteo 1l | Conteo 2 Conteo 3
0 20 22 19
1 24 23 24
2 28 27 30
3 36 34 39
4 44 44 46
5 49 52 48
6 71 72 74
7 74 72 73
8 77 80 81
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Tabla 20. Numero de células contadas tercer ensayo

# células
Dia
Conteo 1l | Conteo 2 Conteo 3
0 129 101 121
1 180 144 167
2 173 153 175
3 173 153 193
4 196 215 204
5 270 274 272
6 359 398 398
7 475 501 412
8 510 530 525

Tabla 21. Numero de células contadas cuarto ensayo

# células
Dia
Conteo 1 | Conteo 2 Conteo 3
0 129 136 110
1 133 128 128
2 187 104 120
3 133 123 164
4 153 148 145
5 205 232 217
6 261 237 246
7 261 279 275
8 270 274 272
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Tabla 22. Numero de células contadas control 1

# célula
Dia
Conteo 1 | Conteo 2 Conteo 3
0 17 12 17
1 17 14 13
2 11 15 15
3 13 13 17
4 25 12 33
5 25 27 31
6 25 26 32
7 44 27 27
8 42 32 35

Tabla 23. Numero de células contadas control 2

# células
Dia Conteo1l |Conteo2| Conteo 3
0 113 109 103
1 128 128 116
2 127 110 126
3 128 127 130
4 140 133 134
5 191 195 190
6 210 206 212
7 221 220 226
8 221 221 218
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