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GLOSARIO

BIOMASA: materia organica originada en un proceso bioldgico, espontdneo o
provocado, utilizable como fuente en energia.

CAMARA DE NEUBAUER: instrumento utilizado en medicina y biologia para
realizar el recuento de células en un medio liquido.

CULTIVO: conjunto de microorganismos que crecen en un recipiente, con el
objetivo de producir biomasa o un metabolito de interés.

INOCULO: suspension de microorganismos que administran a un ser vivo de forma
voluntaria o involuntariamente a tejidos vivos o a un medio de cultivo por
inoculacion.

FERTILIZANTE: cualquier material organico o inorganico, natural o sintético, que
se adiciona al suelo con la finalidad de suplir en determinados elementos esenciales
para el crecimiento de las plantas.

FOTOBIORREACTOR: sistema capaz de generar la fotosintesis de las clorofilas
existentes en los microorganismos, tales como las microalgas marinas.

MICROALGA: microorganismos que contiene clorofila a y otros pigmentos
fotosintéticos, capaces de realizar la fotosintesis oxigénica.
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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determiné la capacidad de remocion de
cromo usando la microalga Scenedesmus dimorphus y la incidencia del
fotobiorreactor de panel plano y del fotobiorreactor adaptado en el proceso, este
altimo es un recipiente de vidrio cilindrico, que cuenta con tres aberturas en la tapa,
dos para la agitacion y una para la desgasificacion.

A partir de la revision bibliogréfica de articulos que hayan realizado tratamiento de
remocion de cromo con cultivos de microalgas, se definié un rango de concentracion
de cromo a escala laboratorio, minimo y méaximo encontrada, que corresponde a [1-
300 mg/L], y por otra parte se determiné la forma quimica del cromo trabajada en
dichos tratamientos, las cuales fueron Cr*3 y Cr*¢. Para el desarrollo pre
experimental, se tomaron 6 concentraciones de cromo dentro del rango establecido,
50mg/L, 100mg/L, 150 mg/L, 200mg/L, 250 mg/L, 300 mg/L y cada uno de los pre
experimentos tuvo una concentracién equivalente de las dos formas quimicas del
cromo, Cr*3con 6xido de cromo (Cr203) y Cr*6 con dicromato de potasio (K2Cr207),
para asi determinar el mejor resultado entre las concentraciones y entre las formas
guimicas del cromo. El crecimiento de la microalga Scenedesmus dimorphus es
mayor en la concentracion de 100 mg/L de cromo en la que se obtuvo una
concentracion celular (1,88E+06 cel/mL) y velocidad especifica de crecimiento
(0,215 d) para la muestra que contiene 6éxido de cromo (Cr203). Para las muestras
con dicromato de potasio (K2Cr207) la concentracion celular (1,52E+06 cel/mL
primera réplica y 1,97E+06 segunda réplica) y la mayor velocidad especifica de
crecimiento (0,129 d* y 0,155 d!) es mayor en la muestra que contiene 100 mg/L
de concentracion de cromo en los dos casos. Por tanto, se decide usar esta
concentracion y el dicromato de potasio en la realizacion del experimento, por su
poca sedimentacién en el medio. En el experimento se usa el fotobiorreactor de
panel plano y el fotobiorreactor adaptado, en los cuales se evidencidé un mayor
crecimiento de concentracién celular (2,67E+05 cel/mL y 2,63E+05) y una mayor
velocidad especifica de crecimiento (0,053 d*y 0,054 d-1).

Se realizan analisis de laboratorio por método colorimétrico para concentracion final
de cromo en el fotobiorreactor de panel plano y fotobiorreactor adaptado arrojando
un porcentaje de remocién en el dia 14 de experimento de 25,4% y 35,9%
respectivamente.

PALABRAS CLAVE: biomasa, concentracion, cromo, fotobiorreactor, microalgas
remocion, Scenedesmus dimorphus
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INTRODUCCION

Pese a que el agua representa un recurso imprescindible para los seres vivos,
actualmente presenta grandes indices de contaminacion por la presencia de
compuestos organicos, metales pesados y solidos inorgénicos disueltos,
considerandose como uno de los mayores problemas medioambientales de
nuestros dias.

El uso de microalgas como tratamientos terciarios es una alternativa interesante
para reducir concentraciones de nutrientes y lograr la eliminacion de metales
pesados, especialmente cromo presente en efluentes industriales?, puesto que los
gastos operacionales y de mantenimiento son mucho mas bajos y la eficiencia es
igualmente alta®>. Ademas, la biomasa producida representa una fuente potencial de
alimento, quimicos y pigmentos, entre otros productos de interés®. Especies como
Scenedesmus quadricauda, Chlorella miniata, Chlorella vulgaris y Chlorella
sorokiniana se destacan por eliminar de manera eficiente metales pesados en las
aguas residuales, ademas de poder crecer en medios contaminados®.

De acuerdo con lo expresado anteriormente sobre metales pesados, surge la
necesidad de aprovechar la capacidad de las microalgas para remover cromo, dado
que este es el metal pesado con mayor concentracion en el sistema hidrico de
Bogotd, afectando al rio Tunjuelito por actividad de curtiembres® y a la poblacion
que consume esta agua. De esta forma, el uso de microalgas contribuye a la
sostenibilidad ambiental y a reducir el impacto generado por la contaminacion.

Por consiguiente, teniendo en cuenta que recientemente se ha empleado el uso de
microalgas como depuradoras de agua, en este proyecto se evaluara la remocién
de cromo con Scenedesmus dimorphus en dos fotobiorreactores, panel plano y
adaptado, esperando que exista un aumento en la acumulacién de biomasa y una
reduccién de la concentracion final de cromo.

1 RAOUF, N., HOMAIDAN, A., IBRAHEEM, |. Microalgas y tratamiento de aguas residuales. En:
Revista Saudita de Ciencias Bioldgicas. (2012) p. 257-275.

2 CANDELA, ORDUZ, R. D. Las microalgas y el tratamiento de aguas residuales: conceptos y
aplicaciones. Una revision bibliogréfica. Universidad Nacional Abierta y a Distancia. Bucaramanga,
Colombia. (2016) p. 28.

3 ROA PARRA, A. L., CANIZARES VILLANUEVA, R. O. Biorremediacion de aguas con fosfatos y
nitratos utilizando Scenedesmus incrassatulus inmovilizado. En: Bistua: revista de la facultad de
ciencias basicas. Universidad de Pamplona. Colombia. (2012) p. 71.

4 CANDELA, ORDUZ, R. D. Las microalgas y el tratamiento de aguas residuales: conceptos y
aplicaciones. Una revision bibliografica. Universidad Nacional Abierta y a Distancia. Bucaramanga,
Colombia. (2016) p. 38.

5 ORTIZ, N., CARMONA, J. Aprovechamiento de cromo eliminado en aguas residuales de
curtiembres (San Benito, Bogota), mediante tratamiento con sulfato de sodio. Universidad de Caldas
(2015) p. 119.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar la incidencia de un fotobiorreactor de panel plano en la remocién de cromo
a partir de cultivos de Scenedesmus dimorphus.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Definir las concentraciones de cromo que se afiadiran al medio de cultivo.

e Efectuar el seguimiento al cultivo y a los niveles de cromo a nivel de
fotobiorreactor y de recipientes de vidrio.

¢ Analizar estadisticamente la remocion de cromo y el rendimiento de produccién
de biomasa obtenidos bajo las condiciones establecidas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 TRATAMIENTO DEL AGUA CON MICROALGAS

Las microalgas son organismos unicelulares que en los ultimos afios han sido objeto
de un sin nimero de investigaciones cientificas, esto por su capacidad de depurar
contaminantes que hay presentes en el agua por medio de tratamientos biolégicos,
donde las microalgas absorben elementos nutritivos y los asimilan, incorporandolos
a su biomasa. Este tipo de procesos biolégicos no requieren equipos sofisticados ni
costosos; tampoco generan subproductos indeseados®.

Los cientificos informan que el agua residual contiene diferentes tipos de materiales
solubles orgénicos, inorganicos, materiales inorganicos insolubles, macro soélidos,
toxinas, etc. Los cuales pueden constituir un medio apropiado para el crecimiento
de microalgas’; en este caso convertirian la energia solar en materia organica
celular y calor, el calor que se genera acelera el tratamiento anaerobio y aerobio de
los residuos y al mismo tiempo acelera la muerte de especies patdgenas que se
puedan presentar en el agua®.

La mayoria de los contaminantes retirados por medio de las microalgas, se eliminan
por absorcion celular directa®. Las microalgas son capaces de degradar materia
organica y compuestos organicos, lo que determina que estas pueden ser agente
en la biorremediacién de aguas con contaminantes organicos y de biorremocién de
metales pesados presentes en el agua. Lo que considera este tipo de tratamiento
como amigable con el medio ambiente?©.

Anteriormente se ha utilizado la microalga Scenedesmus Sp para la remocion de
amonio y fésforo del agua residual agroindustrial utilizando biorreactores!!. Para los
procesos de remocién de contaminantes, las microalgas asimilan estos nutrientes
incorporandoles a su biomasa. La eficiencia de los procesos de tratamiento de
aguas por medio de la utilizacién de microalgas depende de varios factores, como,

6 OLARTE, E; VALENCIA, M. Evaluacion del uso de la microalga Chlorella vulgaris en el tratamiento
de aguas residuales industriales (Vinanzas). Universidad Nacional Abierta y a Distancia. (2016). p.
10-11.

7 S. Sriram; R. Seenivasan. Cultivo de microalgas en aguas residuales para la eliminaciéon de
nutrientes. J. Algal Biomass UtIn. (2012), p. 9- 13.

8 ARCILA, J. Generacion de granulos y aglomerados microalga-bacteria para el tratamiento de aguas

residuales municipales y produccién de metano. Universidad Nacional Auténoma de México. (2017)-
p 88-89.

9 MARTINEZ L. Eliminacién de CO2 con microalgas autéctonas. Universidad de Leo6n. (2012). p. 17.
10 MONTES, M. Desarrollo de un bioestimulante a base de microalgas y Bacterias para el tratamiento
de influentes residuales. Maestria. Instituto politécnico Nacional. (2010). p. 13

11 ANDRADE, C., VERA, A., CARDENAS, C., MORALES, E. Produccién de biomasa de la microalga
Scenedesmus sp. Con aguas residuales de la industria pesquera. Universidad De Zulia (2009) p.1
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por ejemplo: El tipo de agua a tratar, que puede ser agua residual agropecuaria,
agua residual residencial o de alguna otra industria especifica; las caracteristicas
de operacion; el tipo de contaminantes (que afecten la composicion de la biomasa);
la temperatura y la intensidad luminica®.

Se conoce que las microalgas tienen afinidad por los metales, de ahi la perspectiva
de su posible uso como agente descontaminante en aguas que contengan residuos
de iones metdlicos en disoluciéon®®. Por consiguiente, el uso de microalgas como
tratamientos terciarios donde se elimina la carga organica residual y aquellas otras
sustancias contaminantes no eliminadas en los tratamientos es una alternativa
interesante para reducir concentraciones de nutrientes y lograr la eliminacién de
metales pesados, especialmente cromo, presentes en estas aguas®.

1.2 INCORPORACION DE METALES PESADOS EN BIOMASA MICROALGAL

El proceso de incorporacion de metales pesados a la biomasa de las microalgas se
realiza en dos etapas, la primera, mejor llamada eliminacion pasiva, es un proceso
en donde los iones de los metales pesados se adsorben a la superficie de la célula
por interacciones electrostéticas, esto debido a la composicion de las paredes
celulares que estan constituidos por proteinas que a su vez se encuentran formadas
por amino&cidos que proporcionan grupos funcionales cargados negativamente (por
ejemplo -NH2); adicionalmente, la pared celular contiene polisacaridos que también
proporcionan grupos amino y carboxilo, asi como también sulfato.

Asi, es como los iones metalicos logran traspasar la pared celular de la microalga
mediante procesos de adsorcion fisica, intercambio idnico, quimisorcion,
atrapamiento en la red estructural de polisacéaridos y difusién a través de la pared
celular y membrana'®, sin embargo, el proceso de incorporaciéon a la biomasa
microalgal se completa cuando ya los iones metélicos se encuentran dentro de la
célula y aqui es donde ocurre la segunda etapa, un proceso dependiente del
metabolismo donde los iones metalicos se transportan a través de la membrana
celular para luego acumularse dentro de la célula, asi, se unen compuestos

12 ALVAREZ, P. Optimizaciéon de la produccion de microalgas con elevado contenido lipidico.
Universidad de Cédiz. (2014)

13 TRAVIESO, L., BENITEZ, F., SANCHEZ, E., PELLON, A. Equipo y método para la Remocion de
Metales Pesados y Nutrientes Mediante Microalgas Inmovilizadas. (2003). Patente CU 22948

14 METHA, S., GAUR, J. Uso de algas para eliminar iones de metales pesados de aguas residuales:
progreso y perspectivas. Criticas en biotecnologia. [en linea]
<https://doi.org/10.1080/07388550500248571> [citado el 19 de abril de 2018].

15 MONTEIRO, C., CASTRO, P., MALCATA, X. 2012. Absorcion de metal por microalgas:
mecanismos subyacentes y aplicaciones practicas. Biotecnologia. Prog. 28 (2), 299-311.
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intracelulares y/o contencion de organulos. Esta Ultima fase del proceso es un
proceso de absorcion el cual sélo esta restringido a procesos con células vivas?®.

1.3 TOXICIDAD DEL CROMO

Existen diversos compuestos formados en distintos estados de oxidacion del cromo,
pero los mas conocidos y aplicados son los estados de valencia Il (cromosos) el
cual es denominado como basico, Il (crébmicos) es anfotero y VI (cromatos)
considerado como acido?’.

Los compuestos de cromo con estado de oxidacién 6 (Cr VI), son los que tienen
mayor impacto ambiental y los mas dafinos para el hombre en concentraciones
elevadas, donde la OSHA ha establecido limites legales en el aire del trabajo de
0.005 mg/m?3 para cromo (VI), 0.5 mg/m?3 para cromo (Ill) y 1.0 mg/m?3 para cromo
(0) como promedios durante una jornada diaria de 8 horas!® debido a su alta
toxicidad y entre los mas importantes estan: el dicromato sodico (Naz2Cr207), el
dicromato potasico (KzCr207) y el trioxido de cromo (CrOs). La exposicidon
ocupacional a estos compuestos esta relacionada con un mayor riesgo de cancer
de pulmén, cancer de seno paranasal y de cavidad nasal'®.

La toxicidad del cromo es el grado en el que este elemento causa dafo, altamente
relacionado con los tres estados de valencia que posee, siendo el mas toxico el de
valencia 6; le sigue el de valencia 3 y finalmente est4 el de valencia 2 que no va a
generar mucho dafio?°.

En Colombia, la exposicién al cromo es principalmente de origen industrial. Las
principales actividades de riesgo relacionadas con la exposicion a cromo son el
refinado de cromo, la industria de cuero y calzado, industria cementera, artes
gréficas, entre otras?l. Una de las fuentes frecuentes de exposicion al cromo son

16 K. SURESH KUMAR., HANS-UWE DAHMS., EUN-JI WON., JAE-SEONG LEE., KYUNG-HOON
SHIN. 2014. p. 12-13 Microalgas — Una herramienta prometedora para la remediacion de metales
pesados.

17 SUNDARAM, S., RAGHAVAN, P. Reactivos de cromo IV: aplicaciones sintéticas. Obtenido de
Propiedades del cromo (2011)

18 AGENCIA PARA SUSTANCIAS TOXICAS Y EL REGISTRO DE ENFERMEDADES. Restimenes
de Salud Publica - Cromo (Chromium). [en linea] <[en linea]
<https://doi.org/10.1080/07388550500248571> [citado el 19 de abril de 2018].> [citado el 04 de julio
de 2018].

19 INSTITUTO NACIONAL DE CANCER. Compuestos de cromo hexavalente. [en linea]
<https://www.cancer.gov/espanol/cancer/causas-prevencion/riesgo/sustancias/cromo> [citado el 25
de junio de 2018].

20 SUNDARAM, S., RAGHAVAN, P. Reactivos de cromo IV: aplicaciones sintéticas. Obtenido de
Propiedades del cromo (2011)

21 TELLEZ, J., CARVAJAL, M., GAITAN, A. Aspectos Toxicolégicos Relacionados con la Utilizacion
del Cromo en el proceso Productivo de Curtiembres. Revista Facultad de Medicina Universidad
Nacional de Colombia; 2004; 50-61.
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las fabricas de curtiembres, que comprenden la manipulacion de pieles animales y
su modificacion con fines industriales. Se calcula que en el pais existen 800
empresas con esta finalidad?2.

El 60 % se ubican en Bogota y su sabana y de estas, el 90 % en la localidad de
Tunjuelito, principalmente en el barrio San Benito donde se concentra el 20 % de la
actividad fabril de Tunjuelito?®. El rio Tunjuelito recibe 138 vertimientos, con un
promedio de 6,7 vertimientos por kilometro; de la carga de metales pesados arrojada
al rio, un 79,81% corresponde a Cr, 19,19% zinc y el resto de metales 1%24.

1.4 SCENEDESMUS DIMORPHUS

Es una microalga verde unicelular de agua dulce, tiene forma de 6valo puntiagudo
de aproximadamente unos 10 ym de tamafio (ver figura 1) y categorizada como un
alga pesada, esto quiere decir que presenta una pared celular celulésica rigida?®, lo
que facilita su sedimentacion.

Scenedesmus dimorphus tiene un contenido de lipidos de 16 - 40%, siendo una de
las especies mas utilizadas para la obtencion de aceite en la produccién de
biodiesel. Uno de los problemas con esta microalga es que es muy pesada debido
al grosor de sus paredes, y forma sedimentos gruesos si ho se mantiene en
constante agitacion?®,

Esta especie de microalga constituye una de las materias primas con mejores
propiedades para la extraccion de aceite, debido a que tiene un rendimiento de
aceite mucho mayor comparado con otros cultivos convencionales.

22 |bid.

23 Alcaldia Mayor de Bogota. Diagnostico Local con Participacion Social: Localidad Sexta Tunjuelito.
Bogot4, D.C. 2010.

24 Colombia. Instituto de Hidrologia Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM), Departamento
Técnico Administrativo Medio Ambiente (DAMA). VI Fase de Seguimiento de Efluentes Industriales
y Corrientes Superficiales de Bogota D.C. Bogota: Imprenta del IDEAM, s.f. 91P. ISBN 958-8067-10-
3. 2005.

25 GOMEZ LUNA, L. M. Microalgas: aspectos ecoldgicos y biotecnologicos. [en linea]
<https://www.researchgate.net/publication/268424391_MICROALGAS_ASPECTOS_ECOLOGICOS_Y_BIOT
ECNOLOGICOS> [citado el 22 de mayo de 2018].

26 MERCADO TUPINO, Estefania. Cultivo de la microalga Scenedesmus Obliquus var. Dimorphus
(TURPIN) para la obtencion de biomasa y lipidos. [en linea]
<http://cybertesis.urp.edu.pe/bitstream/urp/1095/1/ECOLOG%C3%8DA%20Y%20GESTI%C3%93
N%20AMBIENTAL_ESTEFANIA%20MERCADO%20TUPI%C3%910_2016.pdf> [citado el 26 de
febrero de 2018].
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Figura 1. Scenedesmus dimorphus

Fuente: Wikipedia. Scenedesmus dimorphus. [en linea]
<https://en.wikipedia.org/wiki/Scenedesmus_dimorphus> [citado
el 08 de mayo de 2018]

1.5 CONDICIONES PARA LAS MICROALGAS EN LA REMOCION DE
CONTAMINANTES

Es importante tener en cuenta condiciones de cultivo que permitan el crecimiento
de las microalgas, dado que la remocion de contaminantes dependera de la
cantidad de biomasa disponible para degradarlos?’.

1.5.1 La luz. Las microalgas son fotoautétrofas, es decir que se encargan de
convertir la luz en energia metabdlica y sus periodos de exposicion luminosa
pueden ser continuos o discontinuos.?® Puede ser dividida en dos partes principales;
la intensidad luminica, que se define como la concentracion de luz que afecta un
volumen determinado de medio de cultivo dentro del fotobiorreactor y la longitud de
onda que describe el color de luz utilizada para el cultivo. Un disefio éptimo debe
maximizar la cantidad de luz transmitida al cultivo, evitando el exceso por
fotoinhibicion?®. Por esto, la regulacion luminica en el fotobiorreactor se rige por la
relacion superficie (area)-volumen, que en el caso de los fotobiorreactores tubulares
que son los méas empleados, esta determinada por los diametros del
fotobiorreactor.

2T VALLE, G. Utilizacion de microalgas para la remocion de Cadmio y Zinc de efluentes de aguas
residuales urbanas. Maestria. Centro de investigacion cientifica y de educacion superior de
ensenada. (2007) p. 130,131

28 SIERRA, J. A., FONSECA, S., SANDOVAL, J. A., RUBIO, D. (2012). Disefio de un Fotobiorreactor
Airlift a escala banco.

29 RUBIO, D., BARRERA, N., FONSECA, L., JAIMES, C. Aspectos teoricos de la extraccion de
carotenoides a partir de microalgas. Universidad de América. (2017).

30 GUTIERREZ, L., OCAMPO, M., MONTOYA, S., SANCHEZ, O. Efecto de tres tipos de luz sobre el
crecimiento de microalgas de Scenedesmus Sp. Universidad Nacional de Colombia. (2016).
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Sin embargo, para fotobiorreactores de panel plano, por su geometria la luz llegara
mas distribuida al cultivo y por tanto la incidencia de este factor aumentard el
crecimiento de la microalga.

1.5.2 Temperatura. Para las microalgas la temperatura 6ptima oscila entre los
15°C y 20°C, aunque existen unas que pueden soportar temperaturas mayores (a
mas de 28°C) 3. Variaciones en la temperatura, afectan ampliamente la
composicion y respiracion celular, asi como los ciclos de fotosintesis, de los cuales
dependen las reacciones enzimaticas y biolégicas del proceso.

1.5.3 Niveles de aireacion. Es necesario homogeneizar el cultivo para evitar la
sedimentacion de las microalgas, manteniendo aireado el recipiente donde estan
contenidos y tener la cantidad correcta de cada uno de los nutrientes, puesto que
de esta homogenizacion depende la distribucion equitativa de la luz en el cultivo,
recordando asi la incidencia de esta ultima en el crecimiento de la biomasa.

1.5.4 Rango de pH. La respuesta de las microalgas al pH varia ampliamente
debido a que este factor determina la solubilidad del diéxido de carbono y de los
minerales en los cultivos. EI CO2 puede ser empleado para controlar el pH del
cultivo, ya que afadiendo CO: se acidifica el medio de cultivo, mientras que el
consumo de nitratos por parte de las microalgas causa alcalizacion del medio®2.

1.6 CUANTIFICACION DE LA PRODUCCION DE BIOMASA

La determinacion de la produccion de biomasa es un proceso derivado de los
bioprocesos que tiene gran relevancia, puesto que por medio de éste se da a
conocer la eficiencia que tuvo el experimento por medios cuantitativos y asi mismo
la asimilaciéon de los nutrientes, produccion entre otros33. Existen numerosos
métodos de cuantificacion, tal como, espectrofotometria, clorofilas y conteos.

1.6.1 Conteos. Es un método que hace uso de una cadmara (Neubauer, Thoma,
Burker, etc.) un microscopio el cual permitira el conteo celular en la cuadricula de la
camara3* (ver figura 2). Este conteo se puede hacer de varias maneras: recuadro
central, recuento de 5 cuadros grandes (central y cuatro esquineros) ver figura 3 y
recuento en forma de zig-zag si se tiene una alta concentracion celular, ver figura 4.

31 TORRENTERA, L. (1989). La produccion de alimento vivo y su importancia en acuacultura. Una
diagnosis

32 D|AZ, V., ORDONEZ, C. Evaluacién de pH y la agitacion del medio mas adecuada para el
crecimiento de Dunadiella salina en condiciones laboratorio. Pontificia Universidad Javeriana. (2006)
p.25

33 ARNAIZ, C., ISAC, L., LEBARTO, J. Determinacion de la biomasa en procesos bioldgicos. En:
Grupo de tratamiento de aguas residuales. Escuela Universitaria Politécnica. Sevilla. (2000) p 45.

% ARNAIZ, C., Op. Cit., p. 46.
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Figura 2. Uso de microscopio binocular

Fuente: elaboracion propia

Figura 3. Recuento de 5 cuadros de la rejilla central de
la camara de Neubauer

Fuente: URIEL. Camara de Neubauer. [en linea] http://uriel-
93.over-blog.com/article-29526447.html [citado el 26 de febrero de
2018].

Figura 4. Recuento con alta concentracion celular

Fuente: CELEROMICS. Conteo Celular con Hematocitdémetro. Uso
Elemental del Hematocitémetro. p 5. [en linea]
<http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-
Camara-Neubauer.pdf> [citado el 26 de febrero de 2018].
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La cantidad de muestra que debe agregarse en la cAmara de Neubauer es de 10
L3S,

Este método es el mas utilizado en la actualidad debido a la facilidad que presenta;
sin embargo, una de las grandes desventajas es que al ser la muestra poco
representativa puede presentar errores de hasta un 30%, de igual forma, en la
cantidad de volumen suministrado®®, se pueden presentar errores al momento de
realizar el conteo por parte del observador.

1.6.2 Curva de crecimiento. La curva de crecimiento basicamente muestra el
incremento y caida de una poblacién de microorganismos®’. La finalidad de una
curva de crecimiento, es ilustrar la variacién de la concentracion celular (como peso
seco o total de poblacion) con respecto al tiempo38. Para la estimacion exacta de
los pardmetros de una curva de crecimiento, son importantes el numero y la calidad
de las observaciones (recuentos) hechas®°.

La curva de crecimiento de un cultivo de microorganismos puede ser subdividida en
cuatro partes distintas denominadas fase de adaptacion, fase exponencial, fase
estacionaria y fase de muerte.

1.6.2.1 Fase de adaptacion. Es el periodo de tiempo durante el que el
microorganismo se adapta a las condiciones del medio fresco sobre el que se ha
sembrado*®, antes de iniciar su crecimiento.

1.6.2.2 Fase exponencial. La masa de microorganismos crece hasta que se
agotan los nutrientes y se acumulan sustancias téxicas que inhiben el crecimiento®L.

35 BASTIDAS, O. Conteo celular con Hematocitometro. Uso elemental del Hematocitémetro.
Nota técnica - Célula de camara de Neubauer. Celeromics. [en linea] <http:
www.celeromics.com.es:resources:docs:articles:conteo-camara-neubauer.pdf.> [citado el 26 de
febrero de 2018].

36 |bid., p.6
37 CHEREMISINOFF, N. Biotecnologia para el tratamiento de desechos y aguas residuales. William
Andrew Publishing/Noyes, 1997. [en linea]

<https://app.knovel.com.ez.uamerica.edu.co/web/toc.v/cid:kpBWWT0002/viewerType:toc/root_slug:
biotechnology-waste-wastewater/url_slug:kt003VLPP5> [citado el 26 de febrero de 2018].

38 SCHASCHKE, C. Diccionario de Ingenieria Quimica. Oxford University Press, 2014. [en linea]
<https://app.knovel.com.ez.uamerica.edu.co/web/toc.v/cid:kpDCE00021/viewerType:toc/root_slug:d
ictionary-chemical-engineering/url_slug:ktO0TW5UY3?b-g=growth curve&b-group-by=true&b-
search-type=tech-reference&b-sort-on=default> [citado el 26 de febrero de 2018].

39 BRATCHELL, N., GIBSON, A., TRUMAN, M., KELLY, T., ROBERTS, T. Prediciendo el
comportamiento microbiano: las consecuencias de la cantidad de datos. Revista Internacional de
microbiologia de los alimentos. 1989. p 47-58.

40 Ciclo celular y crecimiento [en linea]
<https://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/l12crecimiento.htm> [citado el 26 de febrero de 2018].

4 RIVERON, E., RAMIREZ, N., HERRERA, D., BARRERAS, G., ZAYAS, A., REQUEIRO, A.
Estacion de trabajo para el estudio de la cinética de crecimiento de Escherichia coli mediante el
método de turbidez. Revista CENIC Ciencias Bioldgicas, Vol. 43, No. 2, mayo-agosto, 2012. p 2.
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En esta fase, hay un aumento en la densidad celular del cultivo y una mayor
remocion de contaminantes, esto se debe a la asimilacion del medio por parte de
los microorganismos.

1.6.2.3 Fase estacionaria. Se caracteriza por un cese del crecimiento
poblacional debido a la compensacién de la formacién y muerte de células*’. En
esta fase se equilibran el nimero de células nuevas con el numero de células que
mueren®3,

1.6.24 Fase de muerte. Es una fase de decadencia reflejada en una linea
recta y exponencial, en el cual la tasa de mortalidad supera la de crecimiento debido
a la ausencia de sustrato*“.

1.6.3 Velocidad especifica de crecimiento. Es la relacién de crecimiento de la
célula en funcién de los nutrientes del medio*. Durante la fase exponencial, la
velocidad especifica de crecimiento es constante, por lo que se obtiene un estado
estable.

1.7 FOTOBIORREACTOR DE PANEL PLANO

Este tipo de disefio permite una mejor trayectoria incidente de la luz en el cultivo
facilitando los ciclos de luz-oscuridad, aumentando la produccion de biomasa y otros
compuestos en las microalgas*® como se observa en la figura 5.

Algunas de sus ventajas son una mayor relacion entre el volumen cultivado y el area
ocupada, una menor acumulacion de O: disuelto, alta eficiencia fotosintética,
practico para el empleo de células inmovilizadas, altas productividades de biomasa,
relativamente barato y de facil limpieza. Sus principales desventajas son dificultad
para el control de temperatura, el escalado requiere muchos compartimentos y
materiales de soporte, crecimiento celular en las paredes y posible estrés
hidrodinamico en algunas microalgas*’.

42 |bid. p 2.

43 BENINTENDE, S, SANCHEZ, C. Crecimiento bacteriano. [en linea]
<http://www.fca.uner.edu.ar/files/academica/deptos/catedras/microbiologia/unidad_3 crecimiento_b
acteriano.pdf> [citado el 26 de febrero de 2018].

44 SOSA, J., VASQUEZ, P. Evaluacion del potencial de un residuo proveniente de la industria
panelera como fuente de carbono para la produccién de biomasa microalgal. Fundacién Universidad
de América. (2017) p 40.

45 NOLASCO TERRON, E. Y. Cinética de crecimiento celular: Ecuacién de Monod. [en linea]
<https://es.slideshare.net/edya69/ecuacin-de-monod-copia> [citado el 22 de mayo de 2018].

46 BENAVENTE, R., MONTANEZ, J., AGUILAR. C., VALDIVIA. B. Tecnologia de cultivo de
microalgas en fotobiorreactores. Revista cientifica de la Universidad Autonoma de Coahuila. (2012)
p 8.

47 SERRANO BERMUDEZ, L. M. Estudio de cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar su
potencial uso en la produccion de biodiesel. Universidad Nacional de Colombia. (2012) p 29.
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Figura 5. Fotobiorreactor de panel plano

Fuente: elaboracion propia

1.8 FOTOBIORREACTOR ADAPTADO

Este reactor de vidrio de geometria cilindrica tiene una capacidad de 4 L y cuenta
con tres aberturas en la tapa, dos de ellas para tubos de PVC que en su interior
contienen mangueras que permiten el paso de aire desde la bomba hasta el cultivo
y la otra abertura corresponde a una pequefia manguera, que contiene en la parte
superior una mota de algodon que evita el ingreso de polvo o microorganismos al
interior del cultivo, como se muestra en la figura 6.

Figura 6. Fotobiorreactor adaptado

Fuente: elaboracién propia

El fotobiorreactor adaptado se toma como un control de lo que usualmente se hace
en investigaciones realizadas, con la finalidad de analizar el comportamiento de la
cepa microalgal en este recipiente con respecto al presentado en el fotobiorreactor

de panel plano.
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1.9 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CROMO HEXAVALENTE

Las técnicas colorimétricas se basan en la medida de la absorcién de radiacion en
la zona visible por sustancias coloreadas* y suministran informacién cualitativa y
cuantitativa sobre sustancias en disolucion.

Para llevar a cabo las mediciones colorimétricas es necesario tomar como punto de
comparacion la llamada curva espectral codificada, que permite asignar valores
numericos a la respuesta de estimulos de colores. Una vez asignados los valores
se hace una suma de los mismos y se obtiene la cuantificacion del o los colores*®.

El instrumento utilizado es el colorimetro, que esta disefiado para dirigir un haz de
luz paralela monocromética a través de una muestra liquida y medir la intensidad
del haz luminoso saliente.

Para determinar la concentracion de cromo hexavalente en una muestra de agua
se emplea el método colorimétrico. EI método colorimétrico se basa en la reaccién
del cromo hexavalente con 1,5-difenilcarbazida en medio acido, lo que produce la
formacion de un compuesto desconocido de color rojo violeta. Este puede ser
medido espectrofotométricamente a una longitud de onda de 540 nm y la
absorbancia es proporcional a la concentracién de cromo en la muestra®.

Para determinar cromo total, la muestra debe ser sometida a digestion acida y
oxidacion con permanganato de potasio, previo a la reaccibn con la
difenilcarbazida®.

4 MARTINEZ, ©O., PEREZ, M. NUNO, F. Colorimetria. [en linea]
<https://es.slideshare.net/Marlenpmtz/colorimetria-61067922> [citado el 17 de mayo de 2018].

49 |bid.

50 SEVERICHE, C., CASTILLO, M., ACEVEDO, R. Manual de métodos analiticos para la
determinacion de parametros fisicoquimicos basicos en aguas.2013. p 69. [en linea]
<http://www.eumed.net/libros-gratis/2013a/1326/1326.pdf> [citado el 17 de mayo de 2018].

51 |bid.
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2. METODOLOGIA

El trabajo de grado se desarrolla en 3 etapas como se muestra en la figura 5; en la
primera se lleva a cabo la revision bibliogréfica para obtener el rango de
concentraciones de cromo a trabajar, segun articulos de revistas cientificas y tesis
que hayan realizado en su trabajo produccion de biomasa microalgal a partir de
agua con diferentes concentraciones de cromo.

En la segunda etapa se inicia el pre experimento poniendo en marcha los cultivos
en fotobiorreactores adaptados, donde se evalla la incidencia en el crecimiento de
la cepa Scenedesmus dimorphus de la forma quimica del cromo y las diferentes
concentraciones elegidas dentro del rango establecido en la revisiéon bibliogréfica.
Se dejan los cultivos durante 10 dias cada uno, haciendo seguimiento diario de su
concentracion celular. De aqui se define qué concentracion de cromo obtuvo mayor
crecimiento de biomasa al finalizar los 10 dias, y esta concentracion es la que se
implementa en el experimento.

La tercera etapa es la ejecucion del experimento, en la cual se mantienen las
condiciones del cultivo de la segunda etapa y se trabaja con el fotobiorreactor de
panel plano de 2 litros de volumen y un fotobiorreactor adaptado de 2 litros de
volumen, evaluando en cual se genera mayor cantidad de biomasa microalgal en
un medio de cultivo con la concentracion de cromato seleccionada.

Para el desarrollo de la segunda y tercera etapa, se elabora un agua sintética, la
cual es un agua que simula las condiciones de un agua real y es evaluada; en este
caso el agua sintética se prepara con agua destilada y un compuesto quimico que
contenga cromo, con la finalidad de obtener las concentraciones establecidas.

Para la puesta en marcha del fotobiorreactor de panel plano, se debe ver el
protocolo del Anexo A.
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Figura 7. Metodologia del proceso
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2.1 PRIMERA ETAPA

Consiste en establecer el rango de concentraciones de cromo en las muestras a
analizar, mediante una revision bibliogréfica.

2.1.1 Revision bibliogréfica. Para definir el rango de concentraciones de cromo
y forma quimica del mismo que se trabajara en el experimento, se realiza una
revisién bibliogréfica de articulos y/o tesis que hayan realizado tratamiento de
remocién de cromo de aguas con alguna cepa de microalga verde de la especie
Chlorella o Scenedesmus.

Dentro de los documentos encontrados, la informacién se agrupa y organiza de
acuerdo con los siguientes criterios:

e Tipo de agua. Se tiene en cuenta el tipo de agua que se utilizé para el desarrollo
del experimento.

e Concentracién de cromo. Se consideraron las concentraciones minima y
maxima de cromo trabajadas en las investigaciones para establecer el rango en
el que se iba a realizar la pre-experimentacion.

e Volumen total del cultivo. Se tiene en consideracion este criterio para tener
una referencia sobre el volumen a utilizar en el experimento.

e [Escala. Se determina el tipo de escala en el que se realiz6 la investigacion, ya
sea laboratorio o piloto, para delimitar el proyecto y no tomar la informacion de
escala piloto porque se desajustan los resultados obtenidos en el proyecto.

e Especie. Se tiene en cuenta la especie de microalga verde en la remocion de
cromo de aguas.

e Estados de oxidacién del Cr. Se define el estado de oxidaciéon para su
posterior seleccion en el desarrollo del pre-experimento.

2.2 SEGUNDA ETAPA

En esta etapa se fijan las condiciones del cultivo microalgal a través de trabajos
realizados en la linea de investigacion y se lleva a cabo la pre-experimentacion
dentro del rango de concentraciones de cromo con la finalidad de escoger el valor
de la concentracion y forma quimica del Cromo encontrados en la revision
bibliografica que arroje mejores resultados en cuanto a produccioén de biomasa para
posteriormente realizar la experimentacion.

2.2.1 Pre-Seleccion tedrica de la forma quimica del cromo. Como se expresa
en el marco tedrico (1.2) los distintos estados de oxidacion del cromo son Il
(cromoso), Il (crémico) y VI (cromato). Se evalla en los documentos encontrados
en la revision bibliografica cuales son las formas quimicas mas estudiadas en
tratamiento con microalgas y posteriormente se realiza el pre experimento para
determinar cual tiene mejores resultados en crecimiento microalgal.
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2.2.2 Cepa microalgal. Se usa la cepa de la microalga Scenedesmus dimorphus
para el desarrollo de este proyecto, debido a que en el grupo de investigacion esta
especie no ha sido utilizada en ningun estudio y se encuentra disponible en la
Universidad de América donde se realizara la investigacion. Esta cepa fue
suministrada por el grupo de investigacion de biotecnologia con microalgas de la
Fundacién Universidad de América (BIOTECFUA).

2.2.3 Condiciones del cultivo. Las condiciones de cultivo para la microalga
Scenedesmus dimorphus han sido determinadas por trabajos de investigacion de la
linea; estas son de gran importancia para asegurar el crecimiento de la cepa
microalgal.

2.2.3.1 lluminacion. Al interior de la incubadora, en el borde de la base
inferior, se instala una cinta Led 12V de luz roja, para proporcionar luz y calor al
cultivo, la cual se encuentra conectada a un temporizador analogo que garantiza
fotoperiodos de 12 horas luz / 12 horas oscuridad.

2.2.3.2 Agitacion. Se da paso a una manguera que procede de las bombas
de aire para acuario y atraviesa cada tapa de los fotobiorreactores, con el fin de
proporcionarle aireacién al cultivo.

2.2.3.3 Nutrientes. Se emplea fertilizante agricola Foliagro y se prepara con
una concentracion de 0.2% V/V, esto es 2 mL de fertilizante por 1000 mL de agua
destilada. La composicion del fertilizante se puede apreciar en el Anexo B.

La integracion del sistema de microalgas se puede observar en la figura 8.
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Figura 8. Integracion del sistema de cultivo

1 Incubadora
3 2 Cinta LED 12V
| ; 1 \ 3 Fotobiomreactor adaptado
W‘—fm T ¢ Manguera de plastico 3/16"
i | Bomba de aire
§ | Temporizador

Multitoma

Fuente: elaboracion propia

En la figura 8, se observa que el sistema de cultivo estd conformado por los
fotobiorreactores adaptados con capacidad de 400 mL que se dispusieron en una
incubadora de poliestireno expandido (83 x 38 x 27 cm), la cual presenta iluminacion
roja en su interior mediante una cinta LED 12V de luz roja, con un fotoperiodo de 12
horas luz, 12 horas oscuridad, que se control6 mediante un temporizador anélogo
de marca Completel (TS-WU3).

Para la agitacion, se utilizaron bombas de aire para acuario marca Jeneca, modelo
AP-9802, que estaban conectadas hasta medio por medio de una manguera de
referencia 3/16”, con el fin de generar una entrada de aire y agitacion, de igual forma
el recipiente tenia adaptada una manguera de salida para la desgasificacion, con
un filtro de aire hecho con algodoén para evitar la contaminacién externa al medio.

2.2.4 Produccion de inéculo microalgal.
2241 Preparacién del inéculo microalgal. La microalga Scenedesmus
dimorphus fue suministrada por el grupo de investigacion de biotecnologia con

microalgas de la Fundacion Universidad de América (BIOTECFUA).

La cepa se pasa de un medio sélido que se encuentra en una placa de petri, la cual
permite el crecimiento del microorganismo en condiciones controladas) a medio
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liquido en 11 tubos de ensayo, bajo técnicas asépticas®’; en el Anexo C se
encuentra dicha técnica.

Posterior a 2 meses de crecimiento, cuando el cultivo toma un color verde claro, se
pasan tres tubos de ensayo a recipientes de vidrio de 1 L previamente esterilizados,
con fertilizante foliar para obtener un volumen de 200 mL de biomasa. Ver figura 9.

Figura 9. Preparacion del in6culo

= & —

V=5 mL  v=200mL

Fuente: elaboracién propia

2.2.5 Pre-Experimento. Para el desarrollo del pre-experimento, se usan seis
fotobiorreactores adaptados diferentes a los usados en el experimento (en el interior
hay una manguera para la agitacién) con capacidad de 400 mL cada uno, para cada
una de las concentraciones definidas a partir de la revision bibliografia, es decir, un
rango de [1- 300] mg/L. Se toman 6 concentraciones [50, 100, 150, 200, 250, 300]
mg/L (ver figura 10), para los dos estados de oxidacion del cromo escogidos (Il y
VI); en los fotobiorreactores se maneja un volumen de trabajo de 200 mL, 100 mL
de inéculo microalgal y los 100 mL restantes corresponden a la concentracién de
cromo diluida en agua destilada.

Para preparar las disoluciones, se pone una cantidad de Cromo (Il o VI) en un vidrio
de reloj, se pesa en una balanza analitica hasta obtener el peso deseado, se vierte
en un vaso de precipitado con 100 mL de agua destilada y se agita hasta que el
cromo se diluya en su totalidad.

52 Médulo Técnicas asépticas y bioseguridad. [en linea]
<https://es.scribd.com/doc/89579604/Modulo-Tecnicas-Asepticas-y-Bioseguridad> p 12-14. [citado
el 29 de junio de 2018].
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Figura 10. Montaje fotobiorreactor adaptado pre-experimento

1 | Agitacion
2 | Desgasificadaor
3 | Tapade PVC

4 | Recipiente de vidrio

Fuente: elaboracién propia

2.25.1 Cuantificacion de la biomasa. La cuantificacion de la biomasa se
expresa en concentracion de biomasa de microalgas por medio de conteos, los
cuales se realizan para las 6 concentraciones durante 10 dias.

. Curvas de crecimiento. La determinacion de la concentracién celular se
realiza mediante la siguiente ecuacion:

Ecuacién 1. Concentracion celular en células por mililitro [cel/mL]

cel
Concentracion (H) = #células totales (5C) * Factor de Diluciéon = 50,000

Fuente: Murcia, L., Parra, M. (2017). Produccion de proteinas a partir de la microalga
Chlorella vulgaris enriqueciendo el medio de cultivo con fuentes de nitrégeno. Universidad de
América.

Con los datos obtenidos y utilizando Excel, se construyen las curvas del crecimiento
celular, siendo la variable independiente el tiempo en dias y la variable dependiente
la concentracion celular.

2.25.2 Velocidad especifica de crecimiento (4). Para determinar el mejor
comportamiento en cuanto a producciéon de biomasa microalgas respecto al tiempo
de cultivo de cada una de las concentraciones es posible calcular la velocidad
especifica de crecimiento (u) mediante la siguiente ecuacion:
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Ecuacidn 2. Célculo de velocidad especifica de crecimiento (p)

Fuente: Arredondo, B., Voltolina, D. (2007). Concentracion, recuento celular
y tasa de crecimiento. Centro de Investigaciones Biolégicas del Noroeste.

Donde:

X1= Concentracion inicial

X2= Concentracion final de la fase exponencial

t1= Dia de la concentracion inicial de la fase exponencial
to= Dia de la concentracion final de la fase exponencial

2.25.3 Pre-Experimento No. 1. Este pre-experimento se realiza con la
finalidad de corroborar la capacidad que tienen las microalgas para adaptarse y
crecer en un medio de cultivo con Oxido de cromo (ll1).

La reaccion quimica para el 6xido de cromo se ve reflejada en la Reaccion 1.

Reaccidn 1. Reaccion quimica 6xido de cromo (l11)

2Cry + 30, — 2Cr,04

Dado que el volumen de agua destilada sera de 100 mL (0,1 L) donde se va a diluir
el Cr203 es posible calcular la cantidad de Cr2 necesaria para completar las
diferentes concentraciones por medio de la ecuacion 3.

Ecuaciéon 3. Concentracion de cromo

. mg Cantidad de Cr,(mg)
Concentracion — =

L Volumen agua destilada(L)

Asi, para cada una de las concentraciones es posible hallar los mg de Cr que se
deben agregar al volumen agua destilada para obtener la concentracion deseada.
para la primera concentracion:

m Cantidad de Cr,(m
SOTg (Cromo) = 2(mg)

0,1 (L)

m
Cantidad de Cr,(mg) = SOTg (Cr) = 0,1(L)
Cantidad de Cr,(mg) = 5mg
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Teniendo la cantidad de mg de Cr es posible hallar la cantidad total de Cr203 de
forma estequiométrica, los pesos moleculares de cada compuesto y de acuerdo con
la reaccion 1.

1g 1molCr, 2mol Cr,05 152 g Cr,03 1000 mg Cry,05
1000mg - 104g ~ 2molCr, ~1mol Cr05° 1g Cry05

5mg Cr2x

= 7,307 mg CT203

Asi, 7,307 mg de Cr203 es la cantidad a agregar en 100 mL de agua destilada para
obtener la concentracion de 50 mg/L de Cromo.

Se realiza el mismo procedimiento para las demas concentraciones, donde los
resultados se ven reflejados en la Tabla 1.

Tabla 1. Relaciones de volumen para el montaje del Pre-experimento 1

Concentracién Cr203 Microalga deist;illje?da \:g![l;r]deen

Cromo [mg/L] [mg] [mL] [mL] trabajo [mL]
50 7,307 100 100 200
100 14,615 100 100 200
150 21,923 100 100 200
200 29,230 100 100 200
250 36,538 100 100 200
300 43,846 100 100 200

Fuente: elaboracion propia
2254 Pre-experimento No. 2. En este pre-experimento se utiliza Dicromato

de potasio como medio de cultivo en las muestras a analizar y la seleccién de las
proporciones de este compuesto en el medio se muestra en la Tabla 4.

La reaccion quimica para el Dicromato de potasio se ve reflejada en la Reaccién 2.

Reaccion 2. Reaccion quimica Dicromato de potasio

H26T207 + 2KOH - chr207

Dado que el volumen de agua destilada sera de 100 mL (0,1 L) donde se va a diluir
el K2Cr207 es posible calcular la cantidad de Cr2 necesaria para completar las
diferentes concentraciones por medio de la ecuacion 3.
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El peso molecular del H2Cr207 es de 218 g/mol, lo que corresponde a 104 g/mol de
Crz. La proporcion de Crzen el H2Cr207 es del 47,706%. Asi, conociendo la cantidad
necesaria de Cr2 para cada concentracion es posible hallar cada una de las
cantidades de H2Cr207 necesaria.

Teniendo la cantidad de mg de H2Cr207 es posible hallar la cantidad total de Cr203
de forma estequiométrica, los pesos moleculares de cada compuesto y de acuerdo
con la reaccion 2.

100% H,Cr,0, 1g 1 mol H,Cr,0, 1mol K,Cr,0,
47,706 % Cr2 1000 mg~ 2189 1mol HyCr,0,"

Smg Cr2x

294,185 gK,Cr,0, 1000 mg K,Cr,0,

— 14,144 mg K,Cr,0
1mol K,Cr,0, 19 K,Cr,0, Mg Rt

Asi, 14,144 mg de K2Cr207 es la cantidad a agregar en 100 mL de agua destilada
para obtener la concentracion de 50 mg/L de Cromo.

Se realiza el mismo procedimiento para las deméas concentraciones, donde los
resultados se ven reflejados en la Tabla 2.

Tabla 2. Relaciones de volumen para el montaje del Pre-experimento 2

Concentracioén . Agua Volumen
de cromo K2Cr207 Microalga des?ilada total de
[MQ/L] [mal [mL] (mL]  trabajo [mL]

50 14,144 100 100 200

100 28,287 100 100 200

150 42,431 100 100 200

200 56,574 100 100 200

250 70,718 100 100 200

300 84,861 100 100 200

Fuente: elaboracion propia

Para este pre-experimento se realizan dos réplicas, con la finalidad de validar los
datos obtenidos.

2255 Analisis estadistico. Para llevar a cabo el analisis estadistico de los
pre-experimentos 1 y 2, se toman los datos del nimero de células bajo los
parametros metodoldgicos para el conteo de microorganismos (ver numeral
2.2.5.1.1).

Dado que se realizaron conteos diarios en el pre experimento, se cuenta con los
datos de concentracion diarios para cada muestra, los cuales se registran desde el
dia O (inicio del pre experimento) hasta el dia final del pre experimento. Para el pre
experimento con dicromato de potasio se hace un seguimiento al cultivo de 10 dias
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y con oxido de cromo de solo 7 dias por la rapida sedimentacién que presenta la
microalga Scenedesmus dimorphus en este medio. Para disminuir cualquier error
humano que se pueda presentar en la pre experimentacion, se realizan 3
repeticiones por cada dia, y se sacan los respectivos promedios para cada
resultado.

Para determinar si hay diferencias significativas entre las repeticiones de cada
concentracion y entre las muestras, se realiza un andlisis de varianza “ANOVA” de
un factor (pre-experimento 1) y de dos factores (pre-experimento 2), tomando como
variable independiente la concentraciobn de cromo y como variable respuesta la
concentracion celular. Se tiene en cuenta el valor de F con respecto al F critico para
determinar si se descarta 0 no alguna de las muestras. Las hipo6tesis que se
formulan son: Ho: No hay cambios significativos en las concentraciones y en Hi: Hay
cambios significativos en las concentraciones.

Para el desarrollo del ANOVA se utiliza la herramienta de andlisis de datos del
software Excel, usando la opcién analisis de varianza de uno y dos factores, segun
corresponda al pre-experimento.

2.3 TERCERA ETAPA

En esta etapa se lleva a cabo el desarrollo del experimento con la concentracién de
cromo que arroja mejores resultados en el pre-experimento en cuanto crecimiento
microalgal con el propésito de analizar la concentracion final de cromo con el
meétodo colorimétrico, la velocidad especifica de crecimiento y la producciéon de
biomasa en los dos fotobiorreactores (panel plano y adaptado).

2.3.1 Desarrollo experimental. Consiste en llevar a volimenes superiores de 4 L
el mejor resultado obtenido en el pre-experimento 2, es decir, la proporcion 1:1 entre
microalga y dicromato de potasio (ver resultados 3.2.4). Con dicha relacion, se
realiza el cultivo en un fotobiorreactor adaptado y el fotobiorreactor de panel plano.
Para los dos Fotobiorreactores se maneja un volumen de trabajo de 2 L, 1 L de
indculo microalgal y 1 L correspondiente a la concentracion cromo escogido en la
Segunda etapa. La proporcion de este compuesto en el medio se fija tal como se
muestra en la Tabla 3. Se asegura la concentracion inicial igual para todos los
ensayos por medio de diluciones y conteos hasta determinar la misma
concentracion microalgal.

Tabla 3. Relaciones de volumen para el montaje del Experimento

Concentracion de K2Cr,07 Microalga Aguadestilada Volumen total
cromo [mg/L] [mg] [mL] [mL] de trabajo [mL]
100 286,567 1000 1000 2000

Fuente: elaboracién propia
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El montaje del desarrollo experimental se muestra en la figura 11.

Figura 11. Montaje desarrollo experimental

- = '_'\.
V4 N,

a) Fotobiorreactor adaptado b) Fotobiorreactor de panel plano

Fuente: elaboracion propia. a) Fotobiorreactor adaptado: recipiente de vidrio cilindrico de 4 L,
cuenta con dos tubos en su interior para la agitacion y una manguera con un filtro de algodén
como desgasificador. b) Fotobiorreactor de panel plano: recipiente rectangular de 3 L, en su
interior tiene un tubo de PVC con orificios, que proporciona agitacion al cultivo

e Control. Asi mismo, se cultiva la microalga Unicamente con foliagro (sin
concentracion de cromo) como cultivo de control, para determinar la influencia
gue tiene la presencia de cromo en la produccion de biomasa. Este cultivo se
realiza en el fotobiorreactor adaptado de 4, manejando una relacion 1:1 de
in6culo y medio de cultivo.

Para el experimento y cada una de sus réplicas, asi como para el cultivo de control,
el conteo de microorganismos y la elaboracion de las curvas de crecimiento
expresadas en el numeral 2.2.5.1 curvas de crecimiento, se hace un seguimiento
por 14 dias. Se realizan dos réplicas del experimento con tres repeticiones por
muestra para cada dia, con el fin de corroborar los datos obtenidos en las dos
réplicas y reducir el error existente.

2.3.2 Peso seco y productividad volumétrica. Para el secado de muestras se
emplea el protocolo del Anexo D basado en el libro: Métodos y herramientas
analiticas en la evaluacién de la biomasa microalgal®® modificado (el secado se
llevara a cabo a 60 °C, por un tiempo de 18 horas).

53 DOMENICO V. & ARREDONDO, V. Métodos y herramientas analiticas en la evaluacion de la
biomasa microalgal. Capitulo 3: Determinacion de peso seco y contenido organico e inorganico.
CIBNOR. México.
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Con el propdsito de determinar el peso seco de la biomasa, se sigue la secuencia
mostrada en la figura 12.

Figura 12. Diagrama para la determinacion de peso seco

[ PES0 SECO ]

b
[ Retirar el sisterna de aireacidn ]

de |05 fotobiorreactores

*Fotohiorreactor de

. panel plano
Sedimentar los 3 ensayos *Fotabiorreactar
experimentales par 4 dias adaptado

*Cultivo control
P S
Fetirar el agua sobrenadante de [os cultivos

hasta ohtener la mayor cantidad de biomasa
acumulada en el fondo

.

., -

n

-
Colocar la biomasa himeda de cada ensayo
en recipientes de aluminio previamente
pesados

.,

i

r ,

Secar las muestras en Horno de Marca
MABERTHER —TR120 & B0°C por 18 h

T
Fesar las muestras en una balanza

analitica hasta obtener un valor
caonstante

o

[ Determinar el peso seco de la ]

hiomasa para cada ensayn

Fuente: elaboracién propia

Para determinar el peso seco de la biomasa, se utiliza la siguiente ecuacion:

Ecuacioén 4. Determinacién de peso seco (PST)

(PSFM—PSF)

PST (g/L) = =

Fuente: Arredondo, B., Voltolina, D. (2007). Determinacién de peso seco y

contenido orgénico e inorgéanico. Centro de Investigaciones Bioldgicas del
Noroeste.
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Donde:

PST= Peso seco total

PSFM= Peso seco del filtro con muestra
PSF= Peso seco del filtro sin muestra
VF= Volumen de muestra filtrado

La productividad volumétrica se determina con la ecuacion 5.

Ecuacion 5. Productividad volumétrica

PST
Vet

Productividad (g/L * dias) =

Fuente: Rubio, D., Herndndez, G. (2016). Evaluacion de las incidencias de
salinidad y pH sobre la biomasa, productividad y acumulacién de lipidos en
cultivos de Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor de placa plana.
Fundacion Universidad de América

Donde:

PST= Peso seco total

Vc= Volumen total del cultivo
t= Tiempo de cultivo

2.3.3 Concentracion final de cromo. Para mantener la integridad de la muestra
de aguay la calidad de los resultados de los ensayos analiticos, los cultivos se dejan
sedimentar por 5 dias, se retira el agua de cada fotobiorreactor con ayuda de una
jeringa de 60 mL y se deposita en un envase plastico respectivamente marcado,
con un volumen minimo de 250 mL.

Para determinar la concentracion final de cromo hexavalente presente en las
muestras de agua de cada fotobiorreactor, se realiza un analisis por método
colorimétrico en Agrilab Laboratorios S.A.S.

2.3.4 Porcentaje de remocioén. Para determinar el porcentaje de remocion de
cromo en las muestras a analizar se utiliza la ecuacién 6.

Ecuacion 6. Porcentaje de remocién de cromo

% . (Concentracion inicial — Concentracion final) 100%
oremocion = SRR * 0
Concentracion inicial

Fuente: Valencia, E., Aragén, R., Romero, J. (2012) Potencial de reutilizacién de del efluente
de la planta de tratamiento de aguas residuales de Natanga en cultivo de cacao (Theobroma
cacao L.). Revista U.D.C.A Actualidad y divulgacién cientifica.
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 PRIMERA ETAPA

3.1.1 Revision bibliografica. La informacion recopilada se expone en la tabla 4,
en la cual se evidencia una concentracion de cromo maxima de 400 mg/L trabajado
a escala planta piloto. Sin embargo, hay que tener en cuenta que la presente
investigacion se realiza a nivel laboratorio. Por lo tanto, se descarta cualquier dato
que se haya realizado a una escala mayor, es asi, que la concentracion de 400 mg/L
de Cr se rechaza, dando como resultado una concentracion maxima de 300 mg/L
de Cr a nivel laboratorio. Es asi, que se determina un rango de concentracién de
cromo de 1 mg/L a 300 mg/L.

Por otra parte, la informacion refleja que en los experimentos se trabajan dos formas
quimicas del cromo las cuales son Cr (lll) y Cr (VI), estas Ultimas se evaluaran en
el pre experimento con el fin de definir cual de las dos presenta mejor
comportamiento en cuanto al crecimiento de biomasa microalgal.
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Tabla 4. Informacion revision y recopilacion bibliografica

CONCENTRACION ~ VOLUMEN ESTADOS DE
TIPODE AGUA  MAXIMA USADA  TOTALDEL  REFERENCIA ESCALA ESPECIE  OXIDACION
DE CROMO (mg/L) CULTIVO (mL) DEL Cr
Chlorella
AGUA SINTETICA [200] 9,81 LABORATORIO ¢ vulgaris ¥ cr (I
cenedesmus
acutus
(ARDILA,2012) o e
AGUA RESIDUAL vulgaris Y
CURTIEMBRE [100] 7,79 LABORATORIO Sceng oemus cr ()
acutus
(PEREZK;
VEGA, A;
AGUA RESIDUAL HERNANDEZ, L; Scenedesmus
INDUSTRIA TEXTIL [0.88] 500 PARRA, D LABORATORIO sp. cr
BALLEN, M,
2016)
CETP (UNNAO) [11,48] 5000 LABORATORIO M':;‘t’isfsas Cr (V1)
ESTANQUE CERCA
DELASSTAZ ON DE [0,19] 5000 (S. DWIVEDI, S. LABORATORIO M':;g\"’/‘fsas Cr (VI)
SRIVASTAVA, S.
MISHRA, A. .
ESTANQUE CERCA [0,74] 5000 KUMAR, LABORATORIO ~ Microalgas Cr (V)
DEL RIO GANGA R.D..2008) nativas
GAGAN KHERA [0,86] 5000 LABORATORIO M':;g\"j:fsas Cr (V1)
MUNICIPIO Microalgas
SHUKLAGAN] [2,27] 5000 LABORATORIO A Cr (V)
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Tabla 4. Informacion revision y recopilacion bibliografica (Continuacion)

CONCENTRACION ~ VOLUMEN ESTADOS DE
TIPO DE AGUA MAXIMA USADA  TOTAL DEL  REFERENCIA ESCALA ESPECIE OXIDACION
DE CROMO (mg/L) CULTIVO (mL) DEL Cr
. (AKHTAR.N; Chlorella
AGUA SINTETICA [300] 100 IQBAL, M: LABORATORIO o cr ()
ZAFAR,S: 2008) sorokiniana
(XU HAN, YUK
. SHAN WONG, Chlorella
AGUA SINTETICA [400] 20000 NORA FUNG yeg PLANTAPILOTO = hO=™ cr (1)
TAM ,2006)
Chlorella
AGUA SINTETICA 100 20 (S)(:AHNAVU,O\'(\IUGK LABORATORIO L&' Cr (1l)- Cr (V1)
(DESMINERALIZADA ’ Chlorella ]
CON DICROMATO DE 60 20 MINSOHRUANG . LABORATORIO %57 Cr(ll)- Cr (V1)
POTASIO 20 20 FUNG:2006)  LABORATORIO Cr;‘i'r?i';ga Cr (I)- Cr (V1)

Fuente: elaboracion propia
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3.2 SEGUNDA ETAPA

3.2.1 Produccion del in6culo microalgal. La adaptacién y crecimiento de la
microalga en el medio de cultivo se hace notoria con el cambio de coloracién:
inicialmente el cultivo tiene un color verde claro, donde las células inician un proceso
de adaptacion y asimilacion de los nutrientes del medio; después de 30 dias, el color
del cultivo se vuelve de un verde mas oscuro, esto se debe al consumo del medio
una vez se ha adaptado la microalga a las condiciones del cultivo. Regularmente se
fue suministrando medio de cultivo foliagro para realizar el escalamiento hasta llegar
a un volumen de 6 L (ver figura 14).

Figura 13. Produccion de inéculo microalgal

—_— _——

—— —— -

V=200 mL V=6L
Fuente: elaboracion propia

"

3.2.2 Pre-Seleccion tedrica del estado de oxidacién del Cr. Segun la
informacion obtenida de la revision bibliogréafica (2.1.1) expresada en la Tabla 4, se
observa que el cromo se encuentra en estado de oxidacion (lll) y (VI), de manera
que, para la pre-experimentacion, se decide evaluar la incidencia de estos dos
estados de valencia por su facilidad de obtencién, conservacion y disponibilidad en
el laboratorio de la Universidad.

3.2.3 Pre-experimento 1. Para el desarrollo del pre-experimento se utiliza Oxido
de Cromo (lll) en las muestras a tratar; los cultivos se realizan de acuerdo con la
metodologia establecida y a cada uno de estos se les hace un seguimiento durante
7 dias, expresado en conteos celulares.

A continuacién, se muestran los conteos promedio para cada una de las
concentraciones y su respectiva curva de crecimiento, como se observa en la gréfica
1. En el Anexo E se encuentra detalladamente los seguimientos de cultivo de cada
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una de las concentraciones, para cada una de las repeticiones y sus respectivas
curvas de crecimiento.

Gréfica 1. Curva de crecimiento celular promedio de las tres repeticiones
para cada una de las concentraciones. Pre-experimento 1. Oxido de cromo
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Fuente: elaboracién propia

Al evaluar el crecimiento celular utilizando 6xido de cromo, se observa que la fase
de adaptacion de los cultivos ocurrié entre los dias uno y dos, luego se nota un
crecimiento en todos los cultivos, sin evidenciar la fase estacionaria ni de muerte, a
excepcion de la concentracion de 150 mg/L, en donde se refleja una disminucion de
la concentracion el dia cinco. En el dia cuatro se hace notorio el crecimiento celular
acelerado que ocurre en la concentracion de 100 mg/L con respecto a los otros,
siendo éste el Unico que tuvo crecimiento exponencial hasta el dia siete (1,88x10°
cel/mL).

Para este pre-experimento se realiza una sola réplica, puesto que el 6xido de cromo
al sedimentar rapidamente, puede generar futuros inconvenientes en el
fotobiorreactor de panel plano al momento de llevar a cabo la experimentacion.

3.23.1 Velocidad especificade crecimiento Pre Experimento 1. Se calcula
la velocidad especifica de crecimiento mediante la ecuacion 2 con el fin de
determinar la mejor muestra de aumento de biomasa microalgal. Los resultados se
muestran en la Tabla 5 y la grafica 2.
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Tabla 5. Velocidad especifica de crecimiento g, Pre-experimento 1

Concentracion Velocidad especifica de
Cromo (mg/L) crecimiento u (d?)

50 0,189

100 0,215

150 0,190

200 0,181

250 0,192

300 0,173

Fuente: elaboracién propia

Gréafica 2. Velocidad especifica de crecimiento para Scenedesmus
dimorphus evaluada en medio con 6xido de cromo (l11)
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Fuente: elaboracién propia

Segun los resultados obtenidos, la muestra que mayor velocidad especifica de
crecimiento obtuvo es la de concentracion de cromo de 100 mg/L (0,215d?) a
diferencia de las otras muestras.

No se realiza una segunda replica de este pre-experimento, porque se presento un
problema de sedimentacion, debido a que el 6xido de cromo es insoluble en agua®
y por lo tanto, se necesita una agitacion manual adicional a la generada por las
bombas y ocasionaria dificultades en el fotobiorreactor.

3.2.3.2 Andlisis estadistico Pre-experimento .Para determinar si hay
diferencias significativas entre las muestras de cada concentracién en el pre-
experimento 1, se realiz6 un analisis de varianza de un factor, teniendo como
variable dependiente la concentracién celular y como variable independiente la
concentracion de cromo; se plantea que en Ho: No hay cambios significativos en las
concentraciones y en Hi: Hay cambios significativos en las concentraciones. En la

54 Diccionario de quimica. Editorial Complutense. (1999) p. 184
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tabla 6 se muestran los resultados obtenidos para cada concentracion del pre-
experimento.

Tabla 6. Analisis de varianza de un factor para el Pre-experimento 1

Origen de las Suma de Promedio F Probabilidad Valor
variaciones cuadrados delos critico
cuadrados para F
Entre grupos 2,224E+11 4 448E+10 0,241 0,942 2,438
Dentro de los
grupos 7,756E+12 1,847E+11
Total 7,979E+12

Fuente: elaboracién propia

Para un nivel de significancia de 0,5; el valor de F es menor que el valor critico para
F, razén por la cual se acepta la hip6tesis nula y se puede determinar que no hay
cambios significativos en las concentraciones celulares de cada muestra en los
cultivos del pre-experimento 1, descartando asi cualquier error humano existente en
el conteo de microorganismos.

3.2.4 Pre-experimento 2. Para este pre-experimento se utiliza Dicromato de
Potasio en las muestras a analizar, los cultivos se efectuaron de acuerdo con lo
determinado en la metodologia, se realizan dos réplicas y a cada uno de estos se
les hizo un seguimiento durante 10 dias, expresado en conteos celulares.

3.24.1 Primera réplica. Para la primera réplica, se muestran los conteos
promedio para cada una de las concentraciones y su respectiva curva de
crecimiento, ver grafica 3. En el Anexo F se encuentra claramente los seguimientos
de cultivo de cada una de las concentraciones, para cada una de las repeticiones y
sus respectivas curvas de crecimiento. Se realiza una dilucién con medio de cultivo
al volumen de trabajo de microalga con el fin de obtener la misma concentracion
inicial trabajada en el Pre-experimento No.1 correspondiente a 4,17E+05 cel/mL.
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Gréfica 3. Curva de crecimiento celular promedio de las tres repeticiones
para cada una de las concentraciones. Pre-experimento 2, Primera réplica
Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracién propia

Para el pre-experimento realizado con el dicromato de potasio, la concentracion de
100 mg/L fue la que presenté mayor crecimiento celular (1,52x10° cel/mL) hasta el
dia diez; de igual forma como ocurri6 al utilizar el 6xido de cromo a esta
concentracion. Se evidencia que la fase de adaptacion de la microalga ocurre entre
el dia cero y uno, siendo mas rapida que la obtenida en el pre-experimento 1.
Contrario al pre-experimento 1 realizado con 6xido de cromo, no se evidencia la
fase estacionaria ni de muerte celular.

e Velocidad especifica de crecimiento Pre Experimento 2. Primera Réplica
Se realiza calculo de la velocidad especifica de crecimiento (u) usando la Ecuacién
2 donde se muestran los resultados en la tabla 7 y la gréfica 4.

Tabla 7. Velocidad especifica de crecimiento y. Pre-experimento
2, Primera réplica

Concentracion  Velocidad especifica
Cromo (mg/L) de crecimiento p (d?)

50 0,098
100 0,129
150 0,126
200 0,116
250 0,121
300 0,108

Fuente: elaboracién propia
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Grafica 4. Velocidad especifica de crecimiento para Scenedesmus
dimorphus evaluada en medio con dicromato de potasio. Primera réplica
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Fuente: elaboracién propia

Asi, a partir de estos resultados se puede evidenciar que la muestra que mayor
velocidad especifica de crecimiento presenté fue la de concentracion de cromo 100
mg/L (0,126 d?), al igual que en el Pre experimento 1.

Contrario a lo realizado en el numeral anterior (3.2.3), desde un principio es notorio
el crecimiento exponencial, y no se evidencia la fase estacionaria ni de muerte en
ninguna de las concentraciones.

Una ventaja que presenta el dicromato de potasio frente del 6xido de cromo es que
es soluble en agua, no se sedimenta y no necesita una agitacion manual adicional
a la ya existente con las bombas.

3.24.2 Segunda réplica. En la segunda réplica, se muestran los conteos
promedio para cada una de las concentraciones y su respectiva curva de
crecimiento, ver grafica 5. En el Anexo G se encuentra claramente los seguimientos
de cultivo de cada una de las concentraciones, para cada una de las repeticiones y
sus respectivas curvas de crecimiento.

Se realiza una dilucion con medio de cultivo al volumen de trabajo de microalga con
el fin de obtener la misma concentracién inicial trabajada en el Pre-experimento
No.1 y la primera réplica del Pre-experimento No.2 correspondiente a 4,17E+05
cel/mL
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Gréfica 5. Curva de crecimiento celular promedio de las tres repeticiones
para cada una de las concentraciones. Pre-experimento 2, Segunda réplica
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Fuente: elaboracién propia

Para la segunda repeticion del pre-experimento 2 realizado con el dicromato de
potasio, la concentracién de 100 mg/L fue la que presentdé mejor adecuacion al
cultivo y mayor crecimiento celular (1,97x10° cel/mL) hasta el dia diez. Se demuestra
gue la fase de adaptacion de la microalga ocurre entre el dia cero y uno, igual que
la obtenida en la primera réplica, y no se evidencia la fase estacionaria ni de muerte
en ninguna de las concentraciones.

e Velocidad especifica de crecimiento Pre Experimento 2. Segunda Réplica

Se realiza célculo de la velocidad especifica de crecimiento (u) usando la Ecuacion
2, cuyos resultados se muestran en la tabla 8 y la grafica 6.

Tabla 8. Velocidad especifica de crecimiento py, Pre-experimento 2,
Segunda réplica

Concentracion Velocidad especifica de
Cromo (mg/L) crecimiento p (d?)

50 0,126

100 0,155

150 0,138

200 0,125

250 0,141

300 0,126

Fuente: elaboracién propia
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Gréfica 6. Velocidad especifica de crecimiento para Scenedesmus dimorphus
evaluada en medio con dicromato de potasio. Segunda réplica
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Fuente: elaboracion propia

A través de estos resultados, se puede evidenciar que la muestra que mayor
velocidad especifica de crecimiento present6 fue la de concentracion de 100 mg/L
de cromo (0,155 d1), al igual que la obtenida en la primera réplica.

3.24.3 Andlisis estadistico Pre-experimento 2. Para determinar si hay
diferencias significativas entre varias muestras por grupo de cada concentracién en
el pre-experimento 2, se llevdé a cabo un analisis de varianza de dos factores,
teniendo como variable dependiente la concentracién celular y como variable
independiente la concentracién de cromo, y se propone que en Ho: No hay cambios
significativos en las concentraciones y en Hi: Hay cambios significativos en las
concentraciones.

Los resultados obtenidos para cada concentracion se presentan en la tabla 9.

Tabla 9. Analisis de varianza de dos factores para el pre-experimento 2

Origen de Sumade Promedio F Probabilidad Valor

las cuadrados de los critico
variaciones cuadrados para F
Muestra 2,958E+11 2,959 E+11 2,484 0,118 3,920
Columnas 3,718E+11 7,437 E+10 0,624 0,682 2,290
Interaccién 8,351E+10 1,670 E+10 0,140 0,983 2,290
Dentro del | jo9p113  1.101,E+11
grupo
Total 1,504 E+13

Fuente: elaboracién propia
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Para un nivel de significancia de 0,5; el valor de F es menor que el valor critico para
F, por lo tanto, se acepta la hipétesis nula y se puede determinar que no hay
diferencias significativas en las concentraciones celulares de cada réplica realizada
en los cultivos del pre-experimento 2.

3.2.5 Resultados velocidades especificas crecimiento (Pre experimento 2).
Teniendo en cuenta los resultados de las velocidades especificas de crecimiento
para el pre experimento 1 y pre experimento 2 con sus dos réplicas cada uno, se
obtiene la gréafica 7, donde se evidencia que la concentracién de 100 mg/L presento
mayor crecimiento en todos los casos.

Gréfica 7. Velocidades especificas de crecimiento Pre-Experimento 1y Pre-
Experimento 2. Primera y segunda réplica
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Fuente: elaboracién propia

Por lo mencionado anteriormente, se elige la concentracion de 100 mg/L de cromo
para continuar con la tercera etapa (experimento) con el fin de evaluar su
crecimiento en el fotobiorreactor de panel plano y en el fotobiorreactor adaptado de
mayor volumen, basados en los resultados obtenidos de las dos réplicas realizadas
al pre-experimento No. 2 con dicromato de potasio, donde se evidencia el mayor
crecimiento celular a esta concentracion.

3.3 TERCERA ETAPA
3.3.1 Desarrollo experimental. Se realiza el montaje en tres fotobiorreactores,
dos adaptados y uno de panel plano, con una relacion 1:1 bajo las condiciones

establecidas. En uno de los reactores adaptados se cultiva el blanco (cultivo control)
y en los dos restantes se cultiva la microalga y la concentracion de cromo
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seleccionada en el pre-experimento 2 (100 mg/L) diluida en agua destilada y se
hacen dos réplicas para este ultimo.

Durante un periodo de 14 dias se realiza el seguimiento de cultivos mediante conteo
en la cdmara de Neubauer para las dos réplicas y el cultivo control.

3.3.2 Primera réplica. Para la primera réplica, se muestra claramente los conteos
promedio para la concentracién de 100 mg/L de cromo en los dos fotobiorreactores,
para cada una de las repeticiones y sus respectivas curvas de crecimiento, como
se observa en la grafica 8.

Grafica 8. Curvas de crecimiento y concentracion celular experimento.
Primera réplica
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Fuente: elaboracién propia

De la gréfica 8 se observa que el montaje realizado en el fotobiorreactor adaptado
tarda mas en acostumbrarse al medio, por lo que alcanza la menor concentracion
celular promedio (2,40E+05 cel/mL) al cabo de los 14 dias de seguimiento al cultivo.
Esto se debe a que, durante el crecimiento, las células que se encuentran mas cerca
a la luz cubren a las mas lejanas y estas no reciben la cantidad de luz necesaria y
esto conlleva a la ralentizacién de los procesos metabdlicos y reproductores de la
microalga®.

En cuanto al montaje realizado en el fotobiorreactor de panel plano, se ve que inicia
su fase exponencial rapidamente y la mantiene hasta el dia 11, donde inicia la fase
estacionaria. La concentracion celular promedio maxima que se alcanza en este

55 ARDILA, L. (2012). Medicion de la capacidad de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus para la
remocion de aguas de curtiembre. Universidad Nacional de Colombia. p. 95-96.
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reactor utilizando dicromato de potasio es de 2,67E+05 cel/mL, algo menor a la
obtenida en los pre-experimentos realizados a esta misma concentracion.

3.3.21 Velocidad especifica de crecimiento Experimento. Primera
réplica. Se realiza célculo de la velocidad especifica de crecimiento (u) usando la
Ecuacion 2. Se muestran los resultados en la tabla 10 y la gréfica 9.

Tabla 10. Velocidad especifica de crecimiento (u) experimento.
Primera réplica

Velocidad especifica de
crecimiento u (d?)

Panel Plano 0,053

Adaptado 0,048
Fuente: elaboracién propia

Fotobiorreactor

Grafica 9. Velocidad especifica de crecimiento para Scenedesmus
dimorphus evaluada en fotobiorreactor de panel plano y fotobiorreactor
adaptado. Primera réplica
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Fuente: elaboracion propia

Segun lo mostrado, se evidencia que la muestra con mayor velocidad especifica de
crecimiento se present6 en el fotobiorreactor de panel plano con 0,53 d. La razén
de la diferencia en el crecimiento entre los dos fotobiorreactores se manifiesta por
la forma geométrica de cada uno, puesto que en el fotobiorreactor de panel plano
hay un mejor ingreso y dispersion de la luz hacia el interior.

3.3.2.2 Peso seco y productividad volumétrica. Se realiza el céalculo de

peso seco Yy productividad volumétrica usando las Ecuaciones 3 y 4
respectivamente, donde los resultados se muestran en la tabla 11.
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Tabla 11. Peso seco y productividad volumétrica primera réplica

. Fotobiorreactor Fotobiorreactor
Propiedad evaluada

de panel plano adaptado
Volumen total del cultivo (L) 2 2
Volumen de muestra filtrado (L) 0,022 0,025
Peso seco del vidrio de reloj sin muestra
(9) 3,587 3,587
Peso seco del vidrio de reloj con muestra
(9) 3,816 3,798
Tiempo del cultivo (dias) 14 14
Peso seco total (g/L) 10,405 8,428
Productividad volumétrica (g/L*dias) 0,372 0,301

Fuente: elaboracion propia

Para el peso seco total y la productividad volumétrica encontrada para la primera
réplica del experimento, se observa que, bajo las mismas condiciones de cultivo y
secado, el fotobiorreactor de panel plano presenta una mayor cantidad de biomasa
seca y por ende una mayor productividad, a pesar de que el volumen de muestra
filtrado (0,022 L) fue menor al del fotobiorreactor adaptado (0,025 L).

3.3.2.3 Concentracion final de cromo. Segun los andlisis realizados por
Agrilab Laboratorios S.A.S. se obtienen los informes de resultados sobre
concentracion final de cromo para el fotobiorreactor de adaptado y para el
fotobiorreactor de panel plano (ver Anexo H), los cuales corresponden a 64,1 mg
Cr*/L y 74,6 mg Cr*8/L respectivamente, siendo mayor la remocién en el adaptado.

Es posible considerar que factores derivados de la agitacién influyan en la remocion
de cromo, como la transferencia de masa, velocidad superficial del fluido, incidencia
de luz, distribucion del medio y la presencia o ausencia de gradientes de cromo.

Se evalla el porcentaje de remocion de cromo para cada una de las muestras a
partir de la ecuacion 5.

(100 mg/L — 74,6 mg/L)

%remocion fotobiorreactor de panel plano = 100 mg /L * 100%
= 25,4%
% 6 fotobi tor adaptado = L0 MI/L — 6T mG/L) o
= *
oremocién fotobiorreactor adaptado 100 mg/L 0
= 35,9%
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Segun estos resultados, se determina que en el fotobiorreactor adaptado hubo un
mayor porcentaje de remocion de cromo con respecto al otro reactor, con un valor
de 35,9% de remocion.

3.3.3 Segunda réplica. Para la segunda réplica, se muestran nuevamente los
conteos promedio para la concentracion de 100 mg/L de cromo en los dos
fotobiorreactores, para cada una de las repeticiones y sus respectivas curvas de
crecimiento, como se observa en la gréfica 10.

Grafica 10. Curvas de crecimiento y concentracion celular experimento.
Segunda réplica
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Fuente: elaboracién propia

De la grafica 10, se observa que el montaje realizado en el fotobiorreactor adaptado
tarda mas en acostumbrarse al medio, por lo que alcanza la menor concentracion
celular promedio (2,37E+05 cel/mL) al cabo de los 14 dias de seguimiento al cultivo.

En cuanto al montaje realizado en el fotobiorreactor de panel plano, se ve que inicia
su fase exponencial rapidamente y la mantiene hasta el dia 11 en el cual inicia la
fase estacionaria, igual como ocurre en la primera réplica. La concentracion celular
promedio maxima que se alcanza en este reactor utilizando dicromato de potasio
es de 2,63E+05 cel/mL, algo menor a la obtenida en los pre-experimentos
realizados a esta misma concentracion. Esto se debe, a que al aumentar el volumen
del medio de cultivo, la concentracion de diéxido de carbono en el aire es
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insuficiente para que las algas puedan transformarlo en azucares y utilizarlos en las
diferentes funciones celulares, por lo tanto, menor biomasa podréa crecer®®.

3.3.3.1 Velocidad especifica de crecimiento Experimento. Segunda
réplica. Se realiza célculo de la velocidad especifica de crecimiento (u) usando la
Ecuacion 2. Se muestran los resultados en la tabla 12 y la gréfica 11.

Tabla 12. Velocidad especifica de crecimiento y experimento, Segunda
réplica
Velocidad especificade
crecimiento u (d?)
Panel Plano 0,054

Adaptado 0,047
Fuente: elaboracién propia

Fotobiorreactor

Gréfica 11. Velocidad especifica de crecimiento para Scenedesmus
dimorphus evaluada en fotobiorreactor de panel plano y fotobiorreactor
adaptado. Segunda réplica
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A través de estos resultados, se puede evidenciar que la muestra con mayor
velocidad especifica de crecimiento se presento en el fotobiorreactor de panel plano

5% ARDILA, L. (2012). Medicién de la capacidad de Chlorella vulgaris y Scenedesmus acutus para la
remocion de aguas de curtiembre. Universidad Nacional de Colombia. p. 96.
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(0,54 d1). El fotobiorreactor mencionado anteriormente, tiene un comportamiento
similar al presentado en la primera réplica.

3.3.4 Anélisis estadistico experimento. Para determinar si hay diferencias
significativas entre las réplicas del experimento, se llevé a cabo un analisis de
varianza de dos factores, teniendo como variable dependiente la concentracion
celular y como variable independiente la concentracion de cromo, y se propone que
en Ho: No hay cambios significativos en las concentraciones y en Hi: Hay cambios
significativos en las concentraciones.

Los resultados obtenidos para cada concentracion se presentan en la tabla 13.

Tabla 13. Analisis de varianza de dos factores para el experimento

Origen de Suma de Promedio Valor
las de los F Probabilidad critico
e cuadrados

variaciones cuadrados para F

Muestra 111111111 111111111,1 0,077 0,781 3,954

Columnas 8,634E+11 4,317E+11 301,360 4 731E-39 3,105

Interaccién 66822222,2 33411111,11 0,023 0,976 3,105

Dentro del 55501191 1432525403

grupo

Total 9,839E+11

Fuente: elaboracién propia

Para un nivel de significancia de 0,5; el valor de F es menor que el valor critico para
F, por lo tanto, se acepta la hipétesis nula y se puede determinar que no hay
diferencias significativas en las concentraciones celulares de cada réplica realizada
en los cultivos del experimento, descartando asi algun error humano existente en el
conteo de microorganismos.
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4. CONCLUSIONES

Se elige la concentraciéon de 100 mg/L de cromo, al mostrar los mejores
resultados en cuanto a concentracion celular en el pre-experimento, para
evaluar la velocidad especifica de crecimiento, produccién de biomasa y
concentracion final de cromo en el fotobiorreactor de panel plano y en el
fotobiorreactor adaptado en la fase experimental.

Se realizaron las curvas de crecimiento y concentracion celular para el
experimento, determinando que en el fotobiorreactor de panel plano hubo un
mayor crecimiento celular (2,67E+05 cel/mL primera réplica y 2,63E+05
segunda réplica) y una mayor velocidad especifica de crecimiento (0,053 d*
primera réplica y 0,054 d! segunda réplica) en comparacién con los resultados
obtenidos en el fotobiorreactor adaptado para crecimiento celular y velocidad
especifica de crecimiento, (2,40E+05 cel/mL primera réplica y 2,37E+05 cel/mL
segunda réplica) y (0,048 d! primera réplica y 0,047 d! segunda réplica)
respectivamente.

Comparando los porcentajes de remocion de cromo entre los diferentes
fotobiorreactores, se encuentran valores muy cercanos entre el fotobiorreactor
de panel plano (25,4%) y el fotobiorreactor adaptado (35,9%), siendo mayor en
el adaptado, pero no se tiene certeza de qué factor pudo influir en este
resultado.

La forma geométrica del fotobiorreactor de panel plano al tener un mejor acceso
y dispersion de la luz hacia el interior, generé notorios crecimientos celulares y
superiores velocidades de crecimiento, que se interpretan en mayor
productividad volumétrica en los cultivos de Scenedesmus dimorphus, en
relacion con el fotobiorreactor adaptado, con una productividad volumétrica de
0,372 g/L*dia respecto al reactor adaptado con tan solo 0,301 g/L*dia.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda emplear agua residual industrial con alto contenido de cromo
para proximos analisis experimentales y evaluar el porcentaje de remocion de
cromo con la microalga Scenedesmus dimorphus.

Se recomienda que la linea de investigacion se enfoque en la hacer un proyecto
gue mida concentraciones de cromo mucho mas elevadas a las trabajadas en
este proyecto, para determinar el comportamiento de la microalga en el medio
de cultivo.

Se recomienda hacer un estudio mas detallado del efecto de la agitacion y de
la geometria de los fotobiorreactores, sobre la capacidad de remocion de la
microalga Scenedesmus dimorphus.

Se recomienda prolongar el tiempo de experimentacién (mas de 14 dias) con

el fin de analizar los resultados sobre el porcentaje de remocion de cromo y
compararlos con los obtenidos en esta investigacion.

63



BIBLIOGRAFIA

Agronutrientes, A. e. (s.f). AEFA. Obtenido de https://aefa
agronutrientes.org/glosario-de-terminos-utiles-en-agronutricion/fertilizante

ALVAREZ, P. (2014). Optimizacion de la produccion de microalgas con elevado
contenido lipidico. Dialnet.

ANDRADE, C. V., CARDENAS, C., & MORALES, E. (2009). Produccion de biomasa
de la microalga Scenedesmus sp. Con aguas residuales de la industria pesquera.
Venezuela.

ANONIMO. (s.f.). Ciclo celular vy crecimiento. Obtenido de
https://www.ugr.es/~eianez/Microbiologia/12crecimiento.htm

ARCILA, J. (2017). Generacion de granulos y aglomerados microalga-bacteria para
el tratamiento de aguas residuales municipales y produccion de metano. México.

ARDILA, L. (2012). Medicion de la capacidad de Chlorella vulgaris y Scenedesmus
acutus para la remocion de aguas de curtiembre. Bogota.

ARNAIZ, C., ISAC, L., & LEBARTO, J. (2000). Determinacién de la biomasa en
procesos bioldgicos. idUS.

BASTIDAS, 0. (s.f). celeromics. Obtenido de
http://www.celeromics.com/es/resources/docs/Articles/Conteo-Camara-
Neubauer.pdf

BENAVENTE, R. M. (2012). Tecnologia de cultivo de microalgas en
fotobiorreactores. Revista cientifica de la Universidad Auténoma de Coahuila.

BENINTENDE, S., & SANCHEZ, C. (s.f.). Facultad de ciencias agropecuarias.
Obtenido de
http://www.fca.uner.edu.ar/files/academica/deptos/catedras/microbiologia/unidad_3
_crecimiento_bacteriano.pdf

64



Bogoté, A. M. (2010). Diagnostico Local con Participacion Social: Localidad Sexta
Tunjuelito. Bogota.

BRATCHELL, N., GIBSON, A., TRUMAN, M., KELLY, T., & ROBERTS, T. (1989).
Prediciendo el comportamiento microbiano: las consecuencias de la cantidad de
datos. Revista Internacional de microbiologia de los alimentos, 47-58.

CANCER, I. N. (20 de Marzo de 2015). Compuestos de cromo hexavalente.
Obtenido de https://www.cancer.gov/espanol/cancer/causas-
prevencion/riesgo/sustancias/cromo

CANDELA, R. (2016). Las microalgas y el tratamiento de aguas residuales:
conceptos y aplicaciones. Una revision bibliografica. Bucaramanga.

CCI. (s.f.). cci-calidad. Obtenido de http://www.cci-calidad.com/articulos866.htm

CHAPARRO, G. (2017). Evaluacion del suero lacteo en la produccion de biomasa y
lipidos en la microalga Chlorella vulgaris a escala de laboratorio. Redalyc, 19.

CHEREMISINOFF, N. (1997). Biotecnologia para el tratamiento de desechos y
aguas residuales.

DIAZ, V., & ORDONEZ, C. (2006). Evaluacion de pH y la agitacion del medio méas
adecuada para el crecimiento de Dunadiella salina en condiciones laboratorio.
Bogota.

EDER, N. (22 de Marzo de 2015). SlideShare. Obtenido de
https://es.slideshare.net/edya69/ecuacin-de-monod-copia

ENFERMEDADES, A. P. (6 de Mayo de 2016). ATSDR. Obtenido de
https://www.atsdr.cdc.gov/es/phs/es_phs7.html

FEINER, G. (2006). Manual de productos carnicos: ciencia practica y tecnologia.
Washington.

65



GOMEZ, L. (2007). Microalgas: aspectos ecoldgicos y biotecnoldgicos. Revista
Cubana de Quimica.

GUTIERREZ, L., OCAMPO, M., MONTOYA, S., & SANCHEZ, O. (2016). Efecto de
tres tipos de luz sobre el crecimiento de microalgas de Scenedesmus Sp.

INSTITUTO DE HIDROLOGIA, M. Y. (2005). VI Fase de Seguimiento de Efluentes
Industriales y Corrientes Superficiales de Bogota D.C. Bogota.

INSTITUTO COLOMBIANO DE NORMAS TECNICAS Y CERTIFICACION.
Documentacion. Presentacién de tesis, trabajos de grado y otros trabajos de
investigacion. NTC 1486. Sexta actualizacion, 1 ed. Bogota: ICONTEC, 2008. 33 p.

_______ . Referencias bibliogréficas, contenido, forma y estructura. NTC 5613.
1 ed. Bogoté: El instituto, 2008. 38 p.

_______ . Referencias documentales para fuentes de informacién electrénicas,
NTC 4490. 1 ed. Bogota: El instituto, 2008. 23 p.

IS, S.,, HN, J., & CG, L. (2 de Mayo de 2006). NCBI. Obtenido de
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16647774

KUMAR, K. S., DAHMS, H.-U., WON, E.-J., LEE, J.-S., & SHIN, K.-H. (2014).
Microalgas — Una herramienta prometedora para la remediacion de metales
pesados. ELSEVIER, 12-13.

MARTINEZ, L. (2012). Eliminacion de CO2 con microalgas autoctonas. Espafia.

MARTINEZ, O., PEREZ, M., & NUNO, F. (s.f.). SlideShare. Obtenido de
https://es.slideshare.net/Marlenpmtz/colorimetria-61067922

MERCADO TUPINO, E. (2016). Cultivo de la microalga Scenedesmus Obliquus var.
Dimorphus (TURPIN) para la obtencion de biomasa y lipidos. Lima.

METHA, S., & GAUR, J. (2008). Uso de algas para eliminar iones de metales
pesados de aguas residuales: progreso y perspectivas. Taylor & Francis Online.

66



MONTEIRO, C., CASTRO, P., & MALCATA, X. (2012 ). Absorcién de metal por
microalgas: mecanismos subyacentes y aplicaciones practicas . Biotechnology
Progress, 299-311.

MONTES, M. (2010). Desarrollo de un bioestimulante a base de microalgas y
Bacterias para el tratamiento de influentes residuales. México.

OLARTE, E., & MONICA, V. (2016). Evaluacién del uso de la microalga Chlorella
vulgaris en el tratamiento de aguas residuales industriales (Vinanzas). Bogota.

ORTIZ, N., & CARMONA, J. (2015). Aprovechamiento de cromo eliminado en aguas
residuales de curtiembres (San Benito, Bogotd), mediante tratamiento con sulfato
de sodio. Scielo Colombia, 117-126.

PEREZ, V. (s.f). Onsalus. Obtenido de https://www.onsalus.com/definicion-de-
inoculo-18541.html

RAMOS, B. (01 de Enero de 2014). Soy Medio Ambiente. Obtenido de
http://soymedioambiente.com/biomasa-energia-renovable-organica

RAOQOUF, N. H. (s.f.). Microalgas y tratamiento de aguas residuales. Revista Saudita
de Ciencias Bioldgicas.

RIVERON, E., RAMIREZ, N., HERRERA, D., BARRERAS, G., ZAYAS, A., &
REQUEIRO, A. (2012). Estacién de trabajo para el estudio de la cinética de
crecimiento de Escherichia coli mediante el método de turbidez. Revista CENIC
Ciencias Biologicas, 1-6.

ROA PARRA, A., & CANIZARES VILLANUEVA, R. (2012). Biorremediacion de
aguas con fosfatos y nitratos utilizando Scenedesmus incrasssatulus inmovilizado.
Bistua: revista de ciencias basicas, 71.

RUBIO, D., BARRERA, N., FONSECA, L., & JAIMES, C. (2017). Aspectos teoéricos
de la extraccion de carotenoides a partir de microalgas.

SCHASCHKE, C. (2014). Oxford Reference. Obtenido de
https://app.knovel.com.ez.uamerica.edu.co/web/toc.v/cid:kpDCE00021/viewerType

67



:toc/root_slug:dictionary-chemical-engineering/url_slug:kt00TW5UY3?b-g=growth
curve&b-group-by=true&b-search-type=tech-reference&b-sort-on=default

SERRANO, L. (2012). Estudio de cuatro cepas nativas de microalgas para evaluar
su potencial uso en la produccion de biodiesel. Bogota.

SEVERICHE, C., CASTILLO, M., & ACEVEDO, R. (2013). Manual de métodos
analiticos para la determinacion de parametros fisicoquimicos basicos en aguas.
Obtenido de http://www.eumed.net/libros-gratis/2013a/1326/1326.pdf

SIERRA HERRERA, J. A.,, FONSECA RUIZ, S., SANDOVAL HERRERA, J. A., &
RUBIO FERNANDEZ, D. (2014). Disefio de un Fotobiorreactor Airlift a escala banco.
Politécnico Grancolombiano, 123-143.

SOSA, J.,, & VASQUEZ, P. (2017). Evaluacion del potencial de un residuo
proveniente de la industria panelera como fuente de carbono para la produccién de
biomasa microalgal. Repository, 40.

SRIRAM, S., & SEENIVASAN, R. (2012). Cultivo de microalgas en aguas residuales
para la eliminacion de nutrientes.

SUNDARAM, S., & RAGHAVAN, P. (2011). Reactivos de cromo IV: aplicaciones
sintéticas.

TELLEZ, J., CARVAJAL, M., & GAITAN, A. (2004). Aspectos Toxicologicos
Relacionados con la Utilizacién del Cromo en el proceso Productivo de Curtiembre.
Revista Facultad de Medicina Universidad Nacional de Colombia, 50-61.

TORRENTERA, L. (1989). FAO. Obtenido de
http://www.fao.org/docrep/field/003/AB473S/AB473S00.htm

TRAVIESO, L., BENITEZ, F., SANCHEZ, E., & PELLON, A. (2003). Patente n°
22948. Cuba.

68



VALLE, G. (2007). Utilizacion de microalgas para la remocion de Cadmio y Zinc de
efluentes de aguas residuales urbanas. México.

VAZQUEZ, J. (29 de Mayo de 2011). Onsalus. Obtenido de
http://teclaboratorista2lm.blogspot.com.co/2011/05/camara-de-neubauer-la-
camara-de.html

VILLA, M. (2011). ainia centro tecnoldgico. Obtenido de
http://www.ainia.es/insights/microalgas-sabias-que/

69



ANEXOS

70



ANEXO A
PROTOCOLO PARA PUESTA EN MARCHA DEL FOTOBIORREACTOR DE
PANEL PLANO

1. Desinfectar previamente a su uso, dejandolo conectado aproximadamente un
mes, con una solucion de agua e hipoclorito de sodio.

2. Vaciar el equipo y enjuagar perfectamente hasta asegurar que no quede nada
de la solucién contenida.

3. Inspeccionar visualmente el fotobiorreactor en el interior y comprobar que no
existan biopeliculas adheridas a las paredes o al tubo, en caso de que se
presenten, se deben remover con agitacion fuerte y si es necesario con ayuda
de una manguera.

4. Repetir el proceso de desinfeccion con hipoclorito de sodio por 10 minutos y
enjuagar con abundante agua, en caso de remover las biopeliculas.

5. Prender el equipo y verificar su estado de asepsia.

6. Si se encuentra alguna biopelicula, repetir desde la recomendacién 3.

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO B
COMPOSICION FERTILIZANTE AGRICOLA FOLIAGRO

Tabla 14. Composicion del fertilizante Foliagro

Mitrogeno Total (N) 100,00 g/l Boro (B) 0,20 g/l
Mitrdgeno Amoniacal (N) 72,00 g/ Cobre (Cu)* 0.20 g/l
Mitrégeno Nitrico (N) 3,20 g/ Hierro (Fe)* 0.40 g/l
Mitrogeno Ureico (N) 24 80 g/l Manganeso (Mn)* 0.40 g/l
Fasforo Asimilable (P:=0s) 300.00 g/l Molibdeno (Mo 0.03 g/l
Potasio Soluble en Agua (Kz0) 100,00 g/l Zinc (Zn)* 0.50 g/l
Calcio (Ca0)* 0,20 g/ pH en solucidn al 10% 6.5

Magnesio (MgD)* 0.20 g/l Densidad a20 C 1.3 g/ml

Azufre Total (5) 0.80 g/l *Quelatados con EDTA y acido citrico

Fuente: Agro fertilizantes de Colombia
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ANEXO C
TECNICA ASEPTICA

Trabajar siempre al lado de una llama. Esta llama crea a su alrededor una
atmosfera estéril y ademas se utiliza para esterilizar o flamear parte del material
gue se utiliza durante la siembra.

Las asas deben esterilizarse antes de ser utilizadas y una vez esterilizadas
deben enfriarse antes de tomar la muestra de microorganismos con objeto de
no destruirlos con el calor. El asa se enfria sobre el agar o sobre el material de
vidrio (en zonas estériles del material de vidrio).

Después de utilizar las asas, se vuelven a esterilizar.

Las bocas de los tubos y matraces de vidrio se flamean ligeramente una vez
destapados y después de la inoculacion.

Durante la inoculacion, los tapones se mantienen en la mano sujetandolos por
la parte que no entra en contacto con tubos y matraces.

Siempre que es necesario abrir un tubo debe mantenerse en posicion inclinada
para que el riesgo de contaminacién sea minimo.

Fuente: elaboracion propia
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ANEXOD
PROTOCOLO PARA LA DETERMINACION DE PESO SECO

Figura 15. Protocolo para la determinacion de peso seco

GRUPO |+D: BIOTECFUA

17 de Abril de 2018

Sefiores

Centro de Bioprospecridn e Ingenieria QuimizAplicada al Estudio de

laura.fonsecal @estudiantes uameri Biomoleculss & Industria — CBIQA —Fundacién Universidad de
- . ) . érica:
mariaguarin(@estudiantes.uameria
edu.co Solicite a ustedes el uso del Hormo de Marca MABERTHERM —
TRI20,en tal sentide doy a conocer la fecha, hora, tiempao de uso y
otras especificaciones, lo que para ells anexo protocolo
estandarizado para el tipo de procedimiento solicitado.
DIRECTOR
DIEGD RUBIO Procedimiento solicitado de secado de muestras:
Determinacion de peso seco y contenido organico e inorganice
ESTUDIANTE (S) In bool: Métodos y h En = dén de la
LALIRA AMGELICA FOMSECA bio

MARILA PALULA GUARIN

*Protocolo para la determinacidn del peso zeco total

Tomarun volumen conocide del cultive de microalga (hemogenizar
bien la muestra antes de proceder) y filtrar en los filkroz de peso
conocido.

semilero CBIQA a. Colocar los sobres (entreabiertos) con fitro en una estufa a

temperatura entre 65 y 70 °C durante porlo menos 12 h (el
tiempo de secade depende del tipo de estufa y de la humedad
ambiental, ademds del volumen de la muestra).

b. Pazar los fittroz a un desecador, verfficando que el silicagel esté
libre de humedad. Aplicar vacio y dejar en el desecador durante
1.5 haras.

c. Pesarrdpidamente oz filtros en una balanza analitica de 5 digites
(sacando los filtros uno porune del desecadory cerrdndolo cada
ver) hasta cuando la lectura se estabiliza.

d. Regresar los filtros a la estufa y repetir la operacion los dos dias
siguientes o hasta asegurarse que se logre peso constante.

e. Pordiferencia entre el peso del fitro lavado con agua destilada y
seco con respecto al peso del fitre con la muestra seca dividido
entre el velumen de cultive fitrada, se obtiene el PESO SECO
TOTAL (Yg/mL o mg/L)

Estudiante(s) encargado del
SErvicio:

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 15. Crecimiento celular promedio de las tres repeticiones para cada una de

ANEXO E
CONCENTRACION CELULAR Y CURVAS DE CRECIMIENTO DEL PRE-
EXPERIMENTO 1 OXIDO DE CROMO

las concentraciones. Pre-experimento 1 Oxido de cromo

Concentracion celular [cel/mL]

50 mg/L

100 mg/L

150 mg/L

200 mg/L

250 mg/L

300 mg/L

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

5,17E+05

5,16E+05

1,03E+06

6,17E+05

5,67E+05

7,33E+05

6,33E+05

7,33E+05

1,07E+06

7,67E+05

6,33E+05

7,67E+05

8,00E+05

7,50E+05

1,10E+06

8,50E+05

7,67E+05

8,67E+05

8,17E+05

1,03E+06

1,33E+06

1,12E+06

1,12E+06

1,13E+06

1,20E+06

1,57E+06

1,10E+06

1,30E+06

1,28E+06

1,18E+06

1,42E+06

1,87E+06

1,25E+06

1,43E+06

1,42E+06

1,32E+06

\ICDU'I-b(JOI\)I—‘Og

1,57E+06

1,88E+06

1,58E+06

1,48E+06

1,60E+06

1,40E+06

Fuente: elaboracion propia

Tabla 16. Concentracion celular de cada repeticibn para la
concentracion de 50 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de cromo

Concentracion celular a 50 mg/L de Cr [cel/mL]
Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio

1,00E+05

8,00E+04

1,30E+05

1,03E+05

1,70E+05

1,00E+05

1,10E+05

1,27E+05

1,70E+05

2,10E+05

1,00E+05

1,60E+05

1,80E+05

1,60E+05

1,40E+05

1,60E+05

2,70E+05

2,10E+05

2,40E+05

2,40E+05

U WIN|IPF

3,30E+05

2,40E+05

2,80E+05

2,83E+05

7

2,60E+05

4,20E+05

2,60E+05

3,13E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréafica 12. Curva de crecimiento celular de cada repeticién para la

concentracion de 50 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de cromo

4,50E+05 -
4,00E+05 -
=
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5,00E+04 T 1
0 4 8
Tiempo [dias]
Fuente: elaboracion propia
Tabla 17. Concentracion celular de cada repeticion

para

la

concentracion de 100 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de cromo

Concentracion celular de 100 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 1,40E+05 1,00E+05 7,00E+04 | 1,03E+05
2 1,30E+05 1,70E+05 1,40E+05 1,47E+05
3 1,80E+05 1,00E+05 1,40E+05 1,40E+05
4 2,20E+05 2,50E+05 1,50E+05 | 2,07E+05
5 2,90E+05 2,40E+05 4,10E+05 | 3,13E+05
6 4,40E+05 3,40E+05 3,40E+05 | 3,73E+05
7 1,60E+05 1,80E+05 3,90E+05 | 2,43E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréafica 13. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 100 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de cromo
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Fuente: elaboracion propia
Tabla 18. Concentracién celular de cada repeticion para la
concentracion de 150 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de cromo
Concentracion celular de 150 mg/L de Cr [cel/mL]
Dia| Repeticidén 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 2,80E+05 1,90E+05 1,50E+05 2,07E+05
2 2,10E+05 1,70E+05 2,60E+05 2,13E+05
3 1,10E+05 1,00E+05 1,20E+05 1,10E+05
4 2,50E+05 2,60E+05 2,90E+05 2,67E+05
5 2,00E+05 1,90E+05 1,30E+05 1,73E+05
6 2,60E+05 2,60E+05 2,30E+05 2,50E+05
7 2,60E+05 3,70E+05 3,20E+05 3,17E+05

Fuente: elaboracion propia
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Gréafica 14. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 150 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de
cromo

4,00E+05 -

3,50E+05 -
€ 3,00E405 -
=
e}
< 2,50E+05 - Repeticidon 1
§ 2,00E+05 - Repeticion 2
c
g Repeticion 3
S  1,50E+05 - )
o Promedio

1,00E+05 -

5,00E+04 ‘ ‘ ‘ )

0 2 4 6 8
Tiempo [dias]
Fuente: elaboracion propia
Tabla 19. Concentracion celular de cada repeticion para la

concentracion de 200 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de cromo

Concentracion celular de 200 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 1,30E+05 1,20E+05 1,20E+05 1,23E+05
2 1,70E+05 1,60E+05 1,30E+05 1,53E+05
3 1,60E+05 1,20E+05 1,60E+05 1,47E+05
4 3,10E+05 2,10E+05 2,40E+05 2,53E+05
5 1,30E+05 2,60E+05 2,20E+05 2,03E+05
6 2,60E+05 3,20E+05 2,80E+05 | 2,87E+05
7 2,90E+05 3,00E+05 3,00E+05 | 2,97E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréafica 15. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 200 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de
cromo
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Tabla 20. Concentracion celular de cada repeticion para la

concentracion de 250 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de cromo

Concentracion celular de 250 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 1,40E+05 1,10E+05 9,00E+04 | 1,13E+05
2 1,40E+05 1,10E+05 1,30E+05 1,27E+05
3 1,00E+05 1,10E+05 9,00E+04 | 1,00E+05
4 2,90E+05 2,50E+05 2,50E+05 | 2,63E+05
5 2,00E+05 3,30E+05 2,40E+05 2,57E+05
6 2,00E+05 2,60E+05 3,90E+05 | 2,83E+05
7 3,60E+05 2,60E+05 3,40E+05 3,20E+05

Fuente: elaboracion propia
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Gréfica 16. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 250 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de

cromo
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Tabla 21. Concentracion celular de cada repeticion para la

concentracion de 300 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de cromo

Concentracion celular de 300 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 2,00E+05 1,40E+05 1,00E+05 1,47E+05
2 1,70E+05 1,20E+05 1,70E+05 1,53E+05
3 8,00E+04 8,00E+04 8,00E+04 8,00E+04
4 2,10E+05 2,60E+05 2,60E+05 2,43E+05
5 2,10E+05 1,30E+05 1,40E+05 1,60E+05
6 2,90E+05 2,30E+05 2,70E+05 | 2,63E+05
7 2,20E+05 3,20E+05 3,00E+05 | 2,80E+05

Fuente: elaboracién propia

80




Gréfica 17. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 300 mg/L de cromo (Pre experimento 1) Oxido de
cromo
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ANEXO F
CONCENTRACION CELULAR Y CURVAS DE CRECIMIENTO DEL PRE-
EXPERIMENTO 2, PRIMERA REPLICA DICROMATO DE POTASIO

Tabla 22. Crecimiento celular promedio de las tres repeticiones para cada una de
las concentraciones de cromo del Pre-experimento 2, Primera réplica, Dicromato
de potasio

Concentracion celular [cel/mL]

Dia

50 mg/L

100 mg/L

150 mg/L

200 mg/L

250 mg/L

300 mg/L

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,6 7E+05

4,6 7E+05

4,50E+05

4,33E+05

4,50E+05

6,83E+05

7,67E+05

7,00E+05

6,17E+05

6,17E+05

6,83E+05

7,17E+05

7,83E+05

7,33E+05

7,00E+05

6,33E+05

7,00E+05

7,33E+05

8,00E+05

7,67E+05

7,17E+05

6,67E+05

7,17E+05

7,67E+05

8,17E+05

7,83E+05

7,50E+05

7,50E+05

7,67E+05

8,50E+05

8,83E+05

8,83E+05

8,33E+05

7,67E+05

8,17E+05

1,02E+06

9,67E+05

1,03E+06

9,83E+05

8,67E+05

9,00E+05

1,05E+06

1,07E+06

1,13E+06

1,03E+06

1,08E+06

1,02E+06

O N BR|WIN|FLIO

1,10E+06

1,43E+06

1,22E+06

1,08E+06

1,22E+06

1,18E+06

10

1,12E+06

1,52E+06

1,48E+06

1,33E+06

1,40E+06

1,23E+06

Fuente: elaboracion propia

Tabla 23. Concentracion celular de cada repeticion para la
concentracion de 50 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera réplica),
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 50 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 7,00E+04 8,00E+04 1,00E+05 | 8,33E+04
2 1,20E+05 1,40E+05 1,50E+05 1,37E+05
3 1,10E+05 1,60E+05 1,60E+05 1,43E+05
4 1,90E+05 1,20E+05 1,30E+05 1,47E+05
5 1,60E+05 1,40E+05 1,60E+05 1,53E+05
6 1,80E+05 1,70E+05 1,60E+05 1,70E+05
7 2,00E+05 2,20E+05 1,90E+05 | 2,03E+05
8 2,50E+05 2,00E+05 1,80E+05 2,10E+05
9 1,90E+05 2,70E+05 2,00E+05 2,20E+05
10 | 2,50E+05 2,50E+05 1,70E+05 | 2,23E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréfica 18. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 50 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera
réplica), Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracién propia
Tabla 24. Concentracion celular de cada repeticion para la

concentracion de 100 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera réplica),
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 100 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 1,00E+05 8,00E+04 1,00E+05 | 9,33E+04
2 1,90E+05 1,30E+05 1,40E+05 | 1,53E+05
3 2,00E+05 1,30E+05 1,40E+05 1,57E+05
4 2,10E+05 1,20E+05 1,50E+05 | 1,60E+05
5 1,90E+05 1,30E+05 1,70E+05 | 1,63E+05
6 1,70E+05 1,90E+05 1,70E+05 | 1,77E+05
7 2,50E+05 2,10E+05 1,20E+05 | 1,93E+05
8 2,60E+05 1,70E+05 2,10E+05 2,13E+05
9 2,50E+05 2,60E+05 3,50E+05 | 2,87E+05
10 | 3,10E+05 3,10E+05 2,90E+05 | 3,03E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréafica 19. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 100 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera réplica),
Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracién propia

Tabla 25. Concentracion celular de cada repeticion para la
concentracion de 150 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera réplica),
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 150 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 7,00E+04 6,00E+04 1,50E+05 | 9,33E+04
2 1,40E+05 1,00E+05 1,80E+05 | 1,40E+05
3 1,80E+05 1,10E+05 1,50E+05 1,47E+05
4 1,90E+05 1,40E+05 1,30E+05 | 1,53E+05
5 1,50E+05 2,00E+05 1,20E+05 1,57E+05
6 1,60E+05 1,90E+05 1,80E+05 1,77E+05
7 2,20E+05 2,60E+05 1,40E+05 | 2,07E+05
8 2,00E+05 2,40E+05 2,40E+05 2,27E+05
9 1,50E+05 2,20E+05 3,10E+05 | 2,27E+05
10 | 1,90E+05 3,80E+05 3,20E+05 | 2,97E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréfica 20. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 150 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera
réplica), Dicromato de potasio
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Tabla 26. Concentracion celular de cada repeticion para la
concentracion de 200 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera réplica),
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 200 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 1,00E+05 9,00E+04 8,00E+04 | 9,00E+04
2 1,40E+05 1,30E+05 1,00E+05 1,23E+05
3 8,00E+04 1,30E+05 2,10E+05 1,40E+05
4 1,40E+05 1,20E+05 1,70E+05 1,43E+05
5 1,20E+05 2,00E+05 1,30E+05 1,50E+05
6 1,60E+05 2,00E+05 1,40E+05 1,67E+05
7 2,30E+05 1,70E+05 1,90E+05 1,97E+05
8 1,60E+05 2,20E+05 2,40E+05 2,07E+05
9 2,20E+05 2,30E+05 2,00E+05 2,17E+05
10 1,50E+05 3,10E+05 3,40E+05 2,67E+05

Fuente: elaboracién propia
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Grafica 21. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 200 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera
réplica), Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracion propia
Tabla 27. Concentracion celular de cada repeticion para la

concentracion de 250 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera réplica),
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 250 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 9,00E+04 1,00E+05 7,00E+04 | 8,67E+04
2 1,20E+05 1,10E+05 1,40E+05 1,23E+05
3 1,20E+05 1,90E+05 7,00E+04 | 1,27E+05
4 1,40E+05 1,30E+05 1,30E+05 1,33E+05
5 1,50E+05 1,50E+05 1,50E+05 1,50E+05
6 1,50E+05 1,40E+05 1,70E+05 1,53E+05
7 2,00E+05 1,60E+05 1,60E+05 1,73E+05
8 1,50E+05 2,90E+05 2,10E+05 2,17E+05
9 1,90E+05 3,00E+05 2,40E+05 | 2,43E+05
10 | 2,40E+05 2,20E+05 3,80E+05 | 2,80E+05

Fuente: elaboracién propia
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Grafica 22. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 250 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera
réplica), Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracién propia
Tabla 28. Concentracion celular de cada repeticion para la

concentracion de 300 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera réplica),
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 300 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 6,00E+04 1,10E+05 1,00E+05 | 9,00E+04
2 1,30E+05 1,30E+05 1,50E+05 1,37E+05
3 1,40E+05 1,10E+05 1,70E+05 1,40E+05
4 1,40E+05 1,00E+05 1,80E+05 1,40E+05
5 1,60E+05 1,70E+05 1,30E+05 1,53E+05
6 1,20E+05 1,80E+05 2,00E+05 1,67E+05
7 1,60E+05 1,50E+05 1,80E+05 1,63E+05
8 1,80E+05 2,10E+05 2,20E+05 2,03E+05
9 1,70E+05 2,70E+05 2,50E+05 | 2,30E+05
10 | 2,30E+05 2,70E+05 2,40E+05 | 2,47E+05

Fuente: elaboracién propia
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Grafica 23. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 300 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Primera
réplica), Dicromato de potasio
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ANEXO G
CONCENTRACION CELULAR Y CURVAS DE CRECIMIENTO DEL PRE-
EXPERIMENTO 2, SEGUNDA REPLICA DICROMATO DE POTASIO

Tabla 29. Crecimiento celular promedio de las tres repeticiones para cada una de
las concentraciones de cromo. Pre-experimento 2, Segunda réplica. Dicromato
de potasio

Concentracion celular [cel/mL]

Dia

50 mg/L

100 mg/L

150 mg/L

200 mg/L

250 mg/L

300 mg/L

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,17E+05

4,33E+05

5,00E+05

5,00E+05

5,17E+05

4,50E+05

4,50E+05

6,50E+05

7,17E+05

7,17E+05

6,33E+05

6,83E+05

6,33E+05

7,33E+05

8,33E+05

7,83E+05

7,17E+05

7,67E+05

7,00E+05

7,67E+05

8,50E+05

8,17E+05

7,67E+05

8,17E+05

7,33E+05

7,83E+05

8,67E+05

8,83E+05

8,33E+05

8,33E+05

7,83E+05

8,67E+05

1,02E+06

9,17E+05

8,6 7E+05

9,67E+05

8,50E+05

9,83E+05

1,23E+06

1,08E+06

9,33E+05

1,15E+06

9,50E+05

1,10E+06

1,47E+06

1,25E+06

1,07E+06

1,40E+06

1,13E+06

O N BR|WIN|FLIO

1,28E+06

1,72E+06

1,47E+06

1,20E+06

1,58E+06

1,38E+06

10

1,48E+06

1,97E+06

1,67E+06

1,47E+06

1,72E+06

1,48E+06

Fuente: elaboracion propia

Tabla 30. Concentracion celular de cada repeticion para la
concentracion de 50 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda réplica)
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 50 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 8,00E+04 8,00E+04 1,00E+05 | 8,67E+04
2 1,50E+05 1,40E+05 1,00E+05 1,30E+05
3 1,40E+05 1,20E+05 1,80E+05 1,47E+05
4 1,60E+05 1,40E+05 1,60E+05 1,53E+05
5 1,20E+05 1,70E+05 1,80E+05 1,57E+05
6 2,00E+05 1,60E+05 1,60E+05 1,73E+05
7 1,90E+05 2,10E+05 1,90E+05 1,97E+05
8 1,80E+05 3,10E+05 1,70E+05 | 2,20E+05
9 2,30E+05 2,80E+05 2,60E+05 2,57E+05
10 | 3,10E+05 2,20E+05 3,60E+05 | 2,97E+05

Fuente: elaboracién propia
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Grafica 24. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 50 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda réplica)
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Fuente: elaboracion propia
Tabla 31. Concentracion celular de cada repeticion

para

la

concentracion de 100 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda réplica)

Dicromato de potasio

Concentracion celular de 100 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
1 8,00E+04 1,20E+05 1,00E+05 | 1,00E+05
2 1,30E+05 1,20E+05 1,20E+05 | 1,23E+05
3 1,50E+05 2,10E+05 1,40E+05 1,67E+05
4 1,60E+05 1,60E+05 1,90E+05 | 1,70E+05
5 1,70E+05 1,90E+05 1,60E+05 | 1,73E+05
6 1,80E+05 2,10E+05 2,20E+05 2,03E+05
7 2,00E+05 2,80E+05 2,60E+05 | 2,47E+05
8 2,00E+05 3,20E+05 3,60E+05 2,93E+05
9 4,30E+05 2,60E+05 3,40E+05 | 3,43E+05
10 | 3,30E+05 5,80E+05 3,60E+05 | 4,23E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréafica 25. Curva de crecimiento celular de cada repeticién para la
concentracion de 100 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda réplica)

Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracion propia
Tabla 32. Concentracion celular de cada repeticion

para

la

concentracion de 150 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda
réplica) Dicromato de potasio

Concentracion celular de 150 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 6,00E+04 1,30E+05 1,10E+05 1,00E+05
2 1,90E+05 1,50E+05 9,00E+04 | 1,43E+05
3 1,60E+05 1,60E+05 1,50E+05 1,57E+05
4 1,40E+05 1,80E+05 1,70E+05 1,63E+05
5 1,90E+05 2,30E+05 1,10E+05 1,77E+05
6 1,20E+05 2,10E+05 2,20E+05 1,83E+05
7 2,40E+05 2,80E+05 1,30E+05 | 2,17E+05
8 2,60E+05 2,40E+05 2,50E+05 | 2,50E+05
9 2,90E+05 3,00E+05 2,90E+05 2,93E+05
10 | 3,40E+05 3,10E+05 3,50E+05 | 3,33E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréfica 26. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 150 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda
réplica) Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracion propia

Tabla 33. Concentracion celular de cada repeticion para la
concentracion de 200 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda réplica)
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 200 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 9,00E+04 9,00E+04 1,30E+05 1,03E+05
2 1,00E+05 1,40E+05 1,40E+05 1,27E+05
3 1,50E+05 1,50E+05 1,30E+05 1,43E+05
4 1,50E+05 1,60E+05 1,50E+05 1,53E+05
5 1,60E+05 1,80E+05 1,60E+05 1,67E+05
6 2,00E+05 1,60E+05 1,60E+05 1,73E+05
7 2,20E+05 1,80E+05 1,60E+05 1,87E+05
8 1,90E+05 1,80E+05 2,70E+05 2,13E+05
9 2,20E+05 2,20E+05 2,80E+05 2,40E+05
10 | 2,50E+05 2,70E+05 3,60E+05 2,93E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréfica 27. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 200 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda
réplica) Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracién propia

Tabla 34. Concentracion celular de cada repeticion para la
concentracion de 250 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda réplica)
Dicromato de potasio

Concentracion celular de 250 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 6,00E+04 7,00E+04 1,40E+05 | 9,00E+04
2 1,30E+05 1,60E+05 1,20E+05 1,37E+05
3 1,30E+05 1,20E+05 2,10E+05 1,53E+05
4 1,60E+05 1,50E+05 1,80E+05 1,63E+05
5 1,60E+05 1,60E+05 1,80E+05 1,67E+05
6 2,40E+05 2,00E+05 1,50E+05 1,97E+05
7 2,40E+05 2,70E+05 1,80E+05 2,30E+05
8 3,10E+05 2,70E+05 2,60E+05 | 2,80E+05
9 3,40E+05 3,00E+05 3,10E+05 | 3,17E+05
10 | 4,50E+05 2,90E+05 2,90E+05 | 3,43E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréfica 28. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 250 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda

réplica) Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracién propia

Tabla 35.

Concentracion

celular

de cada
concentracion de 300 mg/L de cromo. Dicromato de potasio

repeticion

para

Concentracion celular de 300 mg/L de Cr [cel/mL]

Dia| Repeticién 1 | Repeticion 2 | Repeticién 3 | Promedio
1 1,00E+05 1,00E+05 7,00E+04 | 9,00E+04
2 1,20E+05 1,30E+05 1,30E+05 1,27E+05
3 1,10E+05 1,00E+05 2,10E+05 1,40E+05
4 1,00E+05 1,80E+05 1,60E+05 1,47E+05
5 1,50E+05 1,80E+05 1,40E+05 1,57E+05
6 1,80E+05 1,90E+05 1,40E+05 1,70E+05
7 2,00E+05 2,20E+05 1,50E+05 1,90E+05
8 1,80E+05 2,50E+05 2,50E+05 | 2,27E+05
9 2,90E+05 3,00E+05 2,40E+05 2,77TE+05
10 | 2,30E+05 3,40E+05 3,20E+05 | 2,97E+05

Fuente: elaboracién propia
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Gréfica 29. Curva de crecimiento celular de cada repeticion para la
concentracion de 300 mg/L de cromo (Pre experimento 2- Segunda
réplica) Dicromato de potasio
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Fuente: elaboracién propia
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ANEXO H
CRECIMIENTO Y CONCENTRACION CELULAR PROMEDIO DE LAS 3
REPETICIONES EXPERIMENTO. PRIMERA REPLICA

Tabla 36. Crecimiento y concentracién celular experimento. Primera réplica

Concentracion celular [cel/mL]
Dia Fotobiorreactor Panel _
plano Fotobiorreactor Adaptado
0 1,27E+05 1,23E+05
1 1,37E+05 1,43E+05
2 1,60E+05 1,47E+05
3 1,77E+05 1,60E+05
4 1,80E+05 1,73E+05
5 1,93E+05 1,87E+05
6 2,27E+05 1,93E+05
7 2,37E+05 2,07E+05
8 2,43E+05 2,20E+05
9 2,63E+05 2,27E+05
10 2,67E+05 2,33E+05
11 2,70E+05 2,37E+05
12 2,67E+05 2,40E+05
13 2,70E+05 2,43E+05
14 2,67E+05 2,40E+05

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 37. Crecimiento celular promedio de las tres repeticiones para la
concentracion de 100 mg/L de cromo en el fotobiorreactor de panel plano.

Primera réplica

Concentracion celular [cel/mL]
Fotobiorreactor de panel plano

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
0 1,10E+05 9,00E+04 1,80E+05 1,27E+05
1 1,80E+05 1,40E+05 9,00E+04 | 1,37E+05
2 2,20E+05 1,20E+05 1,40E+05 | 1,60E+05
3 1,20E+05 2,00E+05 2,10E+05 1,77E+05
4 1,70E+05 1,30E+05 2,10E+05 | 1,70E+05
5 1,70E+05 1,70E+05 2,40E+05 | 1,93E+05
6 1,60E+05 3,20E+05 2,00E+05 | 2,27E+05
7 2,60E+05 2,50E+05 2,00E+05 2,37E+05
8 2,40E+05 2,20E+05 2,70E+05 | 2,43E+05
9 2,90E+05 2,90E+05 2,10E+05 | 2,63E+05
10 | 2,80E+05 2,50E+05 2,70E+05 | 2,67E+05
11| 3,40E+05 2,30E+05 2,40E+05 | 2,70E+05
12 | 2,90E+05 2,40E+05 2,70E+05 | 2,67E+05
13| 3,10E+05 2,00E+05 3,00E+05 | 2,70E+05
14 | 2,50E+05 3,10E+05 2,40E+05 | 2,67E+05

Fuente: elaboracion propia

Grafica 30. Curva de crecimiento celular promedio de las tres
repeticiones para la concentracion de 100 mg/L de Cromo en el
fotobiorreactor de panel plano. Primera réplica
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Fuente: elaboracién propia

97



Tabla 38. Crecimiento celular promedio de las tres repeticiones para la
concentracion de 100 mg/L de cromo en el fotobiorreactor adaptado.

Primera réplica

Concentracion celular [cel/mL]
Fotobiorreactor adaptado

Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
0 1,40E+05 9,00E+04 1,40E+05 | 1,23E+05
1 1,30E+05 1,60E+05 1,40E+05 | 1,43E+05
2 1,70E+05 1,10E+05 1,60E+05 | 1,47E+05
3 1,50E+05 2,10E+05 1,20E+05 1,60E+05
4 1,50E+05 1,60E+05 2,10E+05 | 1,73E+05
5 1,90E+05 2,00E+05 1,70E+05 | 1,87E+05
6 2,20E+05 1,80E+05 1,80E+05 | 1,93E+05
7 2,30E+05 2,10E+05 1,80E+05 2,07E+05
8 2,20E+05 1,90E+05 2,50E+05 | 2,20E+05
9 2,20E+05 2,40E+05 2,20E+05 | 2,27E+05
10 | 2,10E+05 2,70E+05 2,20E+05 | 2,33E+05
11| 2,70E+05 2,50E+05 1,90E+05 | 2,37E+05
12 | 2,10E+05 3,10E+05 2,00E+05 | 2,40E+05
13| 2,00E+05 2,80E+05 2,50E+05 | 2,43E+05
14 | 2,40E+05 2,60E+05 2,20E+05 | 2,40E+05

Fuente: elaboracion propia

Grafica 31. Curva de crecimiento celular promedio de las tres repeticiones
para la concentracion de 100 mg/L de cromo en el fotobiorreactor

adaptado. Primera réplica
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Fuente: elaboracién propia
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ANEXO |
CRECIMIENTO Y CONCENTRACION CELULAR PROMEDIO DE LAS 3
REPETICIONES EXPERIMENTO. SEGUNDA REPLICA

Tabla 39. Crecimiento y concentracidn celular experimento. Segunda réplica

Concentracion celular 100 [cel/mL]
Dia Fotobiorreactor Panel _
Plano Fotobiorreactor Adaptado
0 1,23E+05 1,23E+05
1 1,33E+05 1,30E+05
2 1,53E+05 1,47E+05
3 1,73E+05 1,60E+05
4 1,83E+05 1,73E+05
5 1,93E+05 1,83E+05
6 2,33E+05 1,90E+05
7 2,40E+05 2,00E+05
8 2,47E+05 2,17E+05
9 2,57E+05 2,23E+05
10 2,60E+05 2,27E+05
11 2,63E+05 2,27E+05
12 2,60E+05 2,33E+05
13 2,67E+05 2,40E+05
14 2,63E+05 2,37E+05

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 40. Crecimiento celular promedio de las tres repeticiones para la
concentracion de 100 mg/L de cromo en el fotobiorreactor de panel plano.

Segunda réplica

Concentracion celular [cel/mL]

Fotobiorreactor de panel plano
Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
0 1,40E+05 1,30E+05 1,00E+05 | 1,23E+05
1 1,20E+05 1,60E+05 1,20E+05 | 1,33E+05
2 1,60E+05 1,50E+05 1,50E+05 | 1,53E+05
3 1,80E+05 1,60E+05 1,80E+05 | 1,73E+05
4 1,40E+05 2,10E+05 2,00E+05 | 1,83E+05
5 1,80E+05 1,80E+05 2,20E+05 | 1,93E+05
6 2,30E+05 2,30E+05 2,40E+05 | 2,33E+05
7 2,30E+05 2,70E+05 2,20E+05 | 2,40E+05
8 2,00E+05 2,60E+05 2,80E+05 | 2,47E+05
9 2,20E+05 2,50E+05 3,00E+05 | 2,57E+05
10| 2,80E+05 2,90E+05 2,10E+05 | 2,60E+05
11 | 2,60E+05 2,50E+05 2,80E+05 | 2,63E+05
12 | 2,40E+05 2,40E+05 3,00E+05 | 2,60E+05
13| 1,80E+05 3,30E+05 2,90E+05 | 2,67E+05
14 | 2,60E+05 2,70E+05 2,60E+05 | 2,63E+05

Fuente: elaboracion propia

Gréfica 32. Curva de crecimiento celular promedio de las tres
repeticiones para la concentracion de 100 mg/L de cromo en el
fotobiorreactor de panel plano. Segunda réplica
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Fuente: elaboracién propia
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Tabla 41. Crecimiento celular promedio de las tres repeticiones para la
concentracion de 100 mg/L de cromo en el fotobiorreactor adaptado.
Segunda réplica

Concentracion celular de [cel/mL]
Fotobiorreactor adaptado
Dia| Repeticion 1 | Repeticion 2 | Repeticion 3 | Promedio
0 1,30E+05 1,10E+05 1,30E+05 | 1,23E+05
1 1,40E+05 1,30E+05 1,20E+05 | 1,30E+05
2 1,40E+05 1,50E+05 1,50E+05 | 1,47E+05
3 1,70E+05 1,60E+05 1,50E+05 | 1,60E+05
4 1,60E+05 2,00E+05 1,60E+05 | 1,73E+05
5 1,70E+05 1,80E+05 2,00E+05 | 1,83E+05
6 1,40E+05 1,90E+05 2,40E+05 | 1,90E+05
7 1,80E+05 3,00E+05 1,20E+05 | 2,00E+05
8 2,00E+05 2,50E+05 2,00E+05 | 2,17E+05
9 2,40E+05 2,20E+05 2,10E+05 | 2,23E+05
10 | 1,60E+05 2,50E+05 2,70E+05 | 2,27E+05
11| 1,80E+05 2,30E+05 2,70E+05 | 2,27E+05
12 | 2,10E+05 2,10E+05 2,60E+05 | 2,27E+05
13| 2,30E+05 2,60E+05 2,30E+05 | 2,40E+05
14 | 2,20E+05 2,70E+05 2,20E+05 | 2,37E+05

Fuente: elaboracién propia

Gréfica 33. Curva de crecimiento celular promedio de las tres
repeticiones para la concentracion de 100 mg/L de cromo en el
fotobiorreactor adaptado. Segunda réplica
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Fuente: elaboracién propia
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ANEXO J
RESULTADOS CONCENTRACION FINAL DE CROMO

Figura 15. Concentracion final de cromo en el fotobiorreactor de panel plano
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Figura 16. Concentracion final de cromo en el fotobiorreactor adaptado
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