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Resumen

La viabilidad econémica y energética de procesos basados en el uso de biomasa de microalgas requiere
un sistema de cultivo eficiente. La obtencion de biomasa algal se genera con base en la capacidad para
crecer relativamente rapido, recolectarse a diario y cultivarse en estanques de tierra o fotobiorreactores
cerrados que ocupan tierras de cultivo marginales. El objetivo del presente trabajo fue producir biomasa
algal en un fotobiorreactor discontinuo a escala laboratorio. El equipo conté con 15 litros de capacidad,
lamparas LED de 841.91 Lx distribuidos en 6 cilindros de acrilico. El cultivo se realiz6 por tres semanas.
Los primeros tres cilindros contuvieron cepas de Chlorella vulgaris los otros tres Scenedesmus sp. Para
el control de tiempo de exposicién a la luz, se usé un temporizador, programado en fotoperiodos de 12
horas luz y 12 horas de oscuridad, se suministré dioxido de carbono (CO2) atmosférico al cultivo a través
de una bomba de aire con un caudal de 0.0378 cm? de CO2 /s, se realizaron también controles diarios de
pH, ajustandolo a un rango entre 7.5 y 8.5, al igual que los valores de absorbancia, medidos a 750 nm,
para evaluar el crecimiento de las microalgas. La biomasa fue sedimentada en recipientes de 20 litros, el
sobrenadante fue retirado, la biomasa himeda se centrifugé por 6 minutos a 840 rpm, conservando
Unicamente el pellet. Como resultado, las muestras liofilizadas conservaron las propiedades de la biomasa
seca: 6.59 g de C. vulgaris y 9.74 g de Scenedesmus sp., las 2 muestras se guardaron en refrigeracion, se
concluyd que existe que hubo mayor produccion de C. vulgaris frente a Scenedesmus sp.

Abstract

The economic and energetic feasibility of microalgae-based processes requires an efficient cultivation
system. Algal biomass is generated based on the ability to grow relatively fast, be harvested daily and
cultivated in earthen ponds or closed photobioreactors that occupy marginal farmland. The objective of
the present work was to produce algal biomass in a laboratory-scale batch photobioreactor. The
equipment had a capacity of 15 liters, LED lamps of 841.91 Lx distributed in 6 acrylic cylinders. The
culture was carried out for three weeks. The first three cylinders contained strains of Chlorella vulgaris
and the other three Scenedesmus sp. For the control of light exposure time, a timer was used, programmed
in photoperiods of 12 hours of light and 12 hours of darkness, atmospheric carbon dioxide (CO2) was
supplied to the culture through an air pump with a flow rate of 0. 0378 cm? of CO2 /s, daily pH controls
were also performed, adjusting it to a range between 7.5 and 8.5, as well as absorbance values, measured
at 750 nm, to evaluate the growth of the microalgae. The biomass was sedimented in 20liter containers,
the supernatant was removed, the wet biomass was centrifuged for 6 minutes at 840 rpm, keeping only the
pellet. As a result, the freeze-dried samples retained the properties of the dry biomass: 6.59 g of C. vulgaris
and 9.74 g of Scenedesmus sp., the 2 samples were kept refrigerated, it was concluded that there was a
higher production of C. vulgaris compared to Scenedesmus sp.
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1. Introduccion

La produccién industrial presenta una tendencia
constante a incrementarse en paises desarrollados, como
en paises en vias de desarrollo sin considerar en la
mayoria de los casos las repercusiones ambientales, lo
que incide directamente sobre la demanda energética y
la necesidad de agua en varios sectores, incluyendo la
agricultura, el transporte, sectores comerciales y
domésticos (Sarin, A., 2012). La demanda actual de
energia es cubierta mayoritariamente por fuentes
convencionales contaminantes como por ejemplo el
consumo de gas natural y la energia hidroeléctrica que
con frecuencia conllevan la emisién de gases de efecto
invernadero a la atmosfera, dando lugar a la
degradacion atmosférica y a una alteracion del ambiente
(Perera, F., 2018; Elegbede, 1., et al. 2017).

Las microalgas son organismos unicelulares que actGan
como productores primarios cruciales en todo el mundo,
gue se encuentran tipicamente en ambientes marinos y
de agua dulce. La mayoria de ellos pueden vivir foto-
autotroficamente, reproducirse rapidamente y acumular
biomasa en un periodo corto de manera eficiente (Zhi-
Cong, L., Ming-Hua, L., 2019)

Existe interés por encontrar soluciones sostenibles
frente a los conflictos ambientales a los que en la
actualidad el planeta se ve inmerso (Sandoval, M.,
2013). Cuando estos conflictos requieren una atencién
inmediata, se generan atractivas propuestas con
microalgas en los que se combinan el potencial de
cosechar coproductos valiosos de forma concomitante,
como biopolimeros, proteinas y alimentos para
animales con el compuesto activo de las microalgas que
a menudo se promocionan como el "oro verde" de la
biotecnologia (Cooney, M., Young, G., Nagle, N.,
2011).

En los paises en desarrollo, no existen un ndmero
significativo de proyectos que busquen optimizar sus
procesos y abaratar costos (Khan, M.1., J.H. Shin, and
J.D. Kim, 2018; Shiho, M., et al., 2012). Existen varios
cuellos de botella primarios en las tecnologias actuales,
incluida la baja eficiencia de conversidn de biomasa, la
bioinvasién del entorno externo, las fuentes de
nutrientes limitadas o costosas y la gran cantidad de
energia y capital para la cosecha, y el estancamiento de
su progresién industrial (Yimin, C., Changan, X., 2017)

La combinacion de la produccién de biocombustible
con el tratamiento ambiental hace que las microalgas
sean una materia prima mas viable (Yimin, C.,
Changan, X., 2017) por su capacidad de acumular
niveles muy altos de lipidos, lo que genera interés en el
aprovechamiento de  proteinas y  alimentos.
(Borowitzka, M.A. y N.R. Moheimani, 2012; Perera, F.,
2018, et al., 2017).

En Ecuador, y dentro del contexto de la produccion de
biomasa algal hay esfuerzos iniciales para su uso,
aprovechamiento (Puente Insuasti, E.H., 2019; Li, M.,

Hu, D., y Liu, H., 2014; Herdoiza, J.A., 2017; Patifio,
M., 2016) y sus aplicaciones en las diferentes industrias.
Uno de los varios casos relacionados, es el tratamiento
de aguas residuales para remocion de nutrientes con
microalgas nativas ecuatorianas (Benitez, M., et al.,
2018), investigacion que relaciona una de las
aplicaciones de este estudio.

El reto de las instituciones a nivel superior y centros de
transferencia tecnoldgica es desarrollar proyectos que
permitan el aprovechamiento de sistemas biol6gicos,
generen recursos para la poblacién y desarrollen nuevas
lineas de investigacién, por cuanto se vuelve
imprescindible este tipo de investigaciones.

2. Materiales y métodos

La investigacion se realizd en el laboratorio de
Biotecnologia de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo. Los taxones que se utilizaron fueron
Scenedesmus sp. y Chlorella vulgaris, que fueron
obtenidas de La Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador Sede Ibarra (PUCE-SI) y de la Universidad de
Cuenca. Las microalgas fueron mantenidas con las
condiciones adecuadas para su desarrollo 'y
mantenimiento. En ese sentido, se utilizé luz artificial
proveniente de lamparas fluorescentes, mismas que
estaban distribuidas frente a frente, cuyo valor
promedio de intensidad luminica es igual 841.91 Lx
(Chicaiza C., et al 2017), en fotoperiodos de 12 horas
de luz y 12 horas de oscuridad, mantenidas en
Erlenmeyer de 250 mL, con un medio de cultivo basado
en un fertilizante comercial, Nitrofoska foliar al 5%
(m/v). La inyeccién de aire se realizd6 por 5 min,
bombeando de forma continua con una pipeta Pasteur al
interior del medio de cultivo, este procedimiento se
llev6 a cabo desde la incorporacion de las muestras al
laboratorio de biotecnologia hasta la realizacién de la
tesis.

Posterior al mantenimiento sefialado, se llevo a cabo el
cultivo de los dos taxones bajo los siguientes
lineamientos: todos los materiales fueron esterilizados
en una autoclave TUTTNAUER 2340E a 120 °C, 15
psi, 30 minutos, previo a cada ensayo. Ademas, el
medio de cultivo utilizado fue Blue Green Medium
(BG11), se prepar6 una solucion patron, a partir de la
cual se realizd una dilucion al 10% (v/v); para el primer
lote de produccion, se cambid la concentracion de una
de las sales mas representativas, NaNO3 en el medio de
cultivo, con el fin de identificar la dosis éptima de
produccion, los valores de NaNO3 (g/L)
correspondieron a 1.5, 2.0, 2.5. Posteriormente, se
utilizdé el valor dptimo encontrado, correspondiente a
2.0 g/L en el segundo lote. Se inoculd 5mL de cada
taxon en los 3 primeros cilindros se utilizé C. vulgaris
y en los 3 restantes se empled Scenedesmus, con el uso
de 6 Erlenmeyer de 500 mL. Cabe sefialar que, se
realizé un ajuste de pH en el rango entre 7.5y 8.5 con
NaOH al 20 % (m/v) y HCI 2.0 N, el control de pH y
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temperatura se llevo a cabo de manera diaria, mientras
durd el experimento. Este proceso fue llevado a cabo
bajo las medidas de bioseguridad del laboratorio para
evitar contaminacion.

El fotobiorreactor utilizado tiene una capacidad maxima
de 15 L; consta de una base hexagonal, con espejos en
su interior para optimizar la concentracion luminica. La
parte superior tiene un sistema eléctrico en paralelo de
las lAmparas LED de 8000 Im de acuerdo con las
especificaciones de los fabricantes, un termdmetro, un
sistema de aireacién continua, y un pH-metro (figura 1).

B :ic= I«I:l==
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VISTA FRONTAL

VISTA PLANTA

Figura 1. Fotobiorreactor discontinuo. Fuente: Autoria
propia

Para determinar la intensidad luminica, dentro de los
cilindros, se usé el sensor-Unit Weather Cobra 4
Weather, con el cual se realizaron tres mediciones y se
obtuvo un valor promedio. Se realizaron controles cada
24 horas del crecimiento de las microalgas mediante la
medicién de absorbancia en el espectrofotémetro UV
HEMOS B V.60 a una longitud de onda 750 nm, para
cada analisis se empled 10 mL de muestra; se utilizé la
ecuacion (Eq.1), desarrollada por los investigadores del
laboratorio de Biologia de la PUCE-SI (R?=0.98), para
convertir a niamero de células por mL a partir de la
absorbancia.

Concentracion (x104 células/mL) =
5209.4 x Abs — 70.679 (Eq. 1)

Los productos resultantes fueron colocados en
recipientes plasticos, con un volumen de 20 L. Los 3
primeros cilindros de Chlorella vulgaris se ubicaron en
un recipiente y el contenido de los 3 restantes cilindros,
correspondientes a Scenedesmus se pasd a otro
recipiente de la misma capacidad. La biomasa himeda
se centrifugd a 840 rpm por 6 min, desechandose el
sobrenadante y conservando en refrigeracion el pellet,
como se indica en la Figura 2.

Figura 2. Biomasa humeda a) Scenedesmus Sp b)
Chlorella sp. Fuente: Autoria propia.

Posteriormente, se liofilizaron las muestras con el
equipo THERMO - MICRO MODULYO por 4 horas.
Adicional a ello, se llevaron las muestras a un
espectrofotometro infrarrojo JASCO FT-IR 4100 para
determinar los grupos funcionales mas representativos.

3. Discusiény resultados

La intensidad luminica medidas en los seis cilindros se
registran en la Tabla 1.

La Tabla 2 indica la produccion de microalgas y una
variacion minima de temperatura, cuya media fue de
27.08 °C. En los cilindros con una concentracion igual
a 2 g/L de NaNO3, la densidad algal al final del proceso
fue de 7446.49x104 células/mL y 3825.95x104
célulassrmL para C. wulgaris y Scenedesmus,

Ensayos de laboratorio para la obtencién de biomasa algal... 3
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respectivamente. Estos son los valores mas unidades, excepto en el cilindro 5, donde el crecimiento
representativos en comparacion a las otras variaciones es exponencial y sobresale hasta el final.
del medio de cultivo en este estudio.

Tabla 2. Primer lote de produccién de microalgas.

Tabla 1. Intensidad luminica en el fotobiorreactor

detallada por cilindro. Concentracion (x10* células/mL) § o
i Promedio Dias gé g
Namero Medicién  Promedio (1 mol Ndmero de cilindro %g
de (Lx) (Lx) fotén m2 L 2 3 4 5 6 -
cilindro s 1 | 491 491 | 491 578 578 578 | 259
759.70 3 | 1533  174.2 | 200.2 163.7 | 163.7 544 | 257
1 T756.60  757.48 10.24 4 | 1273  300.6 4555 5284 5284 @ 637.8 | 26.6
T 75615 5 | 3252 5284 5649 8514 8514 5909 | 258
79520 6 | 507.6  1007.7 9452 1549.4 1549.4 700.3 | 26.1
2 809.40 801.12 10.83 7 | 502.4 10129 3565 2013.1 2013.1 429.4 | 254
798.75 10 |1486.9 2273.6 1617.2 4034.3  4034.3 13619 | 252
976.25 11 |1096.2  1877.6  1299.4 4518.8  4518.8  1169.2 | 26.3
3 ©986.90  985.72 13.32 12 | 919.1 19558 @ 726.4 | 4633.4  4366.4 9504 | 258
©994.00 13 |1012.9  2732.0  1018.1 5612.8 5612.8  893.1 | 259
873.30 14 |1210.8 2836.2  773.2 5216.9 5216.9 5805 | 26.2
4 ©866.20  866.20 11.71 17 |1653.6  4404.2 15547 5289.8  5289.8  1429.6 | 25.7
©859.10 18 |1742.2 5268.4  1612.0 4148.9 4148.9 14557 | 259
773.90 19 |1789.1 5373.1 1705.7 3497.8 3497.8 14765 | 256
5 766.80 766.58 10.36 20 | 17005 5732.6  1752.6 3049.8  3049.8 28205 | 25.9
759.05 21 |2057.6 5982.6  1882.9 2513.2  2513.2 1497.4 | 26.2
874.20 22 | 2497.6 7399.6 2455.4  3904.1 3904.1 1856.8 | 25.8
6 844.90 874.35 11.82 23 | 24715 74466 2528.8 36260 3820.0 18412 | 256
883.95 Fuente: Autoria propia.

Fuente: Autoria propia. Tabla 3. Segundo lote de produccion de microalgas.

La curva de crecimiento se desarrollé6 con normalidad,

-z , ©
que se valida con estudios de otros autores (Chacon et al, Concentracion (x10° célulasimL) % 2 _
2004; Nanduca et al, 2015). Se distingue la fase de Dias - — g%g
latencia hasta la primera semana, mientras que la fase Nimero de cilindro ES
exponencial alcanza el décimo séptimo dia, posterior a 1 2 3 4 5 6 |-
ello se presento la fase estacionaria del cultivo. Ren et al 1 |14553 14453 14453 12786 12786 12786 26.6
(2017) propone en un estudio similar, sobre el cultivo de 5 19818 16432 | 19329 | 17005 16849 | 19558 | 265
Chlorella vulgaris en un fotobiorreactor, un tiempo de
cosecha mdximo de 34 dias, es decir durante la fase > |38727 44302 39458 3323 22840 27216 258
estacionaria, porque si se excede esta etapa, la cantidad 6 | 35015 43261 40135 3445.7 28049 24871 26.2
de biomasa disminuye, ante las limitaciones de sustrato 7 | 45240 45396 39718 43834 42896  2700.7 258

y pueden dejar de ser eficientes en la remocion de ciertos

. R R 8 4487.6 : 44615 | 3560.3  4206.2 : 1778.7 : 2211.0 26.3
contaminantes en aguas residuales o incluso la

produccion de lipidos, vinculado a la produccién de 12 165557 4727.2 37478 51920 22267 32060 | 290
biocombustibles (Cobos et al, 2014). 13 | 1653.6 44042 1554.7 49095 5289.8  1429.6 286
El segundo lote de produccion, basados en las 14 | 1096218776 | 12994 | 23621 | 45188 11692 | 268
concentraciones Optimas del primer lote se muestra en 15 | 919.1 | 19558 7264 25913 46334  950.4 27.2
la Tabla 3, donde se mantuvo una temperatura promedio 16 10128 1 27320 | 10181 | 32790 | 56128 | 8931 2.3

de 27.08 °C. Ademas, los datos indican un patron

. Y 19 |12108 28362 7732 31539 52169 , 5805 276
regular hasta el dia 12, con una fase de crecimiento

hasta el dia 5; después, la curva presenta la fase de 20 | 16536 44042 1554.7 4909.5 52808 1420.6 26.9
declive o muerte celular en las seis unidades de analisis 21 |17422 52690 16120 48053 41489 14557 275

debido a un incremento del pH en la mayoria de las Fuente: Autoria propia.

4 Chicaiza Ortiz, C.; Leon Chimbolema, J.; Godoy Ponce, S.; Alvarado Avila, G.; Chicaiza Ortiz, A. (2021)
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La Tabla 2 presenta los 6 cultivos de los dos taxones, en
los cilindros 1-3 se cultivd Chorlella vulgaris, y en los
cilindros 4-6, Scendesmus sp. En el segundo y quinto
cilindro, las concentraciones NaNO3 fueron las mas
adecuadas para el crecimiento de los dos géneros, que
presentd una tendencia exponencial en los dias 12-13,
posteriormente la densidad algal se mantuvo estable.
Mientras que en los restantes cilindros (1, 3, 4y 6), la
tendencia de crecimiento se requirié mas tiempo para su
desarrollo.

Se obtuvo un resultado de biomasa liofilizada de 6.59 g
y 974 g para C. wvulgaris y Scenedesmus,
respectivamente, como se indica en la Figura 3. Existio
una relacion de aproximadamente 150% mas de
Scenedesmus en comparacién a C. vulgaris en las 3
semanas, relacion que es similar a la obtenida por
(Chacon, 2004).

Una de las limitaciones del estudio fue que, las muestras
tomadas en la medicion de absorbancia afectaron el
volumen final al no poder reincorporarse, dando un
volumen igual a 1.08 L.

En relacion de la biomasa seca con el volumen de
cultivo, para C. vulgaris, la produccion equivaldria a
1.02 g/L. Mientras que para el cultivo de Scenedesmus
se alcanzo6 una produccion de 1.52 g/L, que equivale a
72.20 mg/L.d-1 La cantidad biomasa obtenida es similar
a la obtenida en otros trabajos de investigacion basados
en el cultivo de los mismos géneros de microalgas
(Chun-Yen et al, 2015) incluso mayor en que otros
trabajos, donde se reporta un rendimiento de biomasa de
0.52 g/L para el tratamiento de aguas residuales (Kee-
Lam, M., Keat-Teong., L., 2014).

Figura 3. Liofilizacién de las muestras: Scenedesmus
(izquierda) y Chlorella vulgaris (derecha). Fuente:
Autoria propia.

Enfocado a la identificacion de estos dos géneros. En
este sentido, los picos asignados a 1637 cm-1 y 1640
cm-1 corresponden al espectro de proteinas Chlorella
vulgaris y Scenedesmus, bandas que se debieron
esencialmente a la vibracion de estiramiento (stretching
vibration) de C=0 al igual que la combinacién de
vibraciones de flexion N-H y de estiramiento C-N en
complejos de amida, respectivamente (Ozer., et al.,
2012). De igual manera, para el espectro de los lipidos
se tienen los picos 2925 cm-1 y 2921 cm-1 para
Chlorella vulgaris y Scenedesmus, respectivamente
(Figuras 4 y 5).

125
[~
%“\ 285724 cm-1 9381 41 em-1 F\\-\ 1231.33 cm-1
100 S5F4E o i
1090.55 oyl
|
1637.27 crm-1
YT 332564 cm-1

a0 \

0 L L

4180 3000 2000 1000 580

YWavenumber [cm-1]

Figura 4. Identificacion de grupos funcionales por Espectroscopia Infrarroja para Chlorella vulgaris. Fuente: Autoria

propia
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Figura 5. Identificacién de grupos funcionales por Espectroscopia Infrarroja para Scenedesmus. Fuente: Autoria

propia

4. Conclusiones

La dosis éptima, empleando el medio de cultivo BG11,
fue utilizando una concentracién de 2 g/L de NaNO3.
La produccion de Scenedesmus frente a lo generado
por Chlorella vulgaris fue mayor en un 1.5 veces,
respecto a la de biomasa seca, después de 3 semanas de
cultivo.
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