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Resumen y Abstract IX

Resumen

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que requieren nutrientes
relativamente simples, que permiten la generaciéon de biomasa util en la produccién de
lipidos y proteinas para la alimentaciobn animal, aceites para biocombustibles, la
produccion de pigmentos, como sistemas de biorremediacion de aguas residuales, entre
otras aplicaciones. Sin embargo, los costos de produccion son relativamente altos en
comparacion con otras fuentes de proteinas de origen vegetal o animal comunes en la
produccion de alimentos concentrados para la acuicultura. Hay varios factores que
influyen en los costos de producciéon de la biomasa de microalgas, entre los que se
encuentran el medio de crecimiento y la fuente de luz, el Gltimo para cultivos que utilizan
lamparas eléctricas en entornos cerrados o de laboratorio. En este trabajo, la produccion
de biomasa de la microalga Nannochloropsis sp, se evalué utilizando un fertilizante N-P-

K en fotobiorreactores exteriores utilizando la luz solar como fuente de energia.

Para el cultivo al aire libre, se utilizaron 8 fotobiorreactores de columna de burbujeo
hechos de fibra de vidrio, ubicados en la Sede de Estudios Ecoldgicos y Agroindustriales
del SEEA de la Universidad de Antioquia en el municipio de Carepa Antiogquia, Colombia.
Se utilizé la microalga Nannochloropsis sp, se evaluaron las mezclas de aire y CO, con
tres niveles (0,022; 3 y 6% de CO, en la corriente de aire) y se evalu6 un fertilizante
comercial tipo NPK como medio de cultivo (13-40-13), con tres niveles en
concentraciones de 6,17; 12,34 y 18,51 mg Nitrogeno / L y como control, el medio de

referencia Guillard F / 2 (12,34 mg nitrégeno / L).

Para los cultivos en el laboratorio, a una concentracién de fertilizante de 18,51 mg
Nitrégenol/L, se logré la mayor produccion de biomasa y porcentaje de proteina (biomasa
de 289 mg/L y 21% de proteina), valores que fueron mas altos que los obtenidos con el
medio de referencia. Sin embargo, para cultivos al aire libre, los mejores resultados se
obtuvieron con el medio de referencia. Los experimentos se llevaron a cabo en

condiciones ambientales de luz y temperatura del municipio de Carepa-Antioquia,
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logrando una produccién de biomasa microalgal rica en proteinas, siendo mayor en el
medio de referencia al comparar el fertilizante agricola, 300 mg/L de biomasa con 22 %
de proteina con el medio de referencia y 200mg/L con 23% de proteina con el fertilizante.
Ademas, se concluye que es posible cultivar la biomasa de Nannochloropsis sp bajo las
condiciones ambientales del municipio de Carepa y los costos de usar fertilizantes como

medio de cultivo son 90 veces mas bajos en comparacion con el medio de referencia.

Palabras Clave: Nannochloropsis sp, columna de burbujeo, costos de produccion, CO,,

luz, temperatura, pH.



Contenido X

Abstract

Microalgae are photosynthetic microorganisms that require relatively simple nutrients,
which allow the generation of biomass useful in the production of lipids and proteins for
animal feed, oils for biofuels, the production of pigments, among other applications as
bioremediation systems for wastewater. However, production costs are relatively high
compared to other protein sources of plant or animal origin common in the production of
concentrated feeds for aquaculture. There are several factors that influence the
production costs of microalgae biomass, among which are the growing medium and the
light source, the latter for crops that use electric lamps in closed or laboratory
environments. In this work, the biomass production of the microalga Nannochloropsis sp,
was evaluated using an N-P-K fertilizer in outdoor Photobioreactors using sunlight as an

energy source.

For outdoor culture, 8 bubble column photobioreactors made of glass fiber were used,
located in the Headquarters of Ecological and Agroindustrial Studies of the SEEA of the
University of Antioquia in the municipality of Carepa Antioquia, Colombia. The microalga
Nannochloropsis sp was used, the air and CO, mixtures were evaluated with three levels
(0.022, 3 and 6% of CO2 in the air stream) and a commercial NPK type fertilizer was
evaluated as a culture medium (13-40-13), with three levels in concentrations of 6.17;
12.34 and 18.51 mg Nitrogen / L and as control, the Guillard reference medium F/2
(12.34 mg nitrogen / L).

For the cultures in the laboratory, at a fertilizer concentration of 18.51 mg Nitrogen / L, the
highest biomass production and the percentage of protein (biomass of 289 mg / L and
21% protein) were achieved, values that were higher than those obtained With the
reference medium. However, for outdoor cultures, the best results were obtained with the

reference medium. The experiments were carried out under environmental conditions of
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light and temperature of the municipality of Carepa-Antioquia, achieving a microalgae
production of protein-rich biomass, being higher in the reference medium when
comparing the agricultural fertilizer, 300 mg / | of biomass with 22% protein with the
reference medium and 200mg / L with 23% protein with the fertilizer. In addition, it is
concluded that it is possible to grow the biomass of Nannochloropsis sp under the
environmental conditions of the municipality of Carepa and the costs of using fertilizers as

a culture medium are 90 times lower in comparison with the reference medium.

Keywords: Nannochloropsis sp, bubble column, production costs, CO,, light,

temperature, pH.
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Introduccidén

Colombia es un pais con gran cantidad de cuencas hidrogréficas; su localizacion
superficial, asi como sus formas de elevacion y los regimenes climaticos particulares, lo
han ubicado entre los paises con mayor riqueza en recursos hidricos en el mundo
(Ministerio de Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial 2010); posicionando a su vez a
la pesca como una actividad importante para el pais, ya que miles de pescadores
marinos y riberefios continentales, logran con ella garantias para su seguridad
alimentaria (OCDE 2016).

Sin embargo la disponibilidad del recurso es cada vez menor, ya que las poblaciones
donde se llevan a cabo las actividades pesqueras estan ubicadas en regiones con baja
oferta hidrica, y presentan problemas como la sobre-pesca y la contaminacién ambiental,
lo cual ha terminado en producciones con tendencias decrecientes en las Ultimas
décadas, llevando a los pescadores a buscar otras alternativas de produccion. La
piscicultura ha sido la mas destacada de las soluciones, ya que eleva el consumo per-
cépita, incrementa la generaciéon de empleo en el campo, mejora las condiciones de vida
de los productores y de su nucleo familiar. (Ministerio de Ambiente Vivienda y Desarrollo
Territorial 2010)(OCDE 2016).

El Golfo de Urabd tiene una capacidad de 3 toneladas de pescado al mes (Olga and
Renddén 2016), sin embargo se ha encontrado que factores como la invasion del Pez
Ledn, uso extractivo de recursos en zonas no protegidas, conflictos entre pescadores
artesanales e industriales y la seguridad de los pescadores respecto al clima agresivo en
ciertas épocas del afo, ha generado la necesidad de hacer planes de ordenamiento

pesquero en donde se propone la piscicultura como parte de la solucién (OCDE 2016).

Las microalgas (organismos unicelulares de metabolismo fotosintético) tienen un alto
contenido de proteinas, lipidos, carbohidratos, y otros productos de valor agregado, que

son base nutricional del zooplancton y varias especies de importancia comercial (Codina,
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Garcia, and Bardn 2012). En piscicultura, la cria de los peces es la etapa que presenta
las mayores dificultades para la produccién masiva, ya que los alevinos (primera etapa
de los peces) poseen bocas muy pequefias, y requieren ser alimentados por crustaceos
microscopicos o microalgas (alimento vivo) (Pifia et al. 2007), que suplen compuestos
importantes en el desarrollo y supervivencia de los alevinos como acidos grasos
esenciales, altos niveles de proteina, vitaminas, minerales y enzimas. No obstante hacen
falta tecnologias de facil aplicacion, bajos costos y facil manejo, que sean transferibles a
campesinos y pescadores, que buscan en la piscicultura una alternativa econémica.
(Prieto et al. 2006)

Aunque se han utilizado suplementos alimenticios artificiales para nutrir los estadios
larvarios de los peces, estos no han sido préacticos en la sobrevivencia de los mismos,
dejando al alimento vivo como parte indispensable para el desarrollo de la piscicultura.
Otras técnicas como liofilizacién, micro capsulas o congelacién del alimento vivo han
resultado en costos elevados no sostenibles. Es por tanto la optimizacion y
estandarizacion de los cultivos de fitoplancton (microalgas) y zooplancton (protistas y
crustdceos microscopicos) para la produccion industrial, la solucibn mas directa a la

demanda constante de alimento vivo que exige la piscicultura. (Cérdova et al. 2010).

La inclusion de microalgas en el alimento para piscicultura varia segun la especie a
producir. Para moluscos y bivalvos las microalgas encuentran una participacion en el
alimento durante todo el ciclo de vida, mientras que para otros cultivos como los peces
marinos, la participacién se da durante periodos cortos, asociados a la cria. Las especies
gue han sido reportadas con potencial nutritivo para alimentacion en piscicultura son:
Isochrysis y Pavlova pertenecientes a las Prymnesiofitas; la Eustigmatofita
Nannochloropsis; las Bacillariofitas Phaeodactylum, Chaetoceros y Thalassiosira; la

Prasinofita Tetraselmis y la Criptofita Rhodomonas (Pedro and Hors 2014).

Las microalgas han sido estudiadas en las ultimas décadas, poniendo en evidencia que
son varios los factores que determinan su crecimiento. Estos factores son de tipo
ambiental (luz y temperatura), de operacién (pH, CO, y nutrientes), biolégicos
(zooplancton herbivoros y patégenos de algas) y de produccién (medios de cultivo y

sistemas de produccién) (Lee 2013).
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Las investigaciones presentan dos focos de estudio para reducir los costos en el cultivo
microalgal, la busqueda de medios alternativos de menor costo y el disefio de sistemas
de cultivos de mayor eficiencia energética. En el primer punto los fertilizantes agricolas
han llamado la atenciébn como medio de cultivo alternativo, ya que poseen los nutrientes
gue requieren las microalgas a un menor costo que los medios de cultivos comerciales,
alcanzando tasas de crecimiento mayores o iguales a las obtenidas con medios

convencionales (Valenzuela-Espinoza et al. 2005)(Pifia et al. 2007).

En cuanto a los sistemas de produccion pueden clasificarse en piscinas abiertas y
fotobiorreactores. El primer sistema consiste en estanques al aire libre donde la luz solar
constituye la fuente de energia para los cultivos de microalgas (Chiu et al. 2015). Esta
tecnologia es de facil aplicacion, ya que los requerimientos de construccion, energia, y
mantenimiento son bajos comparados con los fotobiorreactores, no obstante es deficiente
en producciones a gran escala, debido a que en este tipo de sistemas, variables de
cultivo como pH, O,, CO,, temperatura, intensidad de luz y en algunos casos agitacion
son controladas por el ambiente, llegando a ser una produccion inestable, de baja

densidad y propensa a contaminarse (Mulumba and Farag 2012).

Los sistemas de fotobiorreactores en cambio estan disefiados para procesos industriales,
ya gue en estos se controlan las variables de cultivo que las piscinas dejan al azar, lo que
permite no solo estandarizar sino optimizar el proceso, esto por ser cerrados. Cultivos de
alta densidad y biomasa de calidad con caracteristicas especificas son las ventajas de
este tipo de sistema, debido a que se pueden hacer cultivos monoalgales, punto
importante para la industria cosmética y farmacéutica que busca productos definidos
(Ruiz 2011).

Pese a la gran cantidad de publicaciones acerca de los factores de crecimiento de
microalgas y los sistemas de produccién, son pocas las que manejan sistemas aplicables
o transferibles desde un punto de vista econémico y operacional a comunidades
campesinas para el cultivo de peces, como las del golfo de Uraba. Por lo cual se hace
necesario investigar bajo las condiciones de ambientales de Uraba, el crecimiento de

microalgas en medios de cultivos alternativos como los fertilizantes agricolas.
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Dado lo anterior un sistema de produccion que utilice la energia solar como los sistemas
abiertos, bajo una estructura cerrada como los fotobiorreactores, puede ser una
alternativa que supla las necesidades de fuentes proteicas de origen microbiano cultivado
en medios de cultivo de bajo costo. En este sentido se propone como objetivo de esta
investigacion, evaluar la produccién de biomasa microalgal de Nannochloropsis sp en
fotobiorreactores al aire libre, dejando las condiciones de temperatura y luz, a expensas

del medio ambiente, y el uso de fertilizantes como medio de cultivo.
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Objetivos

General

Evaluar la concentraciéon de biomasa, y porcentaje de proteina, obtenida a partir de la

microalga Nannochloropsis sp, empleando un fertilizante agricola como medio de cultivo,

al aire libre en el Uraba antioquefio, en fotobiorreactores tipo columna de burbujeo.

Especificos

Establecer in vitro, las mejores condiciones de suministro de CO, a la cual se

obtiene mayor concentracion de biomasa y porcentaje de proteina.

Establecer in vitro, las mejores condiciones de concentracion de fertilizante a la

cual se obtiene mayor concentracion de biomasa y porcentaje de proteina.

Evaluar in situ, la concentracion de biomasa y porcentaje de proteina obtenida a
partir de Nannochloropsis sp, en fotobioreactores, tipo columna de burbujeo, al
aire libre, empleando las mejores condiciones de CO, y fertilizante, en el Uraba

Antioguefio.






1.Marco teodrico

1.1 Importancia de las microalgas en la piscicultura

En piscicultura, la cria de los peces es la etapa que presenta las mayores dificultades
para la produccion masiva, ya que los alevinos (primera etapa de los peces) poseen
bocas muy pequefias, y requieren ser alimentados por crustaceos microscopicos o
microalgas (alimento vivo), que suplen compuestos importantes en el desarrollo vy
supervivencia de los alevinos como &cidos grasos esenciales, altos niveles de proteina,

vitaminas, minerales y enzimas (Prieto et al. 2006).

Aunque se han utilizado suplementos alimenticios artificiales para nutrir los estadios
larvarios de los peces, estos no han sido practicos en la sobrevivencia de los mismos,
dejando al alimento vivo como parte indispensable para el desarrollo de la piscicultura.
Otras técnicas como liofilizacién, micro capsulas o congelacién del alimento vivo han
resultado en costos elevados no sostenibles. Es por tanto la optimizacién vy
estandarizacién de los cultivos de fitoplancton (microalgas) y zooplancton (protistas y
crustdceos microscopicos) para la produccion industrial, la solucibn mas directa a la

demanda constante de alimento vivo que exige la piscicultura (Cérdova et al. 2010).

1.2 Generalidades microalgas

Las microalgas son organismos fotosintéticos microscopicos, capaces de obtener a partir
de fuentes inorganicas de carbono, nitrégeno, fosforo y luz solar, biomasa (carbohidratos,
lipidos y proteinas) (Silva et al. 2015).Su metabolismo puede compararse con las plantas,
sin embargo las tasas de crecimiento difieren, ya que las microalgas son capaces de
asimilar los nutrientes y generar biomasa mas rapidamente, aun en espacios limitados,
obteniendo tiempos de duplicacion mas bajos y productividades mayores, sin la
necesidad de amplios terrenos. Son estas caracteristicas las que han llamado la atencion
de las investigaciones que buscan reducir niveles nocivos de CO, en la atmosfera al
incorporarlo en biomasa microalgal, y captar nutrientes del agua que impidan la

eutrofizaciéon de cuerpos de agua, a la vez que se obtienen productos de valor agregado,
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como biocombustibles, aceites, pigmentos, alimento, fertilizantes etc (Silva et al.
2015)(Chiu et al. 2015)(Wu, Yu, and Hu 2015).

Se estima que hay entre 100 mil y 1 millén de especies de microalgas, no obstante, solo
una pequefia parte es cultivable, y de estas solo una parte pueden ser cultivadas a
grandes escalas. La tabla 1 muestra algunas de las especies comerciales mas
importantes (Moheimani et al. 2015).

Tabla 1. Especies de microalga comercialmente cultivadas a gran escala para la
produccion de biomasa (Moheimani et al. 2015).

Microalga Especies

Chlorophyceae Neochlorisoleo abundans; Scenedesmus dimorphus;
Botryococcus braunii; Dunaliella tertiolecta;
Nannochloris sp.; Chlorella protothecoides;
Ankistrodesmus braunii.

Euglenophyceae Euglena gracilis

Prasinophyceae Tetraselmis spp. (i.eTchuii y T, suecica)

Haptophyceae Chrysotilacarterae; Isochrysisgalbana

Eustigmatophyceae Nannochloropsis spp. (e.g. N. salina, N. oculata, N.
gaditana)

Bacillariophyceae (diatomeas) Cyclotellacryptica; Chaetaceroussp; Skeletonema
sp.

Cyanobacteria (blue-greenalgae) Arthrospira (spirulina) platensis

1.3 Nannochloropsis

Nannochloropsis es un género microalgal perteneciente al grupo Eustigmatofito,
caracterizado células esféricas con un tamafio entre 2 a 4 um. Su crecimiento es
relativamente rapido a comparacion de otras microalgas y su biomasa presenta
caracteristicas bromatoldgicas Gtiles para la alimentacién animal y la produccién de
biocombustibles. Barbara Howe en 2012, evalué la biomasa obtenida a partir de
Nannochloropsis oculata, estimando una concentraciébn de aceite de 20% Uutil para
produccion de biocombustible, y un 30% de proteina, presente aun después de la
extraccién de aceite, que puede utilizarse para alimentacion animal (Howe 2012).Las

especies pertenecientes al género Nannochloropsis presentan un color verde durante su
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fase exponencial, que puede cambiar a naranja rojizo en cultivos viejos, cuando se
exponen a intensidades altas de luz, o condiciones deficientes de nitrégeno. Al igual que
el resto de las Eustigmatophyceae, el género Nannochloropsis presenta clorofila a
(diferenciandose de otras géneros al carecer de clorofila b y c), B-caroteno, violaxantina
como carotenoide mayoritario y vaucheriaxantina, mas pigmentos secundarios (Lubian
1982).

Los requerimientos nutricionales para las especies pertenecientes a este género no son
muy exigentes. Las fuentes de nitrégeno son amplias y abarcan a nitritos, nitratos,
amonio y urea, creciendo aun en concentraciones bajas (0,5 mg de nitrégeno/L). Para
obtener un buen crecimiento no es necesaria la adicion de vitaminas y crecen en rangos
amplios de temperatura y salinidad, y responden bien a radiaciones de luz altas, tal vez
debido a la presencia de una sola clorofila (Lubian 1982). Debido a estas caracteristicas
se han realizado estudios de esta microalga en diferentes medios de cultivos, como
gallinaza, fertilizantes (Campaifa-Torres et al. 2012), aguas residuales, etc; en diferentes
condiciones ambientales (Valdés et al. 2012): y para diferentes propdsitos como
produccion de lipidos (Khoeyi, Seyfabadi, and Ramezanpour 2012) y proteinas para
alimentacion animal (Fernanda and Gutiérrez 2017), produccion de aceites para
biocombustibles (Sanchez-duarte et al. 2018), produccion de pigmentos (Henriques,

Silva, and Rocha 2007) y como sistemas biorremadiadores de aguas residuales.

1.4 Factores que afectan el crecimiento

Las microalgas han sido estudiadas en las Ultimas décadas, poniendo en evidencia que
son varios los factores que determinan su crecimiento. Estos factores son de tipo
ambiental (tipo y cantidad de luz, y temperatura), de operacion (pH, CO, y nutrientes),
bioldgicos (zooplancton herbivoros y patégenos de algas) y de produccién (sistemas de
produccion) (Lee 2013).

Las células algales requieren elementos en proporciones relativamente fijas para poderse
reproducir. Los nutrientes pueden ser categorizados en dos grupos, macronutrientes
requeridos en altas concentraciones y que son utlizados para la formacion de la
estructura celular, y micronutrientes requeridos en bajas cantidades con un papel
metabdlico especifico en la fisiologia de las microalgas. Estos ultimos son el hierro, boro,

cobre, molibdato, zinc, manganeso vy silicio en el caso de las diatomeas, en su mayoria
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metales, que se precipitan con facilidad en medios salinos, por lo cual se hace necesario
de agentes quelantes para solubilizarlos (Romo, 2002).

Foun iS22
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Figura. 1. Interacciones de las microalgas en cuerpos de agua natural (Guayara, 2017)

Para las microalgas los macronutrientes son carbono usualmente en forma de
carbonatos o dioxido de carbono, el nitrdgeno asimilado como amonio o nitrato y el
fosforo incorporado como fosfatos. Estos se encuentran distribuidos en la célula como
aminodcidos en el caso del nitrégeno, fosfolipidos para el fosforo y en la obtencion de
energia por parte del carbono (Romo 2002). En cultivos donde se buscan obtener
productos especificos, los medios son suplementados con otros nutrientes, como la

glucosa, utilizada para la produccién de lipidos en cultivos heterotroficos (Martinez 2012).

Los medios de cultivos comerciales como el F/2 de Guillard, presentan los
micronutrientes y macronutrientes necesarios para obtener un buen crecimiento de las
microalgas, sin embargo son econémicamente inviables cuando se trata de producciones
industriales, por lo cual los estudios han dirigido su atencién a la busqueda de medios de

cultivo alternativos(Ortega-Salas and Reyes-Bustamante 2012).

La mayoria de los medios alternos aunque no poseen todos los requerimientos

nutricionales contienen los macronutrientes, con lo cual se alcanzan rendimientos de
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produccion de biomasa similares a los medios comerciales, no obstante el contenido de
lipidos, proteinas y carbohidratos puede variar (Moheimani et al. 2015).

1.5 Efecto de la concentracion de CO» sobre la
produccidon de biomasa microalgal

La fuente de carbono generalmente utilizada por las microalgas es el CO, (bajo
condiciones de cultivo fotoautotréficas), el cual puede ser tomado directamente del aire,
aunque también pueden utilizar otras fuentes de carbono inorganico como el bicarbonato
de sodio. El di6xido de carbono puede ser suministrado al medio de cultivo directamente
del aire, que tiene 0,022% o por inyeccion en el sistema de burbujeo, ya sea continuo o

por pulsos(Barajas 2010).

Una vez el CO; ingresa a un medio acuoso se disocia en acido carbonico inicialmente, el
cual forma un equilibrio con el i6n carbonato, que puede provenir en los cuerpos de agua
natural del lavado de las rocas calizas, o en los cultivos de microalgas de bicarbonato de

sodio (figura. 2).

COz (9)

I

— > HCO4 +H"

> H:0

CO5? +H,0
’ + ’ ﬁ HCO3 +OH

C a2+

N

Figura. 2. Equilibrios trifasicos en el sistema CO,/agua (Mook 2002).

El pH es entonces modificado por las concentraciones de estos compuestos, elevandose
cuando se aumenta la concentracién de carbonatos, y disminuyendo cuando se incorpora
CO, al medio. Las microalgas en general presentan rangos de pH entre 7 a 9, por lo que
un exceso de CO, puede generar inhibicidon en el crecimiento por disminucién de pH
(Mook 2002).
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Por otra parte, las microalgas al igual que la mayoria de las plantas hacen fotosintesis
C3, en donde la enzima RUBISCO interviene en el proceso de fijacion de CO,. Cuando la
concentracion de CO, en los cloroplastos cae por debajo de 50 ppm, el catalizador
rubisco que ayuda a fijar el carbono, comienza a fijar oxigeno en su lugar, lo que supone
un gasto de la energia recogida de la luz, lo cual se denomina fotorespiracién (Garcia
20009).

Estudios en el crecimiento microalgal muestran que varias especies de microalgas
pueden crecer bien bajo flujo de aire con hasta 15% de CO, (Garcia 2009), no obstante
las mayoria de las microalgas de interés comercial desarrollan sus mayores tasas de
crecimiento entre 1 y 5% de CO, y concentraciones por encima del 5% afectan a su
velocidad de crecimiento (Cabello, Morales, and Revah 2017; Cheng et al. 2006; Verma
et al. 2018). Para Nannochlorpsis sp, Verma y colaboradores estimaron la mayor tasa de

crecimiento a 3,42% v/v de CO..

1.6 Sistemas de produccién de microalgas

Dentro de los sistemas desarrollados para la produccion de microalgas 2 son
destacados, abiertos y cerrados. El primer sistema consiste en estanques al aire libre
donde la luz solar constituye la fuente de energia para los cultivos de microalgas. Estos
estanques pueden tener tres tipos de configuraciones. Estanques en desnivel, donde la
mezcla se da por bombeo y gravedad. Estanques circulares impulsados por un brazo
giratorio y estanques en circuitos cerrados de recirculacion impulsados por un sistema de

ruedas y paletas (figura 3) (Mulumba&Farag, 2012).

1.6.1 Sistemas abiertos

El sistema de piscinas abiertas es una tecnologia de facil aplicaciéon, ya que los
requerimientos de construccioén, energia, y mantenimiento son bajos comparados con los
fotobiorreactores, no obstante, es deficiente (bajas productividades) en producciones a
gran escala, debido a que en este tipo de sistemas variables de cultivo como pH, O,,
CO,, temperatura, intensidad de luz y en algunos casos con agitacion. Dichas variables

en gran medida son controladas por las condiciones ambientales, llegando a ser una
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produccion inestable, de baja densidad y propensa a contaminarse. A su vez la biomasa
tiende a sedimentarse a lo largo del proceso, lo que dificulta la recoleccion del alga,
problema que se incrementa al evaporarse el agua, cuando se tratan de sistemas
construidos en lugares de altas temperaturas. No obstante, en cultivos de Chlorella se
han alcanzado rendimientos de 25 g m™ por dia. (Mulumba&Farag, 2012)

Los sistemas abiertos pueden ser clasificados de acuerdo al mecanismo de agitacion.
Encontramos asi sistemas de paletas donde la agitacién se da por una fuerza mecéanica
casi siempre al inicio del cultivo, sistemas de capa fina, que son sistemas largos donde el
medio de cultivo avanza por gravedad y al final se cosecha la microalga, y sistemas

circulares donde la agitacion es dada por paletas radiales.

Figura 3.Sistemas de cultivos microalgal. Sistemas abiertos (A) y sistemas cerrados (B,
C y D). a) Cultivo tipo carrusel (High Rate Algal Ponds; HRAP); b) fotobiorreactor en
paneles; c) y d) fotobiorreactores tubulares (Hernandez and Labbé 2014).
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1.6.2 Cerrados

Los sistemas cerrados controlan las variables de cultivo que los sistemas abiertos dejan
al azar, lo que permite no solo estandarizar sino optimizar los procesos, al permitir
obtener resultados reproducibles. Cultivos de alta densidad y biomasa de calidad con
caracteristicas especificas son las ventajas de este tipo de sistema, debido a que se
pueden hacer cultivos monoalgales, punto importante para la industria cosmética y
farmacéutica que busca productos definidos (Ruiz 2011). Los sistemas cerrados pueden

ser de tipo tubular, plano o de columna.

Tanto los sistemas tubulares como planos son adecuados para cultivos en el exterior por
su alta relacion area iluminada/volumen (S/V, Superficie/Volumen) del reactor. Estos
sistemas comunmente llamados fotobiorreactores (FBR) pueden presentar espacios de
acumulacion de oxigeno, generando asi crecimiento microalgal lento, ademas cuando
son ubicados al aire libre pueden ocurrir fenébmenos de fotoinhibicion cuando son
expuestos a altas intensidades de luz solar. Los sistemas tubulares estan conformados
por tubos de poco diametro transparentes orientados generalmente en forma horizontal,
en los cuales se busca mayor transferencia de luz al cultivo, los sistemas planos son
paneles inclinados. Estos dos sistemas presentan mayor complejidad en operacién y

limpieza.

Los fotobiorreactores utilizados cominmente son los de tipo columna de burbujeo, en
estos la agitacién es producida por las burbujas que ascienden por el tubo, lo que permite
aumentar la frecuencia de intercambio de las células desde el centro menos iluminado a
la superficie mas iluminada, movimiento que mejora la irradiancia incidente, y por tanto el

rendimiento celular (Chiu et al. 2015)(gallardo Rodriguez 2009).

Otros disefios de fotobiorreactores son los tipos tanque agitado y/o aireados, en los que
la agitacion esta mediada por un agitador neumatico o0 mecanico, que involucra a su vez
paletas y aspersores, que segun el disefio de la estructura producen diferentes tipos de
flujo al interior del reactor. Sin embargo estos sugieren un incremento de costo y energia
(Ruiz 2011). En la tabla 2 se resumen las caracteristicas de este tipo de sistemas de

produccion microalgal (Moheimani et al. 2015).
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Tabla 2. Comparacion entre los sistemas de produccion de microalgas abiertos y

cerrados (Moheimani et al. 2015).

Pardmetro Piscinas Fotobiorreactores
abiertas cerrados
Eficiencia de la luz Muy bueno Excelente
Control de temperatura Ninguna Bueno
Transferencia de gas Pobre Alto
Oxigeno producido Alto Muy alto
Hidrodinamica Baja Alta
Superficie/radio de volumen Moderado Alto
Control de especies Dificil Factible
Esterilidad Ninguna Factible por periodos cortos
Productividad volumétrica Baja Alta
Costo Bajo Alto

1.7 Medios de cultivo

1.7.1 Medios de cultivo convencionales

Se han desarrollado medios de cultivos basados en las formulas elementales de las
microalgas, incorporando sales en proporciones especificas, ademas de vitaminas, y en
algunos casos antibiéticos para inhibir el crecimiento de bacterias. Un medio
comunmente utilizado para el cultivo de microalgas de agua salada es el F de Guillard y
Ryther (1962). La fuente de nitrégeno para este medio, es aportada por el nitrato de
sodio, por solubilidad y poca evaporacion. Presenta también vitaminas como la By, la
cual interviene en la replicacion del ADN y por ende en la replicacién celular, y la biotina,
gue afecta la produccién de lipidos (Mario Nieves et al. 2009). Una modificacion de este
medio, permitié una mayor optimizacion de los nutrientes dando lugar a F/2 de Guillard.
(Mario Nieves et al. 2009) realizaron un estudio haciendo un barrido de las
concentraciones del medio de Guillard, desde F/2 hasta 8F, en el crecimiento de las
microalga Chaetoceros muelleri, concluyendo que las tasas de crecimiento diferian al
aumentar la concentracion de medio de cultivo, mas los porcentajes de proteinas,
carbohidratos y lipidos, si aumentaban con el aumento de los nutrientes en el medio de

cultivo.
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Otros medios de amplio espectro son el CHU, Medio basal de Bold (BBM), medio BG-11
entre otros, estos son medios enriquecidos tienen como fuente de nitrdgeno el nitrato, el
cual es facilmente asimilado por las microalga, y difieren en el contenido de
micronutrientes y vitaminas, por lo cual los rendimientos difieren entre especies. (A.
llavarasi, D. Mubarakali, R. Praveenkumar 2011) realizaron un comparacion entre los
medios CHU 10, medio basal de Bold, medio basal de Bold acidificado, medio BG-11 y
medio Hoagland modificado, sobre el crecimiento y el contenido total de clorofila de
Chlorella sp. NTAIO1, Monoraphidium sp. NTAIO2 y Scenedesmus sp. NTAIO3. Ellos
concluyen que las microalgas Chlorella sp y Monoraphidium sp, se desarrollan mas
faciimente en el medio CHU 10, mientras que el medio basal de Bold apoya el
crecimiento de Scenedesmus sp. NTAIO3, y atribuyen esta respuesta al equilibrio quimico
entre carbonato y silicato, el cual genera un tampén alcalino en el medio, y a la presencia

de hierro, el cual es fundamental para la produccion de clorofila.

Algunos medios de cultivo pueden ser especificos para un género de microalgas, como el
medio Zarrouk que es especifico para Spirulina, por su alto contenido de nitrégeno y
carbonato. Y algunos son modificados para suplir necesidades puntuales, como en el
caso del cultivo de diatomeas que requieren una cantidad mayor de silicio para obtener

un buen crecimiento.

1.7.2 Medios de cultivo alternativo

Aguas residuales

Debido a que las microalgas son organismos con una nutricion relativamente simple,
basada en sales, las aguas residuales han sido evaluadas como medio de cultivo,
ejerciendo a la vez un efecto biorremediador. Las aguas residuales pueden ser
clasificadas en tres grupos: (A) domésticas, que se caracterizan por un alto contenido de
materia organica proveniente de desechos humanos y animales, y/o procesos agricolas,
como lavados de galpones, cocheras o aguas de pescaderia, las cuales son ricas en
fuentes organicas de nitrbgeno, como urea y amonio; (B) industriales, compuestas
Unicamente por aguas de salida provenientes de procesos especificos como calderas,
curtimbres, y procesos de lavados de productos, ricas en sales como calcio, nitratos y

fosfatos; y (C) mixtas que presentan desechos domésticos y una cantidad significativa de
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desechos industriales. Investigadores como Guayara y colaboradores (2014), han
probado el cultivo de aguas residuales (AR) como medio de cultivo para la produccion de
biomasa microalgal de Chlorella sorokiniana y como medida para el tratamiento mismo
de estas aguas gracias a la reduccion de las sales disueltas en ellas (Guayara, Henao,
and Acosta 2014).

Los estudios de produccion de biomasa microagal en medios de cultivo alternativos se
han incrementado en los Ultimos afios, ya que los costos actuales con medios
comerciales, no son competitivos para el mercado. Las aguas residuales hacen parte de
las soluciones planteadas para disminuir los costos, ejemplo de ello fue el trabajo de
Moya y Yépez que realizaron un estudio de la utilizacion de subproductos mariculturales
como medio de cultivo para microalgas, e indican que los beneficios son la reduccion de
costos, minimizacion del impacto de sustancias contaminantes para el ambiente como
CO,, minimizacion de la eutrofizacion de cuerpos de agua, obtencion de productos de
interés comercial, aumento de la eficiencia del proceso, y generaciéon de empleo (Merino

Moya and Encomendero Yépez 2012).

Las aguas residuales provenientes de pescaderia tienen en general niveles altos de
nitrégeno, el cual puede ser asimilado por las microalgas para la generacion de proteina,
y asi alimentar otra vez el sistema. Andrade y colaboradores (2009), evaluaron el
crecimiento de la microalga Scenedesmus sp en aguas residuales derivadas de restos de
pescaderia, obteniendo concentraciones celulares similares a los obtenidos con el medio
comercial, con un porcentaje de proteina de 24% en peso seco, y reportando eficiencias
de remocién del 100% para nitrogeno, del 78% para fosfatos y del 36% para materia

organica (Andrade et al. 2009).

Asi mismo las aguas residuales provenientes de plantas de tratamientos se presentan
como medios potenciales para el cultivo de microalgas. Un estudio realizado por Guayara
y colaboradores (2014), evaluaron el crecimiento de Chlorella sorokiniana en aguas
residuales industriales, domésticas y mixtas, obteniendo producciones equiparables al
medio comercial para las aguas domésticas y mixtas, pero no para las industriales que
presentaban una concentracién de nitrdgeno pobre. También corroboraron que las
microalgas asimilan primeramente el amonio y luego el nitrato (figura 4). El estudio

concluye que es importante la concentracion y forma de nitrdgeno que posee un agua
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residual para utilizarse como medio de cultivo alternativo para microalga (Guayara,
Henao, and Acosta 2014)
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Figura 4. Crecimiento de Chlorella sorokiniana en un fotobiorreactor de 3 L;

comportamiento del consumo de nitrato y amonio (Guayara, Henao, and Acosta 2014)

Una de las desventajas de utilizar aguas residuales para el cultivo de microalgas, son los
riesgos sanitarios que genera la alta variabilidad y poco control sobre los contenidos de
estas aguas, ya que puede tener patdgenos, o residuos quimicos que afectarian la
calidad final de la biomasa, y reduciria los mercados a los que puede ser dirigida, como

cosmeético o alimenticio (Abdel-raouf, Al-Homaidan, and Ibraheem 2012)

Fertilizantes agricolas

La FAO define a un fertilizante como “Cualquier material natural o industrializado, que
contenga al menos cinco por ciento de uno o mas de los tres nutrientes primarios (N,
P.Os, K,0)”, y segin el nUmero de nutrientes primarios pueden ser simples cuando solo
contiene uno, o multinutrientes cuando son mas de 2. Ademas de la proporcién
nutricional los la calidad de un fertilizante esta influenciada por su presentacién fisica
(granulometria), que tiene gran influencia en la solubilidad y biodisponibilidad de los
nutrientes (FAO and IFA 2002). Dado el similar metabolismo que presentan las plantas y
las microalgas los fertilizantes tienen la capacidad de suplir las sales necesarias para el

crecimiento de microalgas.
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Los fertilizantes presentan una buena fuente de nitrégeno, fosforo, potasio y
micronutrientes, a un bajo costo y con retos sanitarios menores. Es asi como Silva-
Benavides (2016) obtuvieron buenos rendimientos en los cultivos de C. sorokiniana con
fertilizantes agricolas comerciales en condiciones de laboratorio (Silva-Benavides, 2016).
Por otro lado, Valenzuela-Espinosa y colaboradores (2005), concluyeron que los
fertilizantes agricolas pueden ser usados en programas de acuacultura marina, al evaluar
la produccion de Rhodomonas sp, y su influencia como alimento para rotiferos, cuando
estas son cultivadas en fertilizantes agricolas y medio comercial para microalgas
(Valenzuela-Espinoza, Lafarga-De la Cruz, Millan-Nufez, & Nufiez-Cebrero, 2005), lo
gue es concordante con lo hallado por Torres y colaboradores (2012) quienes establecen
gue Nannochloropsis oculata, puede crecer en fertilizantes tanto agricolas como
acuicolas, y obtener una producciéon de biomasa igual y mayor a la obtenida con medios
comerciales, sin sacrificar la calidad de la misma (Campafa-Torres, Martinez-Cérdova,

Martinez-Porchas, Lopez-Elias, & Porchas-Cornejo, 2012).

1.8 Produccion de biomasa microalgal en
fotobiorreactores al aire libre

Los cultivos de microalgas donde la temperatura y la luz no son controladas, sino
suministradas por el ambiente son denominados cultivos al aire libre. El montaje de estos
sistemas requiere conocer las dinamicas de los parAmetros ambientales de la zona de
montaje, y entender su efecto sobre el crecimiento de las microalgas, ya que la luz y la

temperatura influyen de forma significativa en la eficiencia fotosintética.

1.8.1 Luz

Este parametro afecta el crecimiento microalgal en varios niveles, intensidad, longitud de
onda y fotoperiodos de luz. En cultivos al aire libre adicional a los factores anteriores se
evalla la cantidad de luz en horas de luz solar por dia, que para el caso de Uraba es
alrededor de 7 horas (Ministerio de Minas y Energia and Ministerio de Ambiente, Vivienda

y Desarrollo Territorial Instituto de hidrologia 2005)

e Intensidad luminica
Hace referencia a la cantidad de flujo luminoso que recibe una superficie por unidad de

area. Aunque cada microalga tiene una intensidad de luz especifica, se ha establecido un
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promedio de 135.1 pmol/m?s, en el cual el flujo de luz no es tan bajo como para impedir
gue se dé la fotosintesis, ni tan alta para inhibirla por exceso de flujo. Se ha registrado en
Chlorella vulgaris un méaximo de biomasa bajo intensidades de 62.5 pmol/m?®s, a
diferencia de Nannochloropsis salina y Tetraselmis suecica (250 y 108.9 pumol/m?®s
respectivamente). (Van Wagenen et al. 2012) (Khoeyi, Seyfabadi, and Ramezanpour
2012) (Go et al. 2012).

La intensidad es determinante en el disefio de fotobiorreactores, ya que debe asegurar
gue su superficie reciba un el flujo de luz adecuado, y también que la agitacion permita
gue todo el cultivo pase de la superficie mas iluminada al centro que recibe menos luz
(Morales, Lodeiros, & Bermudez, 2002) (Pradilla and Salcedo 2013).

e Longitud de onda
La longitud de onda a la cual crecen las microalgas esta determinada por los pigmentos
gue ella posea. Diferentes longitudes de onda tienen incidencia en diferentes partes del
metabolismo de las microalgas, algunas afectan directamente el crecimiento, mientras
gue otras aumentan la concentraciébn de lipidos o favorecen la concentracion de
pigmentos, por ejemplo el crecimiento de Chlorella se ve favorecido a una longitud de
onda de 700 nm (Pérez Pazos and Fernandez lzquierdo 2012) (Casal Bejarano 2010).
Cuando se trata de cultivos al aire libre se debe tener en cuenta que la calidad espectral
aunqgue es amplia, varia con las condiciones climaticas, posicién del sol a lo largo del dia,
los cambios estacionales y gases atmosféricos (Pradilla and Salcedo 2013). Una
evaluacion del crecimiento de Nannochloropsis sp, bajo diferentes longitudes de onda
utilizando luces led, mostro que la microalga crece mejor con luz azul, seguido de

blanca, verde y roja (Das et al. 2011).

e Fotoperiodo
El tiempo de exposicién a la luz tiene incidencia en el metabolismo fotosintético de las
células microalgales. En condiciones de laboratorio, bajo fuentes de luz artificiales, los
cultivos generalmente se mantienen periodos de luz continua, lo que asegura una
captacién constante de energia y crecimiento de las células, omitiendo periodos de
oscuridad que promueven la division celular. La sincronizacion de los cultivos

(crecimiento — division celular) se logra entonces evaluando distintos periodos de luz -
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oscuridad (8/16, 12/12, 16/8 o 24/0 horas luz/oscuridad) cuando se trata de una fuente
artificial o el ciclo natural dia y noche cuando el sol es la fuente de luz. (Khoeyji,
Seyfabadi, and Ramezanpour 2012) (Pradilla and Salcedo 2013). Wahidin vy
colaboradores (2013) estudiaron el comportamiento de Nannochloropsis sp a diferentes
intensidades de luz y fotoperiodos, y establecieron que la microalga presenta una fase
exponencial mas prolongada a una intensidad de 100 umol m?s™ con la combinacién de
18:06 ciclo luz: oscuridad. También observaron que a las mismas intensidades de luz, la
produccion de biomasa disminuia al aumentar el nimero de horas luz (Wabhidin et al.
2013).

e Fotoaclimatacion

La fotoaclimatacién es una serie de procesos que se dan en una célula, como respuesta
a cambios abruptos en la intensidad de luz recibida. La finalidad de estos procesos es la
optimizacion de la luz y la mitigacion de dafios en los fotosistemas (Gonzalez 2014). En
condiciones de baja intensidad de luz, las microalgas tienen la capacidad de aumentar el
tamafio de la antena receptora (mayor pigmentacién), para aprovechar mejor la
radicacion. Por otro lado en condiciones de alta intensidad, una mayor productividad sera
lograda al disminuir la pigmentacién, para evitar la sobresaturacion de energia en los
fotosistemas (Mooij et al. 2017).

1.8.2 Temperatura

La temperatura afecta la naturaleza del metabolismo, los requerimientos nutricionales y la
composicion de la biomasa, asi como la solubilidad de los gases en el agua. Valores
cercanos a los 30°C generalmente presentan las mayores tasas de crecimiento, como es
el caso de Isochrysis galbana y Nannochloropsis salina que han presentado un buen
crecimiento a 28 y 26°C (Van Wagenen et al. 2012) (Velasco et al. 2006). La temperatura
al igual que la luz es un factor de mucha variabilidad cuando las condiciones son las
ambientales, en al caso de Urab4 esta se encuentra alrededor de 28°C (Ortega-Salas

and Reyes-Bustamante 2012).

1.9 Produccion de microalgas al aire libre

A nivel mundial la mayoria de los cultivos al aire libre manejan una conformacién de tipo

piscina abierta en donde se han logrado obtener productividades de alrededor de 25
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g/m?/d, sin embargo este tipo de sistemas de produccion se desarrollan en ambientes

desérticos, que aseguran en un constante flujo de luz sobre la superficie de los cultivos

(tabla 3). Bajo esta conformacion los estudios han concluido que el aumento de la luz

aumenta la productividad en general(Lee 2013)(Bouterfas, Belkoura, and Dauta 2002).

En cuanto al efecto de la temperatura sobre cultivos al aire libre se ha encontrado que

altera los equilibrios i6nicos del agua, el pH, y la solubilidad de los gases (oxigeno y

COy), a la vez que se han presentado inhibiciones de crecimiento por presentarse

condiciones que superan la temperatura de maxima productividad (Pulz 2001).

Tabla 3. Productividades alcanzadas en bajo sistemas de piscinas abiertas (Bouterfas,
Belkoura, and Dauta 2002).

Lugar Especies Productividad Area Volumen
por area (g/m?/d) | superficial (m%) | total (L)
Produccion Hawaii Tetraselmis suecica 40
comercial Hawaii Cyclotella cryptica 29.7
Hawaii Platymonas sp. 26 48 58
Hawai Cyclotella cryptica 30 9,2 1.1
Hawai Tetraselmis suecica 37.5 9,2 1.1
New México Scenedesmus 14 100 22.5
quiadricauda
New México Chlorella sp. 21 100 22.5
Israel Anabaena siamensis 12.9 2 0.3
Tratamiento California Cultivo mixto de 18.4 1000
de aguas microalgas
residuales Israel Micractinium sp. 33 120
Israel Actinastrum sp. 35 150
Nueva Zelandia Pediastrum sp. 25 32 8
Pilipinas Coelastrum sp. 15.3 100
Escocia Chlorella sp. 18 13
ankistrodesmus sp.
Espafa 12,7 1.54
Kuwait 15 12

Por otra parte, los sistemas

cerrados han obtenido productividades de alrededor de 30

g/m?/d, ya que controlan las condiciones del cultivo, lo cual incrementa sus costos. En la
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tabla 4 se pueden observar algunas de las productividades obtenidas bajo sistemas

cerrados (Ruiz 2011).

Tabla 4. Productividades obtenidas bajo sistemas de fotobiorreactor(Ruiz 2011).

Especies Tipo de reactor Volumen Concentracion | Productividad | Productividad
(L) Xmax (Q/L) (g/m?d) (g/L.d)

Porphyridium cruentum Tubular 200 3 | e 15
Phaeodactylum tricornutum Tubular 200 | - 20 1,2
Phaeodactylum tricornutum Tubular 200 32 1,9
Chlorrella sorokiniana Tubular 6 15 | e 1,47
Arthrospira platensis Tubular 11 6 47,7 2,7
Phaeodactylum tricornutum Tubular helicoidal 755 ] e 13 1,4
Haematococcus pluviales Tubular paralelo 25 | e e 0,05
Haematococcus pluviales Cilindrico 55 I 0,06
Haematococcus pluviales Tubular 55 7 | - 0,41
Nannochloropsis sp. Placas planas 440 | s - 0,27
Haematococcus pluviales Placas planas 25 | - 10,2

Spirulina platensis Tubular 55 | @ ] e 0,42
Arthrospira platensis Tubular 146 2,37 25,4 1,15
Chlorrella sorokiniana Placas planas 400 | - 22,8 3,8
Chlorrella sorokiniana Placas planas 400 | - 19,4 3,2
Tetraselmis Cilindrico 1000 1,7 38,2 0,42
Chlorococcum Parabola 70 1,5 14,9 0,09
Chlorococcum Cupula 130 1,5 11 0,1

En Colombia se han hecho experimentaciones en la Guajira manejando sistemas

raceways de piscinas al aire libre de 1200 L, con Chlorella sp, donde se han obtenido un

maximo crecimiento en nimero de células de 2,4x10°cel/mL lo cual es bajo comparado

con productividades casi 10 veces mayores, obtenidas en el laboratorio (Gomez, Tirado,

and Pérez 2013).

Estudios en sistemas cerrados al aire libre han sido reportados en condiciones desérticas

ya que se busca aprovechar la constante luz solar suministrada por el ambiente. En

Arequipa — Perl una zona desértica se evalué la producciéon de Spirulina, en un

fotobiorreactor tubular doblemente curvado bajo condiciones ambientales, obteniendo

productividades de 1 g/m2/dia (Huarachi Olivera et al. 2015).




24 Produccion de biomasa microalgal en fotobiorreactores tubulares al aire libre

utilizando fertilizantes como medio de cultivo.

El estudio analiz6 la morfologia de la microalga, encontrando que esta fue afectada por la
alta radiacion y las variaciones de temperaturas en Arequipa. Dado que Urabd es una
zona tropical humeda, con una alta variabilidad climética, es interesante evaluar la
produccion de biomasa, y no solo el aislamiento de microalgas como se ha hecho
usualmente en lugares de estas caracteristicas (Huarachi Olivera et al. 2015).

1.10 Area de estudio: Municipio de Carepa-
Antioquia.

Los fotobiorreactores fueron instalados en la Sede de Estudios Ecolégicos y
Agroambientales, Tulenapa de la Universidad de Antioquia, ubicada en el municipio de
Carepa-Antioquia. Este municipio se encuentra en un piso térmico calido donde la
temperatura oscila entre 20 y 35°C. Posee un rango de alturas que oscilan entre 5 y 800
m.s.n.m. correspondientes a la llanura aluvial del rio Le6n y a la Serrania del Abibe
respectivamente. La precipitacion promedio esta entre 2.000 y 4.000 mm anuales,
caracterizandose por lluvias de gran intensidad y corta duracién, que se presentan con
mayor frecuencia entre los meses de abril y noviembre a diferencia del periodo entre
diciembre a marzo, con lo cual la cantidad de luz es de 5 horas al dia (Ministerio de

Ambiente Vivienda y Desarrollo Territorial 2010; Rendon et al. 2008).

Figura 5. Ubicacion geogréfica de la Sede de Estudios Ecoldgicos y Agroindustriales de
la Universidad de Antioquia (Tulenapa) cerca del municipio de Carepa — Antioquia
(Tomado de Google maps)
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Carepa se encuentra a 19 Km del mar y hace parte de la regién conocida como golfo de
Urabd (figura 5), donde las actividades econdémicas se basan en la produccion de platano
principalmente y la pesca. La comunidad del golfo de Uraba se caracteriza por una gran
heterogeneidad poblacional, producto de la confluencia e interaccion de grupos étnicos y
culturales, provenientes de distintos lugares con caracteristicas sociales particulares:
etnias indigenas (Embera, Tule, Zenu), afrocolombianos (del Caribe, Atrato y Turbo),
campesinos mestizos provenientes del Sini y de Antioquia, de manera especial la
comunidad de pescadores en su mayoria son desplazados por la violencia, que
invadieron predios de fincas bananeras y encontraron en la pesca un sustento para sus
familias, lo que ha resultado diversas formas de percepcion, valoracién y apropiacion del

entorno y de los recursos naturales (Gomez Aguirre and Turbay 2016)

La mayor colonizacion se presenté a mediados del siglo XIX estimulado por los auges
extractivos de diferentes recursos (madera, caucho, tagua o raicilla de ipecacuana), esto
se dio de forma desordenada y masiva, invadiendo predios bananeros, lo cual tuvo
repercusiones en el desgaste de los mismos recursos, y la generacién de comunidades
con baja calidad de vida, sin puestos de salud, instituciones educativas o sitios de

deporte, y bajos niveles de escolaridad (Cetmar et al. 2012).

La disminucién del recurso pesquero es una problematica que se evidencia a nivel
mundial, y se ve mas agravada en zonas donde no se hacen buenas practicas de
extraccion que permitan la sostenibilidad del recurso. Un estudio realizado con las
principales comunidades pesqueras el golfo de Urabd, establecid la piscicultura como
una alternativa socioeconémica, para lo cual es importante la produccién de alimento vivo
(Leal Florez et al. 2017)

1.11 Costos de produccion de biomasa microalgal

La biomasa microalgal es materia prima para obtener productos que pueden dirigirse a
biocombustibles, alimentacién o farmacéuticos. Alfaro y colaboradores (2008) realizaron
una valoracion econdmica de la utilizacion de Chlorella sp como fuente proteica para
piensos liquidos para la ceba de cerdos, en Cuba, y concluyeron que los costos de
produccion deben disminuir, para que sea factible emplear la biomasa mixta de
microalgas como sustituto del 10 % de la fraccion proteica del pienso que se emplea en

la alimentacion porcina, en las condiciones econémicas cubanas actuales (Alfaro, Ugas,
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and Miralles 2008). No obstante segun Machado, una produccién de biomasa en
Colombia es viable, dadas las condiciones climéaticas y la disponibilidad hidrica, y
generaria ingresos netos por hectarea superiores a los obtenidos con palma de aceite.

No obstante los costos de produccion deben ser disminuidos (Machado 2014).

Dos ejes son determinantes en la reduccion de los costos de produccién para la industria
microalgal; el medio de cultivo y la separacion de la biomasa. Nieves (1994) detallaron el
crecimiento de Monoraphidium sp en diferentes tipos de fertilizantes y expusieron las
ventajas economicas de la utilizacion de estos medios alternativos con respecto al medio
F de Guillard, estimando una reduccién de mas del 98% de los costos de medio de

cultivo(Mario Nieves et al. 1994).



2.Metodologia

2.1 Efecto de la concentracion de CO, en la
produccion de biomasa

Las cepa Nannochlorpsis sp fue proporcionada la unidad del acuario de la Corporacion
Parque Explora. La microalga fue crecida en frascos de Erlenmeyer de 500 mL, en medio
comercial F/2 de Guillard, con agitacion neumatica de 0,3125 vvm y luz artificial de 135

pumolm?s™.

Se hicieron cultivos batch con 3 mezclas aire-CO, con un tiempo de cultivo de 8 dias,
teniendo como medio de cultivo el fertilizante agricola con una concentraciéon de 12,36
mg de nitrégeno total/Litro, que es la concentracién de nitrégeno presente en el medio
comercial F/2 de Guillard; Los FBR tienen un fondo cénico y una relacion altura diametro
de 135 cm / 45 cm, elaborados en fibra de vidrio con una transparencia del 95%, con un
volumen de trabajo de 240 litros de agua salada (30g de sal/L), con agitacion neumética
con 0,3125 vwvm y un inoculo del 5% v/v de la microalga Nannochloropsis sp. Para
determinar la concentraciéon de fertilizante se emplearon los fotobiorreactores del
laboratorio de microalgas de la unidad del acuario de la corporacién Parque Explora,

manteniendo la temperatura a 23°C y un intensidad de luz de 135 umolmzs'l.

Para evaluar el efecto de las mezclas aire-CO, en la corriente de aire, se desarrollé6 un
disefio experimental unifactorial con tres niveles. Cada nivel se cuantifico y ajusto con la
ayuda de analizador de gas para CO, y O, BlueSens gas sensor GmbH proporcionado
por el Grupo de Biotransformacién. El primer nivel de CO, fue sin emplear adicién de CO,
en el flujo de alimentacién (el CO, presente en el aire fue de 0,022%). Los niveles 2 y 3
fueron realizados mediante pulsaciones de CO, mediante el uso de un regulador de
presiébn y una electro valvula (10 segundos prendido/ 30 segundos apagado) vy
aumentando la presion se ajusté a 3y 6 % de CO; en la corriente gaseosa. Para cada
nivel se hicieron 4 réplicas. Se cuantificé la biomasa por peso seco y se realiz6 el
seguimiento del pH diariamente, al igual que el porcentaje de proteina y carbohidratos en

la biomasa cosechada al final del cultivo.
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Reactores de 240L
Agua salada: 30 g/L
Inoculo de 5 %: 12 L
Nitrégeno: 12,34 mg/L (Fertilizante)
8 dias de cultivo

\

Tratamiento 1. Tratamiento 2. Tratamiento 3.
0,022% CO, 3 % CO;, 6 % CO,
Variables de respuesta: Peso seco y pH diariamente, y evaluacién del por je de proteina y carbohidratos al final del
cultivo (dia 4 y dia 8)

Figura. 6 Diagrama del disefio estadistico unifactorial para evaluar el efecto de la

concentracion de CO, sobre la produccion de biomasa microalgal

2.2 Cuantificacion de las variables de respuesta

2.2.1 Concentracién de biomasa, proteina y carbohidratos

La biomasa fue cuantificada por peso seco como lo reporté (Garcia 2009). El porcentaje
de proteinas se realizé por el método de Lowry (Lowry et al. 1951) segun la adaptacién
gue realiz6 (Essmann 2011) para la biomasa microalgal (Anexo A). La cuantificacion de
carbohidratos se realizé por el método de Dubois (Dubois et al. 1956), con las

modificaciones hechas por (Romero 2010) para biomasa microalgal (Anexo B).
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2.2.2 Determinacién de la intensidad luminica en los cultivos al aire
libre

La intensidad luminica fue medida con un luxometro digital Lutron LX-105. Para la

determinacion de la intensidad luminica en el montaje al aire libre en Carepa, se tomaron

9 puntos de muestreo, 8 distribuidos en la superficie de 2 reactores ubicados en los

extremos del area de cultivo, y 1 tomado en perpendicular como se ven en la figura 8.

Calculo de la intensidad disponible
La determinacién de la intensidad de luz disponible para las celulas dentro del cultivo del

reactor se realizé utilizando siguiente formula:

loy = }I("L (1 — exp(—Kg.X.Leq)) (Huesemann et al. 2016)
a2 -Leq

Doénde

l.v: Intensidad media al interior del reactor

lo: Intensidad recibida en la pared del reactor.

Ka: Coeficiente de extincion de la microalga

X: Concentracion de la biomasa

Leq: Pardmetro del disefio del reactor o longitud equivalente

La constante de extincion Ka fue calculada de forma experimental para la cepa
microalgal utilizada, con la formula A(1) = K,(1).X.L (anexo C). La intensidad media
recibida en la pared del reactor (lp) se calculé con la formula (anexo D).

Ip = [SI(iy + iy + i3 + i) + Ss(is)]/St

Leg es una funcion del radio (r) para el casos de los biorreactores tubulares, este

pardmetro varia entre 1,57ry 1,71r (Acién Fernandez et al. 1997)
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2.3 Evaluacion de un fertilizante agricola como
medio de cultivo

El fertilizante utilizado para la experimentacion fue FER MASTER 13-40-13 de la casa
comercial Valagro. La presentacion es en forma de cristales con la siguiente
composicion: nitrégeno total 13,6% (nitrégeno amoniacal 9,15%; nitrégeno nitrico 4.45%);
fésforo 39.66%; potasio 13,75%; azufre (SO3) 5.5%; boro 0,024%; cobre 0,038%; hierro
0.0038%; manganeso 0,0073%; zinc 0,0004%; agente quelante: EDTA, que le confiere
un alto porcentaje de solubilizacién. EI medio control utilizado fue F/2 de Guillard con los
siguientes componentes nitrato de sodio 63%, fosfato de disédio 4,25%, silicato de sodio
25,48%; sulfato cuprico 0,01%; sulfato de zinc 0,02%; cloruro de cobalto 0,01%; cloruro
de magnesio 0,146%; molibdato de sodio 0,01%; cloruro de hierro 2.56%; EDTA disodio
3,7%. (Guillard and Ryther 1963)

Con el propésito de determinar la concentracién de fertilizante adecuada para maximizar
la produccion de biomasa, se realizo un disefio estadistico unifactorial con tres niveles de
fertilizante. Para ello, se evaluaron 3 concentraciones del fertilizante de acuerdo al aporte
final de nitrégeno total al medio de cultivo, empleando como punto medio la
concentracion de nitrégeno del medio de referencia F/2 de Guillard (12,4 mg de
Nitrégeno total/L), siendo estas 6,23; 12,36; 18,72 mg Nitrogeno total/L (Tratamiento a, b

y C respectivamente).

Se hicieron 4 réplicas para cada tratamiento. La experimentacion se desarrollé en las
instalaciones laboratorio de microalgas de la unidad del acuario de la corporacion Pargue
explora en reactores de 5 Litros de volumen de trabajo en agua salada (30 g/L) con
agitacién neumatica (0,3125 vvm). El inoculo fue del 5 %uv/v, los cultivos se mantuvieron
a una temperatura de 23°C y una intensidad de luz de 135 pmolm?s™. De acuerdo a los
resultados de la concentracion de CO, se fija la mejor condiciébn para realizar la
evaluacion de la concentracion de fertilizante. Para el seguimiento de los cultivos, se
cuantificd diariamente el pH y la biomasa por peso seco, y el porcentaje de proteina y

carbohidratos en la biomasa cosechada al final del cultivo.
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Botellones de 5L
Agua salada: 30 g/L
Inoculo de 5 %: 250 mL
CO;: 3%
8dias de cultivo

\

X1 1

Niveles de nitrégeno

¥ v v

Control. F/2 de Guillard Tratamiento A. Tratamiento B. Tratamiento C.
12,4mgN/L FERT 6,2 mg N/L FERT 12,4 mg N/L FERT 18,6 mg N/L
Variables de respuesta: Peso seco y pH diariamente, y evaluacion del porcentaje de proteina 'y
carbohidratos al final del cultivo

Figura. 7 Diagrama del disefio estadistico unifactorial para evaluar diferentes
concentraciones de fertilizante teniendo como medio control F/2 de Guillard.

2.4 Cultivos de biomasa de Nannochlopsis sp al aire
libre

Los cultivos al aire libre se realizaron en fotobioreatores de 250 Litros en la sede
Tulenapa de la Universidad de Antioquia ubicada en Carepa-Antioquia (Los disefios de
los FBR presentan la misma similitud geométrica y volumen del acuario del Parque
Explora). Se evalué el crecimiento de la microalga en 3 fotobiorreactores con el medio
comercial F/2 de Guillard y en 5 fotobiorreactores con el fertilizante con una
concentracion final de nitrdgeno determinada de acuerdo a los mejores resultados de la
evaluacion del fertilizante y del CO,, siendo este Ultimo suplementado en el aire por
pulsos entre las 6 y las 18 horas del dia. Para asegurar las mismas condiciones de CO,
se utilizaron los mismos equipos de regulacién de aire (electrovalvula y reguladores de
presién). Adicionalmente se realizé un calculo de la cantidad de aire generada por el

compresor en Uraba y se regulo la presién de salida y flujo tanto del compresor como del
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CO, de la pipeta, alcanzando la concentracion de 3% V/V una vez la valvula de presién

fuera encendida.

Si bien, para este caso no se realizd ningun disefio experimental lo que se quiso realizar
fue la validacién de las condiciones obtenidas en el laboratorio comparadas con los
cultivos bajo condiciones ambientales y al aire libre tanto en medio con fertilizante como
con el medio de control. Para determinar la intensidad luminica se realizaron mediciones
de la intensidad de luz en 9 puntos en al &rea de los reactores entre las 6 y las 19 horas
del dia, como se ve en la figura 8. Las mediciones de temperatura en los FBR se
realizaron, en la pared exterior y en el interior del fotobiorreactor, y se hizo un
seguimiento de pH y humedad relativa alrededor de los FBR.

Reactores de 240L
Agua salada:30 g/L

Inoculode 5 %: 12 L .
TRATAMIENTOS

A
vAg z
QOD v A < Contr(.)l. F/2 de
Y PA QQD Guillard
A v Véd FERTILIZANTE
A 18,6 mg N/L

vAg

WA
£y

Variables de respuesta:

*Medicion de temperatura, luz, pH y humedad cada hora.
*Evaluacion de peso seco diariamente.
*Evaluacion del porcentaje de protex'nay carbohidratos al

final del cultivo.

Figura 8. Diagrama del disefio de cultivo al aire libre empleando medio control F/2 de
Guillard y fertilizante agricola a 18,6 mg de N/L, evaluados en las condiciones
ambientales de Carepa-Antioquia en la produccién de biomasa microalgal. Puntos de
muestreo de intensidad de luz.
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Figura 9. Fotobiorreactores al aire libre en columnas de burbujeo de 250L y botellones
de 20 L de la microalga Nannochloropsis sp en la Sede de Tulenapa Carepa-Antioquia.

2.5 Evaluacion de los costos de medio de cultivo

El célculo de los costos del medio de cultivo por un kilogramo de biomasa se basoé
Gnicamente en el valor comercial del medio de cultivo y la cantidad de acuerdo a la
concentracion de la fuente de nitrégeno requerida y la cantidad de biomasa microalgal
producida. Se realizé el calculo para preparar 1 litro de cada medio de cultivo, y luego se
calculo con la concentracibn maxima alcanzada de la microalga al aire libre, el nUmero de
litros necesarios para obtener un kilogramo de biomasa, para luego obtener los costos de

producir 1 kg de biomasa segun el medio de cultivo empleado.

2.6 Analisis estadisticos

Los valores medios y las desviaciones estandar se calcularon a partir de los datos
obtenidos experimentalmente realizados de manera independiente (biomasa, tasa de
crecimiento, proteina y carbohidratos). El andlisis de la varianza se realiz6 mediante
ANOVA vy pruebas de Tukey utilizando el paquete estadistico R-estudio. Las diferencias
estadisticas se basaron en los valores-p (vp), cuando vp<0,05 comparados entre los

tratamientos estos representaran una diferencia estadisticamente significativa.
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3.Resultados y discusion

3.1 Evaluacion de la concentracion de CO»

En la evaluacion de la concentracion de CO,, Nannochloropsis sp no mostro diferencias
significativas (vp>0,05) entre los tratamientos del dia 4, asi mismo se observé un
crecimiento similar al dia 8, en los tratamientos donde el aire fue suplementado con CO,
(3% y 6%), sin embargo, si hubo una diferencia estadisticamente significativa con
respecto al montaje con solo aire (vp=0,030), siendo este Gltimo tratamiento el de menor
concentracion final de biomasa (Figura 10). Este comportamiento es propio de los
organismos con fotosintesis C3, en donde la enzima de captacion del CO; es la enzima
RUBISCO y se caracteriza por tener una actividad lenta y poseer también afinidad por el
oxigeno, generando en condiciones de baja concentraciéon de CO, (0,022%) que ocurra
la fotorespiracién, proceso de alto gasto energético y ninguna ganancia metabdlica
(Garcia 2009).
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Figura 10. Concentracion de biomasa de Nannochloropsis sp producida al dia 4y 8, en
diferentes concentraciones de CO; en la corriente gaseosa (0,02; 3 y 6%). Las letras
diferentes muestran una diferencia estadisticamente significativa entre los tratamientos.

Varios autores han encontrado resultados similares, tal es el caso de un estudio realizado
con Scenedesmus, muestra que el crecimiento se ve limitado a concentraciones
inferiores a 3,8 % de CO; en la corriente gaseosa (Cabello, Morales, and Revah 2017).
Por otro lado, Verma y colaboradores (2018) evaluaron varias concentraciones de CO,
entre 1,3 y 7 %(v/v), concluyendo que la concentracion optima de CO, que promueve la
mayor tasa de secuestro por Nannochloropsis sp. y Arthrospira platensis fue
respectivamente de 3,42% y 2,97% (v/v), evidenciaron un aumento del 100% en la tasa
de secuestro de CO, especifico cuando el aporte de CO, se increment6 del 1,36% (v/v)
al 3,42% (v/v) en el caso de Nannochloropsis sp (Verma et al. 2018), sin embargo
concentraciones mayores mantenian o disminuian la tasa de secuestro, lo que es
concordante con los resultados obtenidos, ya que no se evidencio diferencia significativa
en la obtencién de biomasa con concentraciones de 3% y 6% de CO, (Tabla 5). Por otro
lado, Cheng y colaboradores (2006) indica que en fotobiorreactores tubulares para
Chlorella vulgaris la mayor fijacion se obtiene a 1% de CO, de concentracion y

concentraciones superiores son menos eficientes fotosintéticamente (Cheng et al. 2006).
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Figura. 11 Seguimiento de pH de los cultivos de Nannochloropsis sp crecidos en
diferentes concentraciones de CO..
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Otro factor de influencia que tiene el CO, esta relacionado con su disociacion en el agua
en donde se produce &cido carbdnico, que genera una baja de pH, llegando a niveles
gue pueden inhibir la accién de las proteinas involucradas en fotofijacion e inhibir el
crecimiento microalgal. Bartley y colaboradores (2013) muestra que a pH de 6 si hay una
marcada disminucion en el crecimiento de la microalga Nannochloropsis salina, y estima
gue por debajo de 7 ya hay una inhibicién, no obstante en el estudio se utilizan buffer
para ajustar el pH y no la concentracion de CO,, el cual al ser un nutriente de la
microalga puede no ejercer un efecto inhibitorio tan marcado (Bartley et al. 2013). Los
resultados muestran que el pH se mantuvo por debajo de 6,5 (pH promedio de 6,4) para
la concentracion de 6% de CO,, lo cual pudo tener un aparente efecto inhibitorio.

Tabla 5. Tasas de crecimiento, porcentaje de proteina y carbohidratos de la biomasa
obtenida en diferentes concentraciones de CO,

Concentracion K (d-1) vp (W)* | % de vp (% de % de vp (% de
de CO, Proteina Proteina)* | Carbohidratos | Carbohidratos)*
0,022% 0,153(a) | 0,353 11%(ab) [ 0,005 10%(a) | 0,066
3% 0,212(a) 13%(a) 12%(a)
6% 0,237(a) 9%(b) 13%(a)

*Los valores vp < 0,05 representan diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos

Los resultados obtenidos al final de los cultivos presentan que los tratamientos no
mostraron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de crecimiento, ni en el
porcentaje de carbohidratos, sin embargo la proteina si mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre los niveles de CO, 3% y 6%, siendo el primero el de
mayor porcentaje de proteina, mostrando asi, una relacién inversa al incremento de la
concentracion de CO,, lo cual puede indicar que una relacibn Carbono/Nitrégeno bajo
puede aumentar la sintesis te aminoacidos como lo reporta Verma y colaboradores
(2018), donde el nitrato adicional metabolizado por microalgas para producir aminoacidos
habria aumentado la acumulacion de biomasa a 3,9 g/L en el caso del cultivo discontinuo

de A. platensis (Verma et al. 2018).

Debido a que al aumentar de 3 a 6% la concentracion de CO2, no hay una retribucion

en aumento de concentracibn de biomasa o0 en porcentaje de proteina, para las
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posteriores experimentaciones se tomara la concentracion de 3% como una condicién

establecida.



38 Produccion de biomasa microalgal en fotobiorreactores tubulares al aire libre

utilizando fertilizantes como medio de cultivo.

3.2 Evaluacion de la concentracion de Fertilizante

De las 3 concentraciones de fertilizantes evaluadas (tratamiento a, b y ¢, que
corresponden a 6,23; 12,36; 18,72 mg N/L respectivamente) la mayor biomasa fue
obtenida en el tratamiento ¢ con de 289 mg/L, seguido por el tratamiento a y b. En todos
los casos, los resultados obtenidos fueron mayores a los obtenidos con el medio de
cultivo de referencia F/2 de Guillard. Por otro lado, no se observo una inhibicién en el
crecimiento de la microalga y aparentemente, se puede esperar mayores producciones
de biomasa si se aumenta la cantidad de fertilizante basados en los resultados de los
niveles evaluados en este experimento. Estos resultados muestran que la microalga es
capaz de tolerar una concentracion de nitrégeno mayor a la suministrada por F/2 de
Guillard, y ratifica al nitrdgeno como el macronutriente de mayor influencia después del

carbono.
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Figura. 12 Crecimiento de Nannochloropsis sp en diferentes concentraciones del
fertilizante agricola (a: 6,23; b: 12,36; c: 18,72 mg de Nitrégeno/L) y F/2 de Guillard como
medio de referencia (12,36 mg de Nitrégeno/L) en el dia 4 y 8.

Los resultados muestran diferencias significativas en la concentracion de biomasa
microalgal obtenida al dia 4 en los distintos tratamientos, atribuyendo esta diferencia al

medio de referencia F/2 de Guillard con la menor produccién. Por otra parte al dia 8, se
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observo en la concentracion de biomasa una tendencia proporcional con el aumento de
la concentracion de nitrégeno inicial en el medio de cultivo (Figura. 12), sin embargo las
diferencias no fueron estadisticamente significativas, y puede ser explicado por factores
externos como falta de CO,, luz o temperatura optima que pueden impedir que el
nitrégeno en la célula sea dirigido a replicacion celular, y sea transformado a proteinas
(referencia para esta hipotesis).

En la tabla 6 se muestran los resultados porcentaje de proteinas obtenido en los
diferentes tratamientos, siendo el tratamiento de mayor concentracion de nitr6geno
(Tratamiento ¢, 18,6mg N/L) el de mayor porcentaje, seguido por el medio de referencia,
tratamiento b y tratamiento a, quien fue estadisticamente diferente. Las tasas de
crecimiento al igual del porcentaje de carbohidratos no presentaron diferencias entre los
tratamientos. Dado lo anterior, y pese a que no hay diferencias significativas entre los 3
tratamientos de nitrégeno, se tomé como punto decisivo la concentracion proteica de la
biomasa, ya que como objetivo el estudio busca obtener un alimento animal, y
adicionalmente la interaccion de la luz ambiental, ha mostrado mejorar los rendimientos
en crecimiento y en concentracion proteica, asi que proporcionar para la microalga la
mayor concentracion de nitrégeno, para que no se limitara su crecimiento, si su taza

aumenta en el cultivo al aire libre.

El estudio realizados por Lopez y colaboradores (2015) en el crecimiento de
Chaetoceros muelleri con diferentes fuentes y concentraciones de nitrégeno (F/2, 2F y 4F
de Guillard) mostraron un comportamiento similar a lo hallado experimentalmente, donde
el aumento de la concentracién de nitrégeno no genera un impacto significativo en la
produccion de biomasa y proteinas, no obstante en el estudio los intervalos de nitrégeno
son mas amplios y las concentraciones mas altas, que los evaluados y pueden suponer
una inhibicién por sustrato (Lopez et al. 2015). Sin embargo las limitaciones de nitrégeno
en el tratamiento a, generaron una disminucién del 38 % de la proteina, similar a lo
hallado por Olofsson y colaboradores (2014), donde el porcentaje de proteinas disminuyo
en un 20% para Nannochloropsis oculata cuando se cultivd en medios de cultivo con

limitacion de nitrogeno(Olofsson et al. 2014).

Tabla 6. Tasa de crecimiento, porcentaje de proteina y carbohidratos de la biomasa
obtenida en diferentes concentraciones de fertilizante (Tratamientos a, b y ¢) y en el
medio control de referencia F/2 de Guillard.
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Concentracion de CO, | p (d-1) vp (W)* | %de vp (% de % de vp (% de
Proteina | Proteina)* | Carbohidratos | Carbohidratos)*

Tratamiento a 0,493(a) | 0,1327 11%(a) | 0,0005029 9%(a) | 0,3353

Tratamiento b 0,413(a) 18%(b) 9%(a)

Tratamiento ¢ 0,521(a) 21%(b) 9%(a)

Control 0,434(a) 20%(b) 10%(a)

*Los valores vp < 0,05 representan diferencias estadisticamente significativas entre los

tratamientos

El pH en todos los tratamientos se mantuvo en un rango de 6,4 -6,8, lo cual indica que
esta variable no fue influenciada por la cantidad de fertilizante, sino por la concentracion
de CO; en el medio de cultivo. La ligera acidez registrada en los cultivos pudo estar
relacionada con el cambio de escala del sistema, ya que el volumen de trabajo fue de 5,5
litros y los difusores presentaron una burbuja mas pequefia lo cual proporciona una mejor
solubilidad de CO; en el agua y disminuye el pH. De forma similar se presenta el trabajo
reportado por Ortiz-Moreno y colaboradores (2010) que estudio el crecimiento de
Chlorella Sorokiniana en gallinaza como medio de cultivo a pH de 6,7 han mostrado que,
no hay una influencia en el crecimiento de la microalga en pH ligeramente acidos (Ortiz-
Moreno et al. 2010).
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3.3 Produccién de biomasa en Fotobiorreactores al
aire libre

Obtencion de biomasa y perfiles de pH

La concentracion de biomasa presento diferencias significativas entre los tratamientos
(medio con Fertilizante y medio F/2 de Guillard) siendo mayor la obtenida en el medio
referencia F/2 con 360 mg/L, llegando casi al doble de la obtenida en el fertilizante
agricola. En ambos tratamientos el crecimiento fue menor entre los dias 5 a 7, los cuales
concuerdan con los dias de mayor nubosidad y una intensidad luminica externa (lo) por
debajo de 300 umol/m?s™ (figura. 13), sin embargo la intensidad promedio no fue menor
a 200umol/m?s™ durante la experimentacion . El pH de los cultivos en el dia estuvo entre

7y 8,y en lanoche estuvo entre 8y 9.
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Figura. 13 Crecimiento de Nannochloropsis sp en fotobiorreactores de 240 Litros, en

fertilizante y medio de referencia F/2 de Guillard e intensidad de luz promedio por dia

Velasco y colaboradores en 2006 reportaron producciones de biomasa un poco mas altas
a comparacion de las obtenidas (entre 350 a 750 mg de biomasa/L) para
Nannochloropsis sp cultivada a diferentes intensidades de luz e inyecciones de CO,

(Velasco et al. 2006). asi mismo Valdés y colaboradores en 2012 registraron
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concentraciones finales de biomasa para Nannochloropsis oculata cultivada al aire libre
en fotobioreactores tipo columna de burbujeo, de 360 mg/L, similares a las obtenidas
experimentalmente (Valdés et al. 2012).

El control de la inyeccion de CO, en el estudio de Valdes y colaboradores, era
automatico y estaba correlacionado al cambio de pH en el medio de cultivo. Ellos
observaron que cerca del medio dia la microalga modificaba el pH con mas rapidez por lo
cual consumia mas CO,, y concluyen que la mayor actividad fotosintetica se lleva a cabo
durente este espacio de tiempo. En nuestro estudio las dinamicas de pH observadas en
diferentes horas del dia (figura 14), muestran un comportamiento similar, con un pico
alrededor del medio dia donde la intensidad luminica es mayor (figura 15), y puede
indicar que la concentracion de CO, disuelto en el medio decrece, producto de una mayor
intensidad luminica, y genera una disminucion del &cido carbdnico y por ende aumento
del pH (Valdés et al. 2012).
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Figura. 14 Dinamicas de pH del cultivo de Nannochloropsis sp, en los fotobiorreactores

al aire libre en diferentes horas del dia.
Intensidad de luz

Al trabajar con volimenes bajos, los cultivos pueden tener una mejor homogenizacion,

aumentando el contacto de las células con la luz, y finalmente permitiendo una mayor
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actividad fotosintética. Lo anterior explica la disminucién de la biomasa que se da cuando
los cultivos pasan a volumenes mayores donde la relacién superficie/volumen es menor.
En estos casos la biomasa al incrementarse, puede impedir la penetracion de la luz hacia
el interior del reactor. Javannardian y Palsson (1991) proponen, para que la eficiencia en
la penetracion de la luz sea alta se requiere de una relacion superficie volumen entre 5y
10 cm?cm?®, en el caso del reactor utilizado esta relacién es de 0,1 cm?cm?® por lo cual es
mas probable que en los ultimos dias se genera una foto-limitaciéon (Javanmardian and
Palsson 1991).

Los cultivos al aire libre la luz no es uniforme en los FBR y la intensidad luminica puede
causar fenédmenos de fotoinhibicién cuando es muy alta o fotolimitacion cuando es muy
baja, por lo cual es importante establecer cual es la cantidad de luz que esta recibiendo
el cultivo al interior del reactor. De acuerdo con los resultados, aunque la intensidad
luminica perpendicular (Is) es alta llegando en promedio a 1600 ummol/m?s (Figura 15),
la intensidad recibida en la pared del reactor (Ip) se encuentra alrededor de 500
ummol/m?s la cual segun la literatura es 6ptima para el crecimiento de Nannochloropsis.
(Garcia 2009)

Blanken y colaboradores (2016), establecen que al aumentar la concentracion de
biomasa en el medio de cultivo la intensidad disponible para fotosintesis al interior del
sistema baja, tendiendo a ser cero en cultivos tipo columna de burbujeo, donde la

relacion area superficial/volumen es baja (Blanken et al. 2016).

Gonzalez (2014), estudio el comportamiento de Nannochloropsis en diferentes
intensidades (lp) y establece que entre 91 y 282 pmolm?s™ no ejercen un diferencia
significativa en la productividad de biomasa, e indican que la eficiencia fotosintética es
mejor a intensidades mas bajas (Gonzalez 2014). En el caso de los cultivos en la SEEA
en Carepa-Antioquia, la intensidad disponible promedio (ly) para las microalgas se
encontré entre 296 pmolm?®s™® en el dia 1, hasta 15 pmolm?s™ en el dia 10 (Figura 15). Si
bien son intensidades bajas, Investigadores como Khoeyi y colaboradores (2012),
concluyeron para el caso de Chlorella vulgaris, una intensidad optima de 62,5 umolm?s™,
por lo que podemos concluir que, posiblemente las intensidades luminicas no tuvieron un
efecto inhibitorio para el crecimiento de la microalga (Khoeyi, Seyfabadi, and

Ramezanpour 2012).
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Figura. 15 Dinamica de la intensidad luminica media perpendicular (ls), en la superficie
del reactor (I,) e interna (I,) de los fotobiorreactores entre las 7 - 18 horas, durante los
dias de cultivo.

Temperaturay humedad

Para entender las dinamicas de temperatura se hicieron medidas de ambiente, superficie
del fotobiorreactor y al interior, y se observé que en promedio todas se encuentran entre
25 a 35 grados centigrados, tal y como se aprecia en la figura 16. Sin embargo el medio
de cultivo conservo la temperatura durante la noche por lo cual la temperatura interna no
baja de 28 grados centigrados. En el estudio se reportaron dias de alta intensidad de luz,
donde la temperatura alcanzada en la superficie del reactor llego a 38°C e internamente
a 37°C, aunque es alta para la microalga utilizada no inhibié aparentemente su
crecimiento. Es importante resaltar que estas temperaturas elevadas se presentaron por

no mas de 2 horas al dia y el FBR conservo la temperatura durante las 4 horas
consecutivas.
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Figura. 16 Dinamicas de las temperatura externa, en superficie e interna y humedad
relativa entre las 6 - 18 horas

Van Wagenen y colaboradores (2012), concluyen que la temperatura 6ptima para el
crecimiento de Nannochloropsis salina es de 26°C, e indicando que la tasa de
crecimiento disminuye un 30% cuando las temperaturas son cercanas a 31°C (Van
Wagenen et al. 2012). Por el contrario, en los resultados de esta investigacion, la mayor
concentracion de biomasa que se obtuvo al aire libre con una temperatura media de

31°C la cual fue mayor que la obtenida en el laboratorio en donde la temperatura era de
23°C.

Proteinas y carbohidratos

El fertilizante obtuvo mas porcentaje de proteina y menor porcentaje de carbohidratos (23
y 26% respectivamente), que los obtenidos en el medio referencia (22 y 28%
respectivamente), sin embargo los analisis estadisticos no mostraron diferencia
significativa entre los tratamientos tanto para proteinas como carbohidratos (vp= 0,60 y

0,23), lo que indica que la integridad de la biomasa no se encuentra comprometida por la
utilizacioén del fertilizante agricola.
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Figura. 17 Porcentaje de proteina y carbohidratos de la biomasa de Nannochloropsis sp.
obtenida a partir del fertilizante agricola y el medio comercial F/2 de Guillard, en
fotobiorreactores al aire libre.

Tampoco disminuyo con respecto al montaje realizado en el laboratorio donde la biomasa
obtuvo una cantidad de proteina del 21%, y esto en un fotoperiodo de 24 horas de luz, lo
gue indica que las disminucion en la cantidad de horas luz tuvo un efecto positivo en el
crecimiento de la microlaga tanto en crecimiento como concentracion proteica, lo cual es
concordante a lo reportado en la literatura. Un estudio realizado sobre Nannocloropsis
gaditana en el 2016 por Helena y colaboradores, hallo que la producicén de proteinas se
ve favorecida en fotoperiodos 12:12, independiente que fueran cultivos mixotroficos o
autotrofos, y concluyen que se puede manipular el metabolismo de la microalga vy
favorecer la acumulacion de proteinas y lipidos, al modificar los periodos de
luz/oscuridad. Un periodo prolongado de oscuridad promueve la acumulacion de
proteinas ya que el metabolismo no se dirige a replicacion celular, ya que no hay
fotosintesis, asi que la microalga dirige su energia a la biosisntesis de proteinas y

pigmentos (Helena et al. 2016).

3.4 Costos del medio de cultivo parala produccion
de biomasa de Nannochloropsis sp.

Los modelos de produccién de biomasa microalgal que utilizan agua y CO, residuales de

procesos que involucran sistemas de combustion como lo son las cementeras, reducen
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los gastos de proceso a los costos del medio de cultivo. Un andlisis del fertilizante
utilizado, muestra una reduccion de costos del 90% para la obtencion de un kilogramo de
biomasa microalgal, con respecto al medio comercial F/2 de Guillard (tabla 7),

corroborando que los fertilizantes agricolas pueden utilizarse como medio de cultivo de

bajo costo para la produccion de microalgas.

Tabla 7. Andlisis de costos del medio de cultivo para la produccion de biomasa

microalgal.

F/2 de Guillard

FERTILIZANTE

Costo-litro de medio.( pesos/L) 21,86 1,30
Biomasa producida en 10 dias de cultivo por litro(mg/L) 350 200
Costo kilogramo de biomasa (pesos/Kg) 62,466 6,500

Segun Gonzalez (2014), en un estudio realizado en México, los costos de producir un
kilogramo de biomasa de Nannochloropsis sp estan alrededor de $200.000 pesos
Colombianos, incluyendo la mano de obra, energia y nutrientes. También presenta la
mano de obra como el rubro de mas demanda econémica, seguido por los nutrientes y
por ultimo la energia(Gonzéalez 2014). De manera similar Cheng-wu (2001), estiman que
la produccion de un kilogramo de biomas de Nannochloropsis se encuentra entre
$165.000 y 360.000 pesos colombianos, dependiendo del crecimiento microalgal (Cheng-
wu, Zmora, and Kopel 2001). Es importante destacar que estas estimaciones son dadas
para modelos con fuente artificial de luz y medios de cultivos convencionales, y pueden
disminuir al utilizar la luz solar y medios de cultivos alternativos, asi mismo otros
investigadores (Ramirez Duque 2017) sugiere que la tecnologia debe mejorarse y
adaptarse a las condiciones tropicales colombianas de la regién donde se pretenda
implementar, para aumentar la eficiencia en la captacion de luz, aumentar la

concentracion celular y disminuir los costos de produccion.

No obstante los costos para producir un kilogramo de biomasa, deben reducirse al menos
10 veces para poder ser competitivos con otras materias primas utilizadas en la

fabricacion de alimentos para animales. Las harinas de origen animal son utilizadas en
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las formulaciones para la mayoria de las producciones animales. Estas harinas proveen
de plantas de rendering donde se aprovechan los residuos de las plantas de sacrificio, lo
cual implica retos microbiologicos altos, debido a que la materia de origen presenta algun
grado de descomposicion, diferente a la biomasa microalgal (Molina-Alvarado and
Granados-Chinchilla 2015). La harina de carne presenta un porcentaje de proteina
cercano a 45% y su precio de venta para la fabricacion de concentrados esta alrrededor
de $1.800 pesos colombianos por kg (Agrosan 2018). Es posble que al evaluar diferentes
factores como otros fertilizantes, un mayor inoculo, utilizar microalgas de mayor peso
molecular o que tengan una mayor fijacion de CO2, demas del uso de fotobiorreactores
con una alta relacion S/V, pueden reducir en gran medida el costo de produccion de la

biomasa microalgal.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Se concluye que la microalga Nannochloropsis sp presenta una concentracién de
proteinas y carbohidratos buena para la alimentacion animal (23 y 26 % respectivamente)

cultivadas al aire libre.

Concentraciones de CO; al 3 % en los cultivos al aire libre en el municipio de Carepa en

Fotobiorreactores tubulares favorecen el crecimiento de Nannochloropsis sp.

El uso de fertilizante agricola reduce el costo de produccion del medio de cultivo sin
alterar la calidad de la biomasa microalgal comparado con el medio de referencia F/2 de
Guillard.

Las condiciones ambientales de luz y la alta temperatura del Uraba Antioquefio (Carepa-
Antioguia) permiten la produccién de biomasa microalgal utilizando fertilizantes agricolas

como medio de cultivo en fotobiorreactores al aire libre.

Nannochloropsis sp mostro un buen desempefio en cultivos al aire libre (en relacion a las
condiciones de radiacion y temperatura altas), alcanzando concentraciones de biomasa

mayores a las obtenidas en el laboratorio.

Los costos del medio de cultivo para producir 1 kilogramo de biomasa microalgal se
pueden reducir en un 90% al reemplazar el medio de cultivo convencional (F/2 de
Guillard) por fertilizantes agricolas como el FER MASTER 13-40-13.

4.2 Recomendaciones

Se recomienda hacer estudios en fertilizantes de bajo costo como granulados, y que
contengan diferentes tipos de fuente de nitrdgeno como nitratos o urea, y evaluar el

efecto en el porcentaje de proteinas, carbohidratos y lipidos.
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De igual forma se recomienda evaluar otras dindmicas de inyeccion de CO, en términos
de concentracion (evaluar el intervalos intermedios de 3 a 6%) y pulsaciones (tiempos de
apagado y prendido) que permitan mantener un control del pH en el medio de cultivo.

Investigar otros modos de operacion del cultivo como lotes alimentados o continuos al
aire libre, ya que podrian aumentar la concentracion de biomasa final y disminuir costos,

ademas de aumentar la capacidad de produccion.

Realizar aislamientos de microalgas de la zona ya que estarian adaptadas a las
condiciones climaticas e inducir con otros factores (CO,, nutrientes entre otros) el

aumento de su capacidad productiva.



A. Anexo: protocolo de
cuantificacion de biomasa por peso
seco.

Es una medida muy importante ya que de esta se pueden extraer mas parametros como
rendimientos de sustrato y productividad volumétrica, los cuales son influyentes a la hora

de evaluar un proceso comercialmente.

Materiales y equipos

e Balanza analitica

e Desecador

e Horno o balanza de humedad

e Equipo de filtracion

e Bomba de vacio

e Membranas de filtracion de 0,45 um (fibra de vidrio, celulosa 0 hemicelulosa)
e Agua destilada

e Pinzas

e Muestra de microalgas (50ml)

Procedimiento

¢ Se toman las membranas de filtracién y se marcan segun la muestra
e Se dejan secar en el horno a una temperatura de 60 ° C por 12 horas y se pasan
al desecador por 15 minutos luego se registra el peso de cada una. (Se registra

como peso del filtro en mg)
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Se toma un volumen conocido de la muestra y se hace pasa por la membrana de
filtracion, con la ayuda del equipo de filtracion y la bomba de vacio. (Se registra el
volumen de la muestra en ml)

Se hace un lavado con agua destilada para retirar las sales del medio.

Luego se pasan las membranas al horno por 12 horas a la temperatura anterior y
se pasan al desecador por 15 minutos luego se registra el peso de cada una. (se
registra como el peso del filtro con biomasa en mg)

El peso seco se calcula utilizando la siguiente formula

peso del filtro con biomasa — peso del filtro

L) =
peso seco (g/ ) volumen de la muestra
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Diagrama del proceso
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B. Anexo: Protocolo de
cuantificacion de proteinas y

carbohidratos en biomasa seca.

La calidad de la biomasa microalgal se puede determinar al obtener la cantidad de
proteinas, lipidos y carbohidratos que presenta, lo cual es importante a la hora de utilizar

esta biomasa como alimento para otros organismos.

Cuantificacion de proteinas en microalgas por el método de

Lowry (Essmann 2011)

Equipos:

e Tubos de ensayo

e Micropipetas 1000 y 100 pL
e Sonicador.

e Espectrofotometro.

Reactivos:

e Na,CO;al 5% (P/V)

e Tartrato de sodio y potasio al 2% (P/V)
e CuS0..5H,0 al 1% (P/V)

e Reactivo de Folin-Ciocalteu

e NaOH (1M)

¢ Albimina de suero bovino (ABS)

¢ Agua destilada
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e 10 mg de biomasa seca

e Preparacion de Reactivos:

Reactivo A: Preparar inmediatamente antes de usar. Mezclar 50 mL de Na,COzal 5%
con 2,4 mL de una solucién 1:1 de tartrato sddico y potasico al 2% y CuSO, al 1%.

Reactivo B: Diluir el reactivo de Folin-Ciocalteau con agua destilada en una proporcion
1:1.

Procedimiento:
Disrupcion celular:

e Obtener aproximadamente 10 mg de Biomasa seca.
e Diluir ésta en 10 mL de NaOH (1M) y agitar.

e Sonicar durante 30 minutos.

Nota: Para la disrupcién celular de microalgas filamentosas, se recomienda llevar a cabo

el proceso de sonicacion durante aproximadamente 1 hora.

Método de Lowry:

e Tomar 0,1 mL de muestra y diluir en 0,3 mL de NaOH (1M) y 0,4 mL de agua
destilada.

e Afadir 2 mL de reactivo A, agitar y esperar 10 minutos a temperatura ambiente.

e Afadir 0,4 mL de reactivo B, agitar y dejar reposar durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

e Medir la absorbancia de la muestra a 750nm, teniendo como blanco un tubo
tratado de igual forma, sin la adicién de biomasa.

Curva de calibracion:

La curva de calibracién se realizé con soluciones de Albumina de suero bovino (ABS),
con minimo 5 puntos de concentracién conocida entre 0 y 1000 ug/mL de ABS en agua

destilada. Se llev6 a cabo el Método de Lowry para cada solucién y se midié la
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absorbancia a 750 nm. Adicionalmente, preparar una solucién control para la validacion
de la curva.
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Cuantificacion de carbohidratos en microalgas por el método de
Dubois (Romero 2010)

Equipos

e Tubos de ensayo
e Micropipetas de 100 y 1000 pL
e Sonicador.

e Espectrofotometro.

Reactivos:

e Glucosa

e H,SO*al 98% (v/v)
e Solucion de Fenol
e NaOH (1M)

e Agua destilada

e 10 mg de biomasa seca

Procedimiento:

e Disrupcién Celular:
e Obtener aproximadamente 10 mg de Biomasa seca.
e Diluir ésta en 10 mL de NaOH (1M) y agitar.

e Sonicar durante 30 minutos.

Nota: Para la disrupcién celular de microalgas filamentosas, se recomienda llevar a cabo

el proceso de sonicacion durante aproximadamente 1 hora.

Método de Dubois:
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e Tomar 0,1 mL de muestra, afiadir 0,9 mL de agua destilada.

e Adicionar 25 pL de una solucion de fenol y agitar muy bien.

e Agregar 2,5 mL de H,SO, al 98% (v/v) y agitar hasta que se presente un cambio
de coloracion.

e Dejar reaccionar durante 30 minutos y medir absorbancia a 480 nm, teniendo
como blanco un tubo con 0,1 mL de NaOH y 0,9 mL de agua destilada, tratado de
la misma forma.

Curva de calibracion:

La curva de calibracién se realiz6 con soluciones de glucosa, con minimo 5 puntos de
concentracién conocida entre 0 y 1000 ug/mL de glucosa en NaOH (1M). Se llevé a cabo
el Método de Dubois para cada soluciébn y se midi6 la absorbancia a 480 nm.

Adicionalmente, preparar una solucion control para la validacion de la curva.






C. Anexo: Determinacion de la
constante de extincion (K,) para
microaglas.

En un cultivo bien homogenizado, la biomasa genera un efecto de disipacion de la luz y
gque puede aumentar con la concentracion de la biomasa, generando un perfil de la luz
en el cultivo (Acién Fernandez et al. 1997). Dicho efecto se puede expresar mediante la

ecuacion de la ley de Lambert-Beer.
(E3)I(A) = 1,(1).exp(—K,(1).X.L) (E4) AL =K, (1).X.L

Por lo tanto, se pude determinar el valor de Ka si graficamos A(abs) vs X(g/L), con la
ayuda de un espectrofotdmetro pero a una longitud de onda especifico A (nm). Pero
debemos tener en cuenta que la absorbancia cambia dependiendo de la longitud de
onda. Por lo tanto lo que se recomienda para lograr un Ka muy aproximado es obtener un
valor promedio de Ka a diferentes longitudes de onda y a diferentes concentraciones de

biomasa. El procedimiento puede ser asi:

1. Realizar una tabla con longitudes de onda (A) del visible 400-700 nm, diferentes
concentraciones de biomasa y como blanco el agua.

2. Obtener los valores de Absorbancia para cada concentraciébn de biomasa en
diferentes longitudes de onda del visible.

3. Determinar para cada absorbancia el valor de Ka (m2/g), estableciendo que la
longitud de la celda del espectro (L) es de 1cm y el valor de la concentracion de
biomasa en kg/m?®.

Obtener un valor promedio de Ka por cada muestra.

Obtener un valor promedio de Ka entre las muestras, este sera nuestro Ka.
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Nota: El valor de Ka se convierte en un parametro especifico de la microalga y
dependiendo de los pigmentos que se encuentren en la biomasa del cultivo, se puede
determinar un Ka en funcion de los pigmentos microalgales (Molina-Grima et al. 1994).

Determinacion experimental

Se realizaron mediciones de absorbancia en longitudes de onda entre 400 a 700 nm, a

cultivos de Nannochloopsis sp a diferentes concentraciones celulares (x).

25 400 W425
2 A 450 X475
c 1,5
g X500 @525
S
g 0,5 - +550 =575
< 0Ff
s 600 @625
-0,5
1 W650 A 675
-1,5 700

Biomasa (g/L)

Figura.18 absorbancia de cultivos de Nannochloopsis sp a diferentes concentraciones

celulares, en longitudes de onda entre 400 a 700 nm.

Para cada una de las longitudes de onda se calculo el Ka utilizando la ecuacion 2, luego
se hizo un promedio de entre todos para hallar la constante de extincién de la cepa

microalgal utilizada (Nannochloropsis sp) (Tabla 8)
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Tabla 8. Constante de extincién de Nannochloropsis sp, en longitudes de onda entre 400

y 700nm
Longitud de onda (A) | Constante de extincién (Ka)
400 7,44
425 7,74
450 7,20
475 6,59
500 5,68
525 4,03
550 3,56
575 3,35
600 3,34
625 3,31
650 3,62
675 4,40
700 2,94
Promedio 4,86

Dado lo anterior la constante de extincion utilizada para la determinacién de la intensidad

luminica disponible al interior del reactor fue de 4,86
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D. Anexo: Determinacién de la
Intensidad media en la superficie del
reactor (lop).

Se tomaron 2 reactores ubicados a los extremo del area de cultivo, para hacer
mediciones de la intensidad luminica en la superficie de los reactores, en 5 puntos de
medicion por reactor, como lo muestra la figura 19. Para establecer la intensidad luminica
promedio se dividi6 la superficie del reactor en 6 fragmentos y se desprecié la intensidad
luminica recibida en la base conica del reactor.
La intensidad media recibida en la pared del reactor (lp) se calcul6 con la formula.

Ip = [SI(iy + iy + i3+ iy) + Ss(is)]/St

Donde:

e jes laintensidad medida en cada lateral

e Ss es el area superficial de la cara superior

e Sl es el area superficial de una cara lateral

e St es el area superficial total del reactor sin incluir la \; ( Bl 4
base conica.
T
——F

' > i; Despreciable

Figura.19 puntos de muestreo de
intensidad luminica para los reactores

al aire libre
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E. Anexo: Estadisticos

Los analisis estadisticos se realizaton en el soffware R studio.

Objetivo 1

e Andlisis de varianza de la concentracion de biomasa obtenida a diferentes

concentraciones de CO,, en el dia 4

Shapiro-Wilk normality test

data: mod4$residuals
W = 0.88997, p-value = 0.1695

Levene test

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 2 0.0024 0.9976
7

Anova
Analysis of Variance Table

Response: dat4¢$Biomasa

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
dat4$Tratamiento 2 2218.7 1109.34 2.3212 0.1685
Residuals 7 3345.4 477.92
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e Andlisis de varianza de la concentracién de biomasa obtenida a diferentes

concentraciones de CO.,, en el dia 8.

Shapiro-Wilk normality test

data: mod8%$residuals
W = 0.96608, p-value = 0.8444

Levene test

Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

group 2 3.7147 0.07227 .
8

Signif. codes: @ '***' 9,001 '**' 9.01 '*' 0.05 '."' 0.1 ' ' 1

Anova
Analysis of Variance Table
Response: log(dat8$Biomasa)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

dat8%Tratamiento 2 0.70755 ©.35378 5.6161 0.02994 *
Residuals 8 0.50394 0.06299

Signif. codes: © '***' 9,001 '**' 9.01 '*' ©.05 '.' 0.1 ' ' 1

HSD.test(mod8, 'dat8%Tratamiento', console=T)

Study: mod8 ~ "dat8$Tratamiento”
HSD Test
Mean Square Error: ©.06299295

dat8%$Tratamiento, means

log.dat8.Biomasa. std r Min Max
0.022% 4.647373 0.1019398 3 4.532599 4.727388
3% 5.286913 0.1844047 4 5.093750 5.451038
6% 5.062930 0.3564383 4 4.624973 5.438079

Alpha: ©0.05 ; DF Error: 8
Critical Value of Studentized Range: 4.041036
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Groups according to probability of means differences and alpha level( ©
.05 )

Treatments with the same letter are not significantly different.

log(dat8$Biomasa) groups

3% 5.286913 a
6% 5.062930 ab
0.022% 4.647373 b

Tratamiento
=== 0.022%

- 3%

- 6%

01234567 8910
Tiempo (dias)

Figura. 20. Crecimiento de Nannochloropsis sp en 3 concentraciones de biomasa
microalgal.

¢ Andlisis de varianza de la tasa de crecimiento del cultivo microalgal a diferentes

concentraciones de CO..

Shapiro-Wilk normality test
#H#
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## data: modMiu$residuals
## W = 0.87751, p-value = 0.09672

Levene test

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

#it Df F value Pr(>F)

## group 2 0.0982 0.9075

#H# 8

Anova

#H#

## Response: datl.1$mu

it Df Sum Sqg Mean Sq F value Pr(>F)
## datl.1$Tratamiento 2 0.012362 0.0061811 1.1895 0.353
## Residuals 8 0.041570 0.0051963

e Andlisis de varianza del porcentaje de proteina de la biomasa obtenida a
diferentes concentraciones de CO..

Shapiro-Wilk normality test

##

## data: modP$residuals

## W = 0.90419, p-value = 0.2773

Levene test

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

it Df F value Pr(>F)
## group 2 0.2027 0.8219
H#H# 6

Anova

## Analysis of Variance Table

##

## Response: datl.l1$Proteina

it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## datl.l$Tratamiento 2 0.00208495 0.00104247 14.451 0.005081 **
## Residuals 6 0.00043283 0.00007214

HSD Test

Hit
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##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##
##

Mean Square Error: 7.213889e-05

datl.1%$Tratamiento, means

0.022%

Treatments with the same letter are not significantly different.

3%
0.022%
6%

datl.1.Proteina std r Min Max

0.1120667 0.006213158 3 0.1061 0.1185
0.1297667 0.011877851 3 0.1161 0.1376
0.0925000 0.006060528 3 0.0858 0.0976

datl.1$Proteina groups

0.1297667 a
0.1120667 ab
0.0925000 b

diferentes concentraciones de CO..

Shapiro-Wilk normality test

#H#

## data:

modCa$residuals

## W = 0.8762, p-value = 0.1431

Levene test

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
Df F value Pr(>F)

##

## group 2 2.4474 0.167

##

Anova

#it
#it
#it
#t
#it
#it
#it

Analysis of Variance Table

Response: datl.1$Carbohidratos

datl.1$Tratamiento 2 ©.00093023 0.00046511 4.4271 0.0659 .
Residuals

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

6 0.00063036 0.00010506

Andlisis de varianza del porcentaje de carbohidratos de la biomasa obtenida a
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Objetivo 2

e Andlisis de varianza de la concentracion de biomasa obtenida en diferentes
niveles de fertilizantes al dia 4.

Shapiro-Wilk normality test

##

## data: mod4.2%$residuals

## W = 0.97098, p-value = 0.8542

Levene test

t## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

it Df F value Pr(>F)
## group 3 1.5776 0.2462
#it 12

Anova

## Analysis of Variance Table

##

## Response: dat4.2$Biomasa

it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## datd.2$Tratamiento 3 17702 15900.6 3.5301 0.04854 *

## Residuals 12 20058 1671.5

i3 ooo

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' @9.01 '*' ©0.05 '.' 0.1 ' ' 1
LSD.test

## LSD t Test for dat4.2$Biomasa

##

## datd.2$Tratamiento, means and individual ( 95 %) CI
##

## dat4.2.Biomasa std r LCL ucL Min Max
## Control 64.625 27.92363 4 20.0858 109.1642 26.0 87.5
## Tratamiento a 145.000 20.71634 4 100.4608 189.5392 122.5 170.0
## Tratamiento b 138.750 31.72144 4 94.2108 183.2892 107.5 182.5
## Tratamiento c 140.000 66.86429 4 95.4608 184.5392 52.5 210.0
#HH

## Alpha: 0.05 ; DF Error: 12

## Critical Value of t: 2.178813

Hit

## least Significant Difference: 62.98795
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#H#
## Treatments with the same letter are not significantly different.
#H#

it dat4.2$Biomasa groups
## Tratamiento a 145.000 a
## Tratamiento c 140.000 a
## Tratamiento b 138.750 a
## Control 64.625 b

e Andlisis de varianza de la concentracion de biomasa obtenida en diferentes

niveles de fertilizantes al dia 8.

Shapiro-Wilk normality test

## data: mod8%$residuals
## W = 0.96721, p-value = 0.7917

Levene test

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

i Df F value Pr(>F)

## group 2 5.704 0.02887 *

#i# 8

##H o---

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' 9.01 '*' @0.05 '.' 0.1 ' ' 1
Anova

## Analysis of Variance Table

#i
## Response: dat8.2$Biomasa
H#it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## dat8.2%$Tratamiento 3 19606 6535.2 1.0638 0.4007
## Residuals 12 73717 6143.0
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Tratamiento

== Control

== Tratamiento a
= Tratamiento b
== Tratamiento c

012345678910
Tiempo (dias)

Figura. 21. Crecimiento de Nannochloropsis sp en diferentes concentraciones de
fertilizante.

e Andlisis de varianza de la tasa de crecimiento del cultivo microalgal a diferentes
concentraciones de Fertilizante.

Shapiro-Wilk normality test

#H#

## data: modMiu$residuals

## W = 0.96016, p-value = 0.6648

Levene test

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

it Df F value Pr(>F)

## group 3 3.7093 0.04257 *

## 12

H# ---

## Signif. codes: © '***' 9,001 '**' @9.01 '*' ©.05 '.' 0.1 ' ' 1

Anova

## Analysis of Variance Table

#it

## Response: dat2.1$Tasa

it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
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## dat2.1$Tratamiento 3 0.030524 0.0101748 2.2692 0.1327
## Residuals 12 0.053806 0.0044839

e Analisis de varianza del porcentaje de proteina de la biomasa obtenida a
diferentes concentraciones Fertilizante.

Shapiro-Wilk normality test

#it

## data: modP$residuals

## W = 0.92546, p-value = 0.3345

Levenetest

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

i Df F value Pr(>F)
## group 3 1.0098 0.4373
#i# 8

Anova

## Analysis of Variance Table

##

## Response: dat2.1$Proteina

i Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## dat2.1%$Tratamiento 3 0.0177629 0.0059210 19.354 0.0005029 ***
## Residuals 8 0.0024474 0.0003059

## ---

## Signif. codes: @ '***' 9,001 '**' @9.01 '*' ©.05 '.' ©0.1 ' ' 1
HSD.test

##

## Study: modP ~ "dat2.1$Tratamiento"

H##

## HSD Test for dat2.1$Proteina

H##

## Mean Square Error: 0.0003059234

H##

## dat2.1$Tratamiento, means

H##

H## dat2.1.Proteina std Min Max
## Control 0.2030268 0.005598263 3 0.1966452 0.2071103

Cc o

## Tratamiento 0.1800814 0.025784390 3 0.1509871 0.2001033
## Tratamiento c 0.2100428 0.022335303 3 0.1871555 0.2317818
##

## Alpha: .05 ; DF Error: 8

r
3
## Tratamiento 0.1126302 0.005352783 3 0.1065139 0.1164598
3
3
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## Critical Value of Studentized Range: 4.52881

#H#

## Minimun Significant Difference: 0.04573301

#H#

## Treatments with the same letter are not significantly different.
#H#

it dat2.1$Proteina groups
## Tratamiento c 0.2100428 a
## Control 0.2030268 a
## Tratamiento b 0.1800814 a
## Tratamiento a 0.1126302 b

e Andlisis de varianza del porcentaje de carbohidratos de la biomasa obtenida a
diferentes concentraciones de Fertilizante.

Shapiro-Wilk normality test

H##

## data: modCa$residuals

## W = 0.85625, p-value = 0.04389

Levene test

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

it Df F value Pr(>F)
## group 3 0.1077 0.9532
## 8

Anova

## Analysis of Variance Table

##
## Response: dat2.l1$Carbohidratos
it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## dat2.1$Tratamiento 3 0.00014742 4.9141e-05 1.3146 ©.3353
## Residuals 8 0.00029906 3.7382e-05
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Objetivo 3

e Analisis de varianza de la biomasa microalgal obtenida en F/2 de Guillard y

fertilizante, al aire libre.

Shapiro-Wilk normality test
#H

## data: mod8%$residuals

## W = 0.81136, p-value = 0.05296

Levene test

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center =

i Df F value Pr(>F)
## group 1 3.6545 0.1141
#it 5

T.test

##
## Two Sample t-test
##

## data:
##H t =

0.004589

## 95 percent confidence interval:

##  72.51034 234.57299
## sample estimates:

median)

datlo$Biomasa by datl@$Tratamiento
4.8708, df = 5, p-value
## alternative hypothesis: true difference in means is not equal to ©

## mean in group Control mean in group Fertilizante
## 358.3333 204.7917
/

— - 4‘

=:£i3(JCl .

= el

— 200/ P ;| Tratamiento

o

oD / | Control

S ¥ ¥ — Fertilizante
S 100+ / L
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Figura. 22. Crecimiento de Nannochloropsis sp en en F/2 de Guillard vy fertilizante, al
aire libre.

e Analisis de varianza de la tasa de crecimiento del cultivo microalgal en diferentes

medios de cultivo al aire libre.

e Analisis de varianza del porcentaje de proteina de la biomasa obtenida en
diferentes medios de cultivo al aire libre.

Shapiro-Wilk normality test

## data: modP$residuals
## W = 0.88839, p-value = 0.2261

Levene test

## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)

it Df F value Pr(>F)
## group 1 0.069 0.8016
#it 6

Anova

## Analysis of Variance Table

##

## Response: dat3.1$Proteina

it Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
## dat3.1$Tratamiento 1 0.00007501 7.5013e-05 0.3 0.6036
## Residuals 6 0.00150026 2.5004e-04

¢ Andlisis de varianza del porcentaje de carbohidratos de la biomasa obtenida en

diferentes medios de cultivo al aire libre.

Shapiro-Wilk normality test

##

## data: modCa$residuals

## W = 0.96734, p-value = 0.8763

Levene test
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## Levene's Test for Homogeneity of Variance (center = median)
#it Df F value Pr(>F)

## group 1 0.681 0.4408

#it 6

Anova

## Analysis of Variance Table

##
## Response: dat3.1$Carbohidratos
## Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

## dat3.1$Tratamiento 1 ©.00088368 0.00088368 1.7542 0.2336
## Residuals 6 0.00302246 0.00050374
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