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Resumen

Las micro-algas, han demostrado ser una alternativa con muchas ventajas como sustituyentes
de los monocultivos de oleaginosas para la produccion de biocombustibles, puesto que
comparativamente, tienen una tasa de crecimiento mayor debida a la alta eficiencia fotosintética,
con una produccion de aceite de 7 a 30 veces superior a dichos cultivos (Fernandez, 2004)
(Instituto Amazoénico de investigaciones cientificas SINCHI, 2008)

Por esto se desarrollo el presente proyecto en tres fases, la primera fase; se llevé a cabo en el
laboratorio de Microbiologia de la USTA Villavicencio, donde se buscé identificar y aislar las
algas nativas, a partir de muestras de agua del Cafio Aguas Claras ubicado en el campus Aguas
Claras, obteniendose la identificacion de Chlorella sp. En contraste con lo anterior, en los cuatro
meses de estudio no se consiguio realizar el aislamiento de la microalga Scenedesmus sp nativa;
la adquisicion de la cepa certificada de Scenedesmus acutus, se realizé del banco de cepas del
laboratorio de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad de los Llanos, a la cual se le evalué el
crecimiento celular y la produccidn de lipidos variando las fuentes de nitrégeno y las condiciones

luminicas.

Posteriormente al medio de cultivo caldo alga, se le adicionaron 3 sustratos ricos en nitrégeno
4 g/L gallinaza, 2,2 g/L harina de soja y 3,2 g/L harina de pescado, por triplicado, en dos
condiciones de iluminacién (artificial y natural) durante 3 meses, se determind que el mayor
crecimiento celular se obtuvo al emplear al emplear como fuente de nitrogeno, la harina de soja.
En la segunda fase, se implementd la centrifugacion, destilacion y extraccion con el método
Soxhlet siguiendo las indicaciones del SM 5520D, obteniéndose un rendimiento de 0,7ml, siendo
un volumen inferior al requerido (minimo 40 ml) para la identificacion del perfil lipidico. En la
tercera fase y se realizd un analisis estadistico con la correlacion de Pearson entre las fuentes de

nitrégeno empleadas y la produccién de biomasa y aceite a partir del alga de estudio.

Palabras clave: Fotobiorreactor, lipidos, Scenedesmus sp, biodiesel, biomasa, microalga,

nitrégeno, crecimiento celular, biocombustibles.
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Abstract

Microalgae have proved to be an alternative with many advantages as substituents of oilseed
monocultures for the production of biofuels, since comparatively, they have a higher growth rate
due to the high photosynthetic efficiency, with 7%.of an oil production 30 times higher than
these crops (Fernandez, 2004) (Instituto Amazonico de investigacion Cientificas SINCHI, 2008)
This is why, the present experimental research was carried out with a quantitative and qualitative
approach, which seeks to contribute to the generation of third generation biofuels through the
production of oil for biodiesel from microalgae.

The project was developed in three stages, the first one was carried out in the Microbiology
laboratory of the Universidad Santo Tomas Villavicencio, where it was sought to identify and
isolate the native algae, from water samples from the Cafio Aguas Claras located in the main
headquarters, obtaining the identification of Chlorella sp. In contrast to the above, in the four
months of the study the isolation of the native microalgae Scenedesmus sp was not achieved; the
acquisition of the certified strain of Scenedesmus acutus was made from the strains bank of the
Agroindustrial Engineering laboratory of the Universidad de los Llanos, which was evaluated for

cell growth and lipid production by varying nitrogen sources.

The nitrogen regulates the yield of intracellular lipids in the micro algae, therefore, alga broth
culture medium, 3 nitrogen-rich substrates were added 4 g / L chicken manure, 2,2 g/ L soybean
meal and 3,2 g/ L fish meal, in triplicate, in two lighting conditions (artificial and natural) for 3
months, it was determined that the highest cell growth was obtained when using soy flour as a
nitrogen source. In the second stage, centrifugation, distillation and extraction were implemented
with the Soxhlet method following the indications of the SM 5520D, obtaining a yield of 0,7ml,
Finally, in the third stage, a statistical analysis was carried out with the Pearson correlation

between the nitrogen sources used and the production of biomass and oil from the study algae.

Keywords: Photobioreactor, lipids, Scenedesmus sp, biodiesel, biomass, microalgae, nitrogen,

cell growth, biofuels.
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Introduccion

En el transcurso del afio 2008, los biocombustibles tomaron un nuevo impulso en virtud del
incremento de precios en alimentos y combustibles tradicionales, como una solucién para sustituir
al petrdleo y a su vez disminuir los efectos negativos causados por éste (Salinas Callejas & Gasca
Quezada, 2009). Esta demanda de biocombustibles, se ha mantenido e incrementado hasta ahora,
debido a las mezclas legalizadas entre biodiesel y diésel; éstas a la vez, emiten menos gases de

efecto invernadero cuando se queman comparadas con el diésel de petroleo (FAO, 2008)

De acuerdo; a la biomasa de donde se realice el proceso de extraccion de aceite para la
fabricacion de biodiesel, se les clasifica en generaciones, los de primera generacion y segunda,
proceden de cultivos agricolas y estan conformados por las partes alimenticias de las plantas, las
cuales tienen un alto contenido de almiddn, azlcares y aceites (Maciel, 2009). Colombia, posee 65
mil ha de palma de aceite (Elaeis guineensis) sembrada, siendo el cuarto productor de aceite del
mundo y el primero en América. La mayoria de la produccién se emplea en la fabricacion de
biodiesel y otros subproductos como concentrados para animales, jabones, cosméticos, pintura, y

tinta para impresiones, entre otros (Cardenas, 2016)

Sin embargo, la produccion de aceite por hectarea de palma no es suficiente para cubrir la
totalidad de la demanda de biodiesel, aumentado dia a dia el tamafio de las plantaciones,
especificamente en el departamento del Meta se incrementd de 65.164 ha el afio 2004 a 141.068 ha
en 2015, lo que ha generado algunos conflictos, como el uso del suelo, inseguridad alimentaria,
deforestacion de selvas tropicales, desplazamiento de comunidades campesinas y de fauna
silvestre, vertimiento de aguas residuales e intoxicacion en trabajadores por el uso de plaguicidas
y pesticidas (R. Triana, 2014)

A partir de esta problematica, se suscitd la busqueda de otras fuentes de biocombustibles,
permitiendo el desarrollo de la tercera generacién, conocida como cultivos energéticos; entre los
que se encuentran los pastos perennes, arboles y plantas de crecimiento rapido, y las micro-algas

verdes y verde azules (M. Triana, Martinez, & Cafiizares, 2013) . Siendo, las micro-algas, una
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alternativa con muchas ventajas como sustituyentes de los monocultivos de oleaginosas, puesto
que comparativamente, tienen una tasa de crecimiento mayor debida a la alta eficiencia
fotosintética, con una produccion de aceite estimada entre 4.6 y 1.8 L/m?, es decir, 7 a 30 veces
superior a dichos cultivos; asi mismo, no compiten por el suelo con los cultivos, ya que crecen tanto
en aguas marinas, dulces, residuales y salobres, requiriendo espacios pequefios para su produccion

(Fernandez, 2004) (Instituto Amazonico de investigaciones cientificas SINCHI, 2008).

Por esto la presente investigacion de tipo experimental con enfoque cuantitativo y cualitativo,
busca aportar insumos basicos para la generacion de biocombustibles de tercera generacion
(cultivos energéticos) a través de la produccion de aceite para biodiesel a partir de micro algas. En
atencion a esto, se desarrolld el proyecto en tres fases, la primera fase, se llevo a cabo en el
laboratorio de Microbiologia de la USTA Villavicencio; se buscé identificar y aislar las algas
nativas, especialmente Scenedesmus sp, a partir de muestras de agua del Cafio Aguas Claras
ubicado en el campus Aguas Claras, obteniendo la identificacion de, Chlorella sp. Sin embargo,
durante los cuatro meses de estudio no se consiguid realizar el aislamiento de esta ultima, debido a
que su presencia fue escasa o nula. Posteriormente se logro obtener la microalga Scenedesmus
acutus proveniente del banco de cepas del laboratorio de algas del programa de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad de los Llanos. Se buscé evaluar el crecimiento celular y la
produccion de lipidos variando las fuentes de nitrogeno, ya que este nutriente regula la produccion
de biomasa y por ende el rendimiento de lipidos intracelulares, en el medio de cultivo liquido caldo
alga, adicionando 4 g/L gallinaza, 2,2 g/L harina de sojay 3,2 g/L harina de pescado, por triplicado,
en dos condiciones de iluminacién (artificial y natural) durante 3 meses. La segunda fase, realizada
en el laboratorio de Toxicologia de la USTA Villavicencio, se implementd la centrifugacion,
destilacion y extraccion por el método Soxhlet siguiendo las indicaciones del SM 5520D,
obteniendo un rendimiento de aceite 0,7ml, siendo un volumen inferior al requerido (minimo 40

ml) para la identificacion del perfil lipidico.
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1. Capitulo 1

1.1. Planteamiento del problema

1.1.1. Descripcion del Problema

La demanda mundial de energia a partir de la quema de combustibles fosiles; representan
actualmente mas del 80% del suministro total de energia, ocasionando el aumento en la emision
de gases de efecto invernadero. Gases reactivos liberados a la atmosfera, a partir de actividades
antropicas, ocasionan cambios en el comportamiento climatico, algunos compuestos de carbono,
NOx, compuestos organicos persistentes y acidificantes, y metales pesados debido a la
combustion contribuyen al calentamiento global (Borja, 2017). Un ejemplo claro se observa con
el aumento de los niveles de CO, a medida del transcurso de los afios, ya que la concentracion
que se tenia para el afio 1958 era de 280 ppm y la que se midio para el afio 2018 fue de 402.5ppm
.(Bohorquez, 2013)

Por tanto, ante los drasticos cambios, se han buscado soluciones alternativas que destaquen
por producir niveles inferiores de gases efecto invernadero y otros contaminantes, comparados
con las fuentes de energia fosil; entre estos sustituyentes energéticos, destacan los
“biocombustibles”, como el bioetanol, biobutanol, biodiesel, aceites vegetales, bioetanol, aceites
de pirolisis, biogas y biohidrogeno. Una de las apuestas en ese sentido en el uso del bioetanol y
el biodiesel, en el transporte, como combustibles liquidos a base de biomasa que podrian
reemplazar la gasolina y el diésel, respectivamente (SciDev.Net América Latina y el Caribe,
2007)

La produccion mundial de biodiésel se extrae de aceite vegetal no comestible, aceite residual
y grasa, es decir a partir de palma de aceite, aguacate, coco, girasol y soja (cultivos oleaginosos),
permitiendo satisfacer una demanda global de 9 millones de Litros en 2007. En Colombia la
demanda del cultivo de palma de aceite, ha aumentado con el transcurso del tiempo, pasando de

5 mil has en el afio 1962, a 103 mil has a finales de los afios 80, y superando actualmente las 500
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mil has (Fedepalma, 2017). Especificamente, el departamento del Meta ocupa el primer lugar en
el pais, con un total de 141.068 ha de cultivo de palma de aceite sembradas. Adicionalmente hay
que mencionar que, el incremento de los monocultivos ha generado afectaciones ambientales
directas e indirectas, como la destruccién de bosques, sabanas y vida silvestre dado el alto
consumo de agua, produccion de aguas residuales, pérdida de la capa vegetal, conflictos en el uso
del suelo debido a la tenencia, ya que algunas comunidades rurales se han desplazado, para dar

lugar a estas plantaciones (Altieri, 2009).

De tal manera, que los avances tecnoldgicos han continuado con la busqueda de la
sustentabilidad de la industria del biodiesel, requiriendo materias primas alternas que permitan
operar continuamente y mitiguen los impactos ambientales y sociales sefialados anteriormente
(Hansen et al. 2005). Tal es el caso de la obtencidn de aceites a partir de cultivos de micro algas,
debido al elevado contenido de triglicéridos por transesterificacién, menor requerimiento de
espacios para su produccién, es decir, no compite por el uso de suelo y son totalmente
biodegradables (Tupifion, 2016)

Entre los géneros de microalgas que destacan como eficientes productores de aceites para
biodiesel, sobre salen las especies de Scenedesmus sp, por tanto, a partir del Grupo de Estudio
para el Uso de la Biomasa como Energia Renovable (GEUBER), se proyect6 la obtencion,
identificacion y estudio del comportamiento, de este género al cambiar las fuentes de nitrégeno,
nutriente clave en el aumento de biomasa y el contenido lipidico intracelular, ademas se vari6 la
fuente luminica (luz natural o artificial en tiempos de 12 horas) de la cepa de Scenedesmus acutus
proveniente del banco de cepas del laboratorio de algas del programa de Ingenieria Agroindustrial
de la Universidad de los Llanos. Las microalgas han demostrado ser la fuente de energia con
mejor eficiencia como sustituyente energético con respecto a los monocultivos oleaginosos;
puesto que tienen una tasa de crecimiento mayor y la produccion del aceite es estimada entre 1,8

y 4,6 L/m?, siendo de 7 a 30 veces mayor que cultivos de oleaginosas (Tupifion, 2016).
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1.1.2. Formulacion en torno al problema

1.1.2.1. Problema General
¢Como varia el recuento celular y la produccion de lipidos de Scenedesmus acutus (adquirida
de cepario), a partir de la modificacion de la fuente de nitrégeno y la variacion de dos condiciones

luminicas?

1.1.2.2. Problemas especificos
e ;Cuanto variaria el crecimiento celular, cantidad de biomasa, y el porcentaje de lipidos
en Scenedesmus acutus con las fuentes de nitrogeno gallinaza, harina de soja, y harina de
pescado?
e ;Con cual de las condiciones luminicas (luz natural, luz artificial) se podria obtener mayor

crecimiento celular, cantidad biomasa, y mayor porcentaje de lipidos de Scenedesmus acutus?

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

O.G. Evaluar el comportamiento generado en el crecimiento celular y en la produccion de
lipidos del micro alga Scenedesmus acutus y Scenedesmus sp (nativa) a partir de la variacion de

fuentes de nitrégeno (de bajo costo), en dos condiciones luminicas.

1.2.2.  Objetivos Especificos

O.E.1. Determinar la variacion del recuento celular y produccién de lipidos de Scenedesmus
acutus (certificada) y Scenedesmus sp (nativa) a partir de la modificacion de la fuente de nitrogeno

de bajo costo (gallinaza, harina de pescado, harina de soja)

O.E.2. Comparar la variacion de la produccion de lipidos, crecimiento celular, cantidad de
biomasa Scenedesmus acutus (certificada) y Scenedesmus sp (nativa) a partir de la modificacion

de las condiciones luminicas (luz natural, luz artificial).
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O.E.3. Analizar la correlacion entre las modificaciones de las condiciones de medios de cultivo
(variando la fuente de nitrégeno y condiciones luminicas) sobre el crecimiento celular y la

produccion de lipidos de Scenedesmus acutus y Scenedesmus sp (nativa).

1.3. Justificacion

Los biocombustibles tienen niveles de oxigeno del 10 al 45%, mientras que el petr6leo no tiene
practicamente ninguno, lo que hace que las propiedades quimicas de los biocombustibles sean
muy diferentes de las de petroleo, representando una gran alternativa para suplir la demanda
energética global actuando como sustituyentes energéticos, principalmente en lo que se refiere al
sector del transporte (Salinas Callejas & Gasca Quezada, 2009). Como combustible estos son
mucho mas ecoldgicos que los convencionales, el Fondo Mundial para la Naturaleza World
Wildlife Fund (WWF), menciona que la utilizacion de biocombustibles bajo practicas sostenibles
podria reducir de un 55% a 80% las emisiones de gases contaminantes a nivel mundial (“La Hora

del Planeta 2009 marca nuevos récords en la lucha contra el cambio climatico,” 2009).

Una de las desventajas de la utilizacion de biocombustibles de primera generacion o
provenientes de productos agricolas destinados a la alimentacion humana, es que podrian poner
en riesgo la seguridad alimentaria de la poblacién y pueden causar una pérdida de biodiversidad
por monocultivos (Salinas Callejas & Gasca Quezada, 2009)(“La Hora del Planeta 2009 marca
nuevos récords en la lucha contra el cambio climatico,” 2009). Sin embargo, los biocombustibles
de tercera generacion, como es el caso del biodiesel producido a partir de micro algas, por el
contrario utilizan eficientemente el &rea de terreno para su produccion y no ponen en riesgo la
seguridad alimentaria, una vez que los lipidos son extraidos de las micro algas, la biomasa puede
ser utilizada para producir etanol, metano, alimento de ganado o fertilizante organico, entre otros
(El-Haggar, 2010). Los biocombustibles son importantes porque reemplazan los combustibles
derivados del petrdleo. En general, se considera que los biocombustibles abordan muchas de las
preocupaciones actuales relacionadas con la energia, incluida la sostenibilidad, la reduccion de
las emisiones de gases de efecto invernadero, el desarrollo regional, la estructura social y la

agricultura y la seguridad del suministro energético (Reijnders 2006).
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En la actualidad las investigaciones se enfocan en mejorar la eficiencia de la produccion de
biodiesel a partir de micro algas, disminuyendo el precio de este combustible y convirtiéndolo en
un combustible comercialmente atractivo. Las micro algas han demostrado ser la fuente de
energia mas econémica, ya que alcanzan la mayor produccion de aceite en corto tiempo y menor
espacio de produccion, secuestran el dioxido de carbono, y la reproduccion es muy rapida,
duplicando la produccion cada 8 horas aproximadamente, produciendo entre 15 y 300 veces méas
aceite para la obtencion de biodiesel que los cultivos tradicionales en funcion de la superficie.

Entre mas de 100 especies de micro algas, Scenedesmus sp ha sido reportada como una las de
mayor potencial para la produccién de biodiesel (Tupifion, 2016). Por ello, se han considerado
diferentes especies de Chlorella sp y Scenedesmus sp (Tabla 1) como candidatas para la

produccién comercial de lipidos debido a su rapido crecimiento y facil cultivo (Jesus, 2012)

Tabla 1.
Produccion de porcentaje de lipidos reportados en diferentes microalgas.
Microalgas ( Especie) Lipidos (peso seco %)

Chlorella emersoni 63
Chlorella sp 19-43
Chlorella vulgaris 15 - 58
Hecmatococcus pluvialis 35
Scenedesmus dimorphus 40
Scenedesmus obliquus 10 -43
Scenedesmus sp. 7-53

Nota: se observa en detalle la produccion de lipidos reportados en las diferentes especies de microalgas.
por (Rodriguez,2016)

El cultivo y la obtencion de aceite a partir de Scenedesmus acutus presenta muchas ventajas
con respecto a los cultivos de oleaginosas; puesto que tienen una tasa de crecimiento mayor y la
produccion de lipidos es estimada entre 4.6 y 1.8 L/m?, lo cual es de 7 a 30 veces mayor que

cultivos de oleaginosas, requiriendo pequefios espacios para su produccion (Tupifion, 2016).
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1.4.  Alcance del Proyecto

El presente proyecto tuvo como alcance, evaluar el comportamiento generado en el
crecimiento celular y en la producciéon de lipidos de las micro algas Scenedesmus sp Yy
Scenedesmus sp (nativa) a partir de la variacion de fuentes de nitrégeno (Gallinaza, harina de
pescado, harina de soja), en dos condiciones luminicas (luz natural y luz artificial), para la
produccion de aceite para biodiesel. Para esto, se llevé a cabo pruebas ex-situ durante un tiempo
de 4 a 6 meses en los laboratorios de Toxicologia y Microbiologia de la Universidad Santo Tomas

sede Villavicencio.

Al finalizar el tiempo de muestreo de las pruebas se tomaron dos meses para la recopilacion,

andlisis y elaboracion del informe final.
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2. Capitulo 11

2.1. Antecedentes

El empleo de biocombustibles se reporta a partir de 1895, cuando el Dr. Rudolf Diésel
desarroll6 el primer motor a diésel, al cual se le incorpord aceites vegetales como el aceite de
mani para la combustion interna (Martin, 2010). En 1908, Henry Ford utilizo etanol, elaborado
a partir de aceites vegetales para los vehiculos disefiados por su empresa, pero los altos costos del
maiz, de almacenamiento y de la produccién ocasionaron que el proyecto decayera, ademas el
petroleo penetr6 en el mercado con un costo méas barato, mejor eficiencia y disponibilidad
(“Biocombustibles,” 2010).

Aunque, poco a poco, los biocombustibles han vuelto a retomar fuerza en el mercado actual
debido a la crisis del petréleo desencadena el 23 de agosto de 1973 debido a la accion de la
Organizacién de Paises Exportadores de Petroleo (OPEP) de no exportar mas petréleo a aquellos
paises que habian apoyado a Israel durante la guerra de Yom Kippur, en la cual participd Israel,
Siria y Egipto. Esto provoca que aquellos paises cuya industrializacion dependia del petroleo
fueran enormemente afectados, de esto nace una crisis energética en la cual cada pais se hace
responsable”(HOBSBAWM, 1998).

Por lo anterior el precio del petroleo se elevd enormemente, “esta crisis afectd a todos los
paises del mundo, principalmente a aquellos paises sin reservas petroliferas o produccion
suficiente del recurso. Entre estos ultimos estaban Brasil y Estados Unidos”. De tal forma, que
los paises afectados, iniciaron la busqueda de sustituyentes energéticos para no volver a depender
100% de los combustibles fosiles. “A fines de 1979 se establecié una mezcla de gasolina y etanol:
los biocombustibles se volvian a presentar como una alternativa al alza de los precios del petroleo

y al posible agotamiento de los recursos no renovables” (Altieri, 2009).
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En Sur América, Brasil empez6 su desarrollo en biocombustibles a base de aceites vegetales
en el afo 1975 por medio de un proyecto llamado pro-alcohol con el objetivo de no poner en

riesgo su seguridad energética (Salinas, 2009).

Posteriormente, a partir de 2008, Estados Unidos y Brasil elevaron el uso de biocombustibles
de primera generacion para no depender de los combustibles fosiles y a su vez mitigar los
impactos negativos que se causaban al medio ambiente por la extraccion de petréleo, y la quema
de combustibles fésiles, iniciando investigaciones para encontrar la mejor alternativa, estudiando
detalladamente las ventajas y las desventajas de los biocombustibles de primera generacion,

segunda generacion, y tercera generacion (Salinas, 2009).

A partir de esto se han venido realizando investigaciones, empleando el cultivo de micro algas,
para la obtencién de aceites como fuente de energia, con mejor eficiencia como sustituyente
energético con respecto a los monocultivos oleaginosos, dado que se requiere de menor espacio

de produccion y su rendimiento productivo de aceites es superior.

Asi mismo en 2016 en la ciudad de Lima Peru, estudiantes de la Universidad Ricardo Palma
llevaron a cabo la investigacion “Cultivo de la microalga Scenedesmus Obliquus var. Dimorphus
(TURPIN) para la obtencion de biomasa y lipidos”, para determinar a través de qué medio de
cultivo (Guillar, BG-11 y Bayfolan) esta microalga tendria mejor crecimiento celular y por ende
mejor rendimiento productivo de aceites y lipidos, llevando a cabo la medicion y control de los
niveles de luz, CO., temperatura, nutrientes y aire. Concluyendo, que el medio de cultivo
Bayfolan Forte, permitio un desarrollo 6ptimo de crecimiento celular al quinto dia, debido a que
posee los nutrientes necesarios para el incremento de biomasa, determinando que la cantidad de
biomasa y lipidos en 5 cosechas tuvo un total de 36.58 gramos de biomasa seca y total de lipidos
de 30 mL con un promedio de lipidos con un porcentaje de 82.79 % (Tupifion, 2016)

En Colombia, se han desarrollado investigaciones similares en busca del medio adecuado de
cultivo para una mejor produccion y obtencién no solo de biocombustibles a partir de micro algas,
también de alimentos funcionales con alto contenido nutricional dado su alto contenido

aminoacidico; en la Universidad de Antioquia de la ciudad de Medellin por parte de la facultad
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de quimica farmacéutica se llevd a cabo un proyecto de caracter experimental “Crecimiento de
Scenedesmus sp en diferentes medios de cultivo para la produccion de proteina microalgal” con
el cual se buscaba el medio de cultivo donde se pueda alcanzar la mayor produccién de biomasa
y proteina de la micro alga verde (MORALES V, 2008). Concluyendo, que segun el perfil
aminoacidico obtenido para la micro alga Scenedesmus sp, ésta tiene aplicacion potencial en la
industria de alimentos balanceados para animales, siendo cultivada en el medio Estandar 2,
debido a que es alli donde presenta la mayor concentracion de biomasa y proteina, ademas,
recomiendan emplear CO, como fuente de carbono(MORALES V, 2008).

Otro de los asuntos que surgen como motivo de investigacion en busca de fuentes de energia
limpia para la produccion de biocombustibles, es el desarrollo de un montaje para la creacion de
un banco de cepas de microalgas nativas para procesos de biorremediacion, bioensayos y bio-
productos, en el centro Internacional Nautico Fluvial y Portuario del SENA (Virviescas, Martha;
Aponte, 2016)

2.2. Marco Tedrico

2.2.1. Biocombustibles de Primera Generacién

Los biocombustibles de primera generacién son producidos a partir de cultivos alimenticios
como “el jugo de la cafia de azucar, granos de maiz, jugo de la remolacha o betabel, aceite de
semilla de girasol, aceite de soja, aceite de palma, aceite de ricino, aceite de semilla de algodén,
aceite de coco, aceite de mani o cacahuate, entre otros, las cuales tienen un alto contenido de

almidon, azhicares y aceites”(Maciel, 2009).

Estos biocombustibles se producen con tecnologia convencional como la fermentacion (para
azUcares y carbohidratos), transesterificacion (para los aceites y grasas), y la digestion anaerobia
(para los desperdicios organicos). De estos procesos se obtiene etanol, metanol y n-butanol (a
partir de azucares), biodiesel (a partir de los aceites), y biogas (mezcla de metano y anhidrido
carbdnico, también conocidos como gas natural y didxido de carbono respectivamente, obtenida

a partir de los desperdicios organicos) (Maciel, 2009).
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La ventaja de los biocombustibles de primera generacion es que los cultivos de los cuales
procede asimilan el CO2 que se produce al generar combustion de los motores de los vehiculos,
pero tiene una gran desventaja debido a la gran necesidad de tierras para cultivo, poniendo en

riesgo la seguridad alimentaria.

2.2.2. Biocombustibles de Segunda Generacién

Los biocombustibles de segunda generacion son producidos a partir de residuos agricolas y
forestales compuestos principalmente por celulosa. Se usan como materias primas el bagazo de
la cafia de azUcar, el rastrojo de maiz (tallo, hojas y olote), paja de trigo, aserrin, hojas y ramas
secas de arboles, etcétera.

Estos biocombustibles tienen una desventaja, ya que los procesos de produccién tienen un
nivel de complejidad mas alto que los de primera generacion, y como ejemplos destacan la
sacarificacion fermentacion y el proceso Fischer-Tropsch. Respectivamente, los cuales consisten
en la gasificacion del carbon y de la materia lignocelulosa de la biomasa, para después sintetizar
algun combustible liquido como el etanol. Mediante los procesos de segunda generacién se
fabrica etanol, metanol, gas de sintesis (mezcla de anhidrido carbonoso, mejor conocido como
mondxido de carbono, e hidrégeno), biodiesel, 2,5-dimetilfurano (DMF), entre otros (Maciel,
2009).

2.2.3. Biocombustibles de Tercera Generacién

Los biocombustibles de tercera generacién o cultivos energéticos se estan dando a conocer
como la mejor alternativa para ser sustituyente energético de los combustibles fésiles; debido a
la eficiencia de produccion de aceites en menor espacio con respecto a los monocultivos. Para la
generacion de estos, se emplean como materias primas los pastos perennes, arboles y plantas de

crecimiento rapido, y las algas verdes y verde azules.

“Los procesos de obtencion de biocombustibles a partir de micro algas se encuentran en

desarrollo, en paises como, Chile, Pert, China y Espafia, quienes son pioneros en estas
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investigaciones, sin embargo, en los actuales momentos se ha logrado producir biodiesel y etanol
a nivel de planta piloto. Las ventajas de estos biocombustibles son el secuestro de anhidrido
carbonico (CO2) para la produccion de los insumos y un balance positivo en la emision de gases
de efecto invernadero; sin embargo su desventaja radica en la utilizacion de tierras de cultivo de
alimentos para sembrar los insumos como los pastos perennes, arboles y plantas de crecimiento

rapido; con excepcion de las algas verdes”(Maciel, 2009).

2.2.4. Biocombustibles en Colombia

En Colombia, se desarrolla la produccién de biocombustibles apoyados en la Ley 693 de 2001,
denominada ley del etanol carburante y la ley 939 de 2004 o ley del biodiesel. El etanol de cafia
de azlcar empez0 a producirse el 3 de octubre de 2005 y el biodiesel de aceite de palma el 1 de
enero de 2008 (Bendeck, 2017).

A partir de la implementacion de la legislacion, aumento la demanda de biocombustibles de
manera progresiva, mezclandose con otros combustibles, hasta alcanzar un promedio del 8 % en
las gasolinas. Igualmente, la mezcla de biodiesel con el ACPM, actualmente es del 10% en todo
el pais, excepto en Bogota y su area de influencia donde la mezcla es del 9%. Para alimentar las
plantas productoras fue necesario sembrar 165 mil hectareas de palma africana y aumentar los

cultivos de cafia de aztcar a 30 mil nuevas hectareas (Bendeck, 2017).

La palma de aceite es el principal cultivo oleaginoso para la produccion de biodiesel a nivel
mundial, dado que es el que mayor cantidad de aceite produce por unidad de area sembrada vy,
por lo tanto, es la materia prima que ofrece mejores posibilidades para su produccién a nivel

nacional (Herrera, 2009).

El Departamento del Meta tiene actualmente unas condiciones edafoldgicas y climaticas, para
participar por su tradicion en el cultivo de la palma, ubicandolo como el Departamento con mayor
area sembrada en palma de aceite en el pais con 120.892 has., en el afio 2009 y con posibilidades
de expansion del cultivo de palma en extensas areas que no tienen restricciones para su siembra,

como también para el establecimiento de cultivos de cafia de aztcar en la altillanura plana, donde
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ofrece alrededor de un millon de hectareas (Garcia, 2010). Esta regidn, rica en agua y suelos,
cosecha mas de un millon de toneladas de arroz, palma y soja, al afio, ocupando el primer lugar

en el pais, al igual que platano, maiz, frutales, entre otros.

La palma africana Elaeis guineensis ha ampliado la frontera agricola e incluso ha ocupado
tierras dedicadas a la ganaderia y al arroz. Es llamada por algunos sectores como el cultivo lider
del Meta, en el que es primer productor nacional con una participacion del 35%. La palma, segun
la secretaria de Agricultura de la Gobernacion del Meta, genera 5.000 empleos directos y 10.000
indirectos. Existen 18 plantas extractoras con una capacidad instalada de 212 toneladas/fruto/hora
y una capacidad de almacenamiento de 20.800 toneladas (Meta, primero en palma, soja y arroz,
2005).

La expansion de los monocultivos oleaginosos para la produccion de biodiesel a gran escala
lleva a la destruccion de bosques, sabanas y vida silvestre; eleva el precio del suelo y de los
alimentos. Ademas, impacta negativamente en las comunidades rurales que son expulsadas de

sus tierras para dar lugar a estas plantaciones (Altieri, 2009)

La sustentabilidad de la industria del biodiesel requiere de materias primas alternas que
permitan operar continuamente y mitiguen los impactos ambientales y sociales sefialados. Una
alternativa prometedora es la obtencion de aceites a partir de cultivos de micro algas. Debido a
esto han aumentado las investigaciones para realizar biocombustibles de tercera generacion a

partir de micro algas, a continuacion, se presentan resimenes de investigaciones destacadas.

En el articulo de revision, “Una vision sobre la alteracion de las células de algas para la
produccion de biodiesel”, estudiaron las técnicas de alteracion celular (molienda de perlas, la
homogeneizacion a alta presion, la ultrasonicacion, la liofilizacion, el tratamiento acido y la lisis
enzimatica) utiles para la eficiencia de la extraccion de lipidos intracelulares, es decir, al
optimizar el proceso de extraccion se obtendra mayor rendimiento en la produccion de biodiesel
a partir de algas, concluyen que aungue requiere mayores estudios para la éptima recuperacion
de los lipidos, reduccion de costos operativos y consumo de energia, se debe seguir investigando

con la produccion de biodiesel sostenible, debido a que algunas especies de algas poseen mayor



EVALUACION DE LA PRODUCCION DE LIPIDOS DE LA MICROALGA SCENEDESMUS SP 26

contenido de lipidos, mayor tasa de crecimiento, mayor produccién de biomasa y menor uso del

suelo.(“An insight on algal cell disruption for biodiesel production,” 2018)

En el articulo de revision, realizado por Vishwanath y Col en Noruega, “Hacia la produccion
sostenible de biocombustibles a partir de microalgas”; afirman que los biocombustibles
renovables y neutros en carbono, como los obtenidos a partir de algas, son necesarios para el
medio ambiente y la sostenibilidad econémica, ya que satisfacen las necesidades energéticas y
ambientales de la sociedad. Realizan una critica fuerte a la produccién de biocombustibles de
primera generacion debido al conflicto con el suministro de alimentos y concluyen analizando y
promoviendo enfoques de integracion técnica y tecnologica (ejemplo: licuefaccion hidrotérmica,
para la conversion directa de algas en liquido combustible) que incrementen la produccion de
combustibles empleando algas.(“Towards sustainable production of biofuels from microalgae,”
2008)

En el 2016, Kurniawati y co et al, en el articulo de conferencia, denominado “efecto de la
intensidad de la luz para la produccion 6ptima de biomasa y lipidos de Scenedesmus dimorphus
(Turpin) Kitzing (estos ultimos hacen referencia a los autores que han aislado y entregado al
banco de algas la muestra), presentaron y afirmaron que un sustituto de energia alternativa para
las materias primas del petr6leo son los aceites vegetales renovables conocidos como biodiesel,
el cual se puede producir a partir de microalgas, enfocAndose en Scenedesmus dimorphus
(Turpin), conocida por su alta produccién de lipidos; asi, que determinaron la tasa de crecimiento
en diferentes tipos de iluminacién (7,500, 10,000 y 12,500 lux) y la intensidad luminosa 6ptima
para la produccién de biomasa y lipidos, obteniendo que la tasa de crecimiento Optima y
produccion de lipidos se obtuvo con la intensidad de 12.500 lux, la cual se aplicara en el presente
estudio.(“Effect of Light Intensity for Optimum Biomass and Lipid Production from
Scenedesmus dimorphus (Turpin) Kiitzing,” 2016)

En el articulo “Isolation and characterization of a Scenedesmus acutus strain to be used for
bioremediation of urban wastewater” reportan el uso de la microalga Scenedesmus acutus para
realizar biorremediacion en aguas residuales urbanas y aprovechamiento de la biomasa para la

produccion de proteinas y energia, se cultivé en un fotobiorreactor de columna vertical utilizando
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un medio de crecimiento estandar, obteniendo una productividad méxima de 0,3 g de peso seco
L1 d. Cuando se cultivd la misma cepa en el fotobiorreactor lleno de aguas residuales recolectadas
en el paso final de la planta purificadora urbana local que contenia 18,8 mg de L™ nitrato, se
determiné la eliminacién completa de nitrégeno junto con una produccion de biomasa de
aproximadamente 0,74 g de peso seco L en los primeros 3 dias de fermentacion, después de 10
dias, se analiz6 el contenido de triglicéridos en la biomasa recuperada, encontrando un
rendimiento de 9,3%. Por tanto, el presente proyecto determiné el comportamiento de
crecimiento y produccion de aceites, empleando fuentes de nitrégeno econémicas, con cepas del

género Scenedesmus.

2.3. Marco Conceptual

Las Micro algas son microorganismos unicelulares que tienen la capacidad de generar biomasa
organica a partir del alimentarse de luz y CO2, usando al agua como donador de electrones,
oxidandola a O, otra de caracteristicas de este micro organismo es que tiene un alto nivel de
produccion de lipidos y biomas por lo tanto son consideradas como una de las mejores fuentes
productoras de aceite para la produccion de biodiesel. Ademas estos microorganismos se cultivan
en fotobiorreactores cerrados o abiertos, por esta razon no disputan uso del suelos con cultivos

agricolas (Fernandez, 2004).

Las microalgas pueden proveer diferentes tipos de combustibles energéticos renovables; entre
estos se incluyen metano producto de la digestion anaerébica de la biomasa del alga, biohidrégeno

producido fotobiol6gicamente y biodiesel a partir del aceite de las microalgas (Olmedo, 2009)

Los biocombustible también son conocido como biocarburante, es el término con el cual se
denomina a cualquier tipo de combustible que derive de la biomasa (es decir, obtenido a partir de
las plantas y sus derivados) también se definen como insumos producidos especialmente para
sustituir y/o mezclar total o parcialmente en gasolina o ACPM, producidos a partir de

plantaciones industriales con predominancia del monocultivo (Di Donato, 2008).
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No hay un consenso acerca de cémo clasificar a los biocombustibles. En algunos casos se
habla de primera, segunda y tercera generacion (hasta cuarta) dependiendo de la madurez
tecnoldgica, la reduccion de emisiones de Gases Efecto Invernadero —GEI- y la materia prima
que se utiliza, se emplean, también los términos "convencional" y "avanzado" para la

clasificacion (Salinas, 2009).

El biodiesel es un biocombustible sintético liquido que se obtiene a partir de lipidos naturales
como aceites vegetales o grasas animales, nuevos o usados, mediante procesos industriales de
esterificacion y transesterificacion, y que se aplica en la preparacion de sustitutos totales o
parciales del petrodiésel o gasoleo obtenidos del petroleo. El biodiesel puede mezclarse con
gasoleo procedente del crudo del petréleo en diferentes cantidades. Se utilizan notaciones
abreviadas segun el porcentaje por volumen de biodiesel en la mezcla: B100 en caso de utilizar
solo biodiésel, u otras notaciones como B5, B15, B30 o B50, donde la numeracion indica el
porcentaje por volumen de biodiesel en la mezcla (“Estudio de la viscosidad y densidad de

diferentes aceites para su uso como biocombustible,” 2011).

Para la produccion de estos biocombustibles, es necesario diferentes tipos de materia prima,
entre las cuales estas se encuentra la biomasa, que es aquella materia organica de origen vegetal
o animal, incluyendo los residuos y desechos organicos, susceptible de ser aprovechada
energéticamente. (Herrera, 2009).

La Biomasa se clasifica en:

e Biomasa natural: se produce en ecosistemas naturales.

e Biomasa residual: son los residuos forestales y agricolas, los residuos sélidos urbanos y
los residuos biodegradables.

e Cultivos energéticos: se realizan con el Gnico objetivo de aprovechar la energia que
contienen, ya que producen grandes cantidades de materia viva por unidad de tiempo.

e Excedentes agricolas: estan constituidos por los productos agricolas que no emplea el

hombre
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Entre las ventajas de las micro-algas se encuentra que pueden crecer fotosintéticamente,

convirtiéndose ademas en grandes sumideros de CO2(Tupifion,2016).

Los lipidos son un conjunto de moléculas orgénicas, la mayoria biomoléculas, compuestas
principalmente por carbono e hidrégeno y en menor medida oxigeno, aunque también pueden
contener fésforo, azufre y nitrogeno, ademas son hidrofobicas (insolubles en agua) pero solubles
en solventes orgédnicos como el benceno y el cloroformo, por otra parte no todos los lipidos son
grasas, las grasas son sélo un tipo de lipidos procedentes de animales (Salinas, 2009).

Para la produccion de un biocombustible es necesario un espacio con las condiciones
climéticas, ambientales y estructurales adecuadas, para esto es necesario el uso de un fotorreactor.
Este es un biorreactor que incorpora algun tipo de fuente de luz. Sin embargo, el término utilizado
mas comunmente para definir un sistema cerrado, en contraposicién a un tanque abierto o
estanque. Los fotorreactores son utilizados para el cultivo de pequefios organismos fototroficas
como las cianobacterias, algas o plantas de musgo. Estos organismos utilizan la luz a través de la
fotosintesis como fuente de energia y no requieren de azucares o lipidos como fuente de energia
(Lara, 2013).

2.4.  Marco Legal

La normatividad ambiental nacional e internacional vigente aplicada al presente proyecto se
basa en torno a un marco legal comprendido por resoluciones, decretos, acuerdos y leyes

pertenecientes a biocombustibles.

El Gobierno Nacional ha promovido el desarrollo de los biocombustibles a través de diferentes

medidas orientadas a fomentar su produccion y uso.

En primer lugar, el Congreso de la Republica expidio la Ley 693 de 2001, de origen
parlamentario y, posteriormente, el Gobierno Nacional tramito ante el Congreso de la Republica
la Ley 939 de 2004, las cuales definen el marco legal para el uso de biocombustibles. Estas leyes
fueron reglamentadas por las siguientes resoluciones: 18 0687 de 2003, modificada por la
Resolucion 18 1069 de 2005; 1289 de 2005, modificada por las Resoluciones 18 0782 y 18 2087
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de 2007; y 18 2142 de 2007, modificada por la Resolucion 18 0243 de 2008; expedidas por el
MME y el MAVDT, estableciendo la obligacion de utilizar mezclas de combustibles fosiles y
biocombustibles (Minambiente, 2008) (Tabla 2).

En segundo lugar, las Leyes 788 de 2002 y 939 de 2004 establecen exenciones tributarias con
el propdsito de fomentar la produccion y el consumo de biocombustibles. Adicionalmente, el
Decreto 383 de 2007, modificado parcialmente por el Decreto 4051 de 2007, establece estimulos
para la implementacion de zonas francas para proyectos agroindustriales en materia de
biocombustibles. Como complemento de lo anterior, la Ley 1111 de 2006 establece una
deduccion del impuesto de renta del 40% de las inversiones en activos fijos reales productivos en

proyectos agroindustriales, incluyendo leasing financiero (Minambiente, 2008) (Tabla 2).

Segun la constitucion de Colombia en el articulo 80. El cual dice “que el estado planificara el
manejo y aprovechamiento de los recursos naturales, para garantizar su desarrollo sostenible,
conservacion, restauracion o sustitucién. Ademas, debera prevenir y controlar los factores de
deterioro ambiental, imponer las sanciones legales y exigir la reparacion de los dafios causados”

(Colombia, 1991).

Otro de los apoyos legales que fundamentan este trabajo de investigacion son las normas
americanas como las ASTM D6751-08, las cuales especifican que, para la existencia de mezclas
de combustible Biodiesel para combustibles de destilacion intermedia, al igual que las normas
europeas EN 14214, rigen los criterios para la produccién del biodiesel y cuanto contenido de
acido graso debe contener las algas para la instauracion de aceite para la elaboracion de
biocombustible (Sanabria, 2014).
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Tabla 2.
Normatividad Colombiana para Biodiesel

Normatividad biodiesel en Colombia

Tipo de norma Entidad NUmero Fecha Tema
Decreto MME 4892 Diciembre 23 Por el cual se dictan
de 2011 disposiciones del uso de
alcoholes  carburantes vy
biocombustibles para
vehiculos automotores.
Decreto MME 1881556 Agosto 31de  Por la cual se modifica la
2010 resolucion 8 2439 de 23 de
diciembre de 1998 y se
establecen disposiciones
relacionadas con la estructura
de precios del ACPM y de su
mezcla con el biocombustible
en motores diésel.
Conpes MME 3510 Marzo 31de  Lineamiento de politica para
2008 promover la  produccién
sostenible de
biocombustibles para
Colombia.
Resolucion MME 180134 Enero 29de  Por la cual se modifica el
2009 articulo 2° de la Resolucion

18 1780 del 29 de diciembre
de 2005, en relacion con el
ingreso al productor del
biocombustible para uso en

motores diésel.
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Tabla 2. Continuacion.

Resolucién MME 181109 Julio 25 de
2007

Decreto MME 2629 Julio 10 de
2007

Por la cual se adiciona el
articulo 3 de la Resolucion
181780 de 2005, en el sentido
de fijar algunas tarifas de
transporte del biocombustible
para uso en motores diésel.
TRANSPORTE

(BIODIESEL).

Por medio del cual se dictan
disposiciones para promover
el uso de biocombustibles en
el pais, asi como medidas
aplicables a los vehiculos y
demaés artefactos a motor que
utilicen combustibles para su
funcionamiento.
(CARBURANTE Y
BIODIESEL).

Nota: Se describe la norma técnica colombiana de Biodiesel. por (Herrera, 2009).
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3. Capitulo 111

3.1. Metodologia

En este proyecto investigativo de caracter experimental, con enfogue cualitativo y cuantitativo
se llevo a cabo una medicién y registro de la variacion del recuento celular, produccion de lipidos
y cantidad de biomasa de las microalgas Scenedesmus acutus y Scenedesmus sp (nativa) a partir
de la modificacion de la fuente de nitrogeno y de condiciones luminicas (luz natural, luz

artificial).

3.1.1. Disefio Metodoldgico

e Fase |. Obtencion de la cepa.
La microalga Scenedesmus acutus, se adquirié del banco de cepas del laboratorio de algas del

programa de Ingenieria Agroindustrial de la Universidad de los Llanos.

Las muestras fueron concentradas mediante sedimentacion y por transferencias cuantitativas;
asi mismo se empled la clave taxondmica para la identificacion de la cepa de estudio. A partir de
esto, los cultivos de Scenedesmus acutus certificados fueron distribuidos en matraces de 500 mL
con un volumen de medio de 150 ml de caldo Alga (Sharlau®), el indculo, se realizé con 20 ml
de microalgas (extraidas durante la fase estacionaria), logrando asi una densidad inicial promedio

de 2,6 X 10° cél-mL-1, obtenido a partir de recuento en Camara de Neubauer.

Para la microalga endémica se realizo la busqueda mediante muestreos en dos sectores durante
los meses de estudio a partir de una muestra (1 Litro) de agua del Cafio Aguas Claras ubicado en
el campus Aguas Claras de la Universidad Santo Tomas sede Villavicencio, empleando la

metodologia propuesta en el Standart Methodos (10200B) para fitoplancton.
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Figura 1. Localizacion de la toma de muestreos adaptado de “Google earht, 2018”. Por autores

Identificacidn de algas presentes en la muestra de agua del Cafio Aguas Claras

Se realizo la identificacion de las algas presentes en la muestra de 1 litro de agua proveniente
del Cafio Aguas Claras, ubicado en el campus Aguas Claras de la Universidad Santo Tomas sede
Villavicencio, durante los meses de estudio, para la identificacion de la cepa, la muestra fue
concentrada mediante sedimentacion, transferencia cuantitativa y analizada a traves de la clave
taxondmica con la asesoria del Bidlogo Julidn Barreto de la Universidad de los Llanos (DBBE,
2018) .

Composicion del caldo de alga — formula tipica en g/l
El caldo de alga estd conformado por 1,000 g/l de Nitrato de sodio, 0,250 g/l de Fosfato de

potasio, 0,513 g/l de Sulfato de magnesio, 0,050 g/l de Cloruro de amonio, 0,058 g/l de Cloruro
de calcio y 0,003 g/l de Cloruro de hierro.
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e Fase I1. Disefio Experimental.

Se desarrollaron cuatro medios de cultivo por duplicados en reactores de 500 ml, tanto para
exponerlos a luz artificial (bombillas fluorescentes de 5000 a 5500 lux) (30w) como a luz natural,
durante periodos de 12 horas, asi, uno con caldo alga, y los tres otros con base caldo de alga y
adicionando diferentes fuentes de nitrogeno: Gallinaza, Harina de pescado, Harina de soja (Tabla
3), los cuales fueron adicionados después de haber sido tindalizados, cada uno se expuso durante
tres dias consecutivos en ciclos de 100°C durante 20 minutos, los reactores fueron sometidos a

agitacion manual para la resuspension de las células tres veces al dia.

Tipo 1. Caldo alga con la micro alga
Tipo 2. Caldo con gallinaza como fuente de nitrogeno igual concentracion que el caldo alga.
Tipo 3. Caldo con harina de pescado como fuente de nitrégeno.

Tipo 4. Caldo con harina de soja como fuente de nitrégeno.

Tabla 3.
Disefio Experimental
Condiciones . Cantidad a
. Cepas Scenedesmus sp  Fuentes de nitrégeno usada g/l
luminicas
(16%0)
cc* Gallinaza 4
CN** Gallinaza 4
ccC Harina de pescado 3,2
Luz natura y luz CN Harina de pescado 3,2
artificial (60w) ccC Harina de Soja 2,2
CN Harina de Soja 2,2
CC NaNOs 1
CN NaNOs 1

Nota: se describe los procedimientos del disefio experimentales a realizar en el proyecto de investigacion.
Por autores, 2018

*CC: Cepa certificada
**CN: Cepa hativa
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Figura 2. Medio de cultivo en fotobiorreactores. Por, autores 2018

Tiempos de Ensayo

El tiempo de ensayo de los cultivos, fue determinado a partir del lapso de tiempo que tardaron

las microalgas en terminar la fase estacionaria en su curva de crecimiento (Figura 3).

Fase
estacionaria

Muerte
Fase celular

exponencial

Fase de
adaptacién

(Lag)

Figura 3. Curva de Crecimiento. Por autores, 2018
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Muestreos

Se tomaron alicuotas de 5 ml en cada medio de cultivo, para realizar el recuento de células
viables mediante Camara de Neubauer; adicionalmente se tomé otra alicuota de 5 ml para la
medicion de la densidad Optica mediante espectrofotometria realizando asi, la curva de

crecimiento.

Al alcanzar la fase de crecimiento o exponencial, se realizé el muestreo para la extraccion de

grasas mediante el método SM-5520D, durante los 4 meses de estudio.
e Fase Il1. Obtencién de Datos cuantitativos.
Recuento Celular

La metodologia, empleada para el recuento celular, esta descrita en el articulo “Concentracion
recuento celular y tasa de crecimiento”, realizado por “B.O Arredondo Vega” publicado en la
revista del Centro de investigaciones bioldgicas del Noroeste, empleando una Cémara de
Neubauer de 0.1 mm de profundidad con reglilla de 9 cuadrados con lados de 1 mm (area total
de recuento = 0.9 mm?), correspondiente a un volumen de 0.1 uL. Posee los cuatro extremos
subdivididos en 16 cuadros pequefios. El cuadro central contiene 25 cuadros, cada uno con un
area de 0.04 mm? (0.2 mm x 0.2 mm), a su vez divididos en 16 cuadros mas pequefios (Arredondo
& Voltolina, 2014)

El recuento se realiz6 en los cuadros A, B, C, D, ver Figura 4, debido a que el tamafio de las
células es mayor a 6 mm, luego se reemplazé en la ecuacion para obtener el numero de células

por mililitro.

Ecuacion 1. Formula SM10200F para el recuento celular

., celulas i 10.000
Concentracion (T = n°de células x

n° de cuadrantes contabilizados)
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Figura 4. Reglilla de Neubauer de 9 mm?. Por (Arredondo & Voltolina, 2014)

Densidad Optica

Se hall6 la densidad por medio de la metodologia descrita en el articulo “Concentracion
recuento celular y tasa de crecimiento”, realizado por “B.O Arredondo Vega” publicado en la
revista del Centro de investigaciones biolégicas a partir de alicuotas de 5 ml de cada medio de
cultivo con los diferentes tratamientos; posteriormente fueron llevadas a un espectrofotometro a
550 nm de longitud de onda recomendada para organismos fotosintéticos, buscando informar la
curva de crecimiento y determinar con precision la fase exponencial, durante la cual el alga

aumenta la produccién de grasas intracelulares.

Concentracién de la Biomasa

Se empled la técnica de secado por aspersion para obtencion de la biomasa descrita por” A.P
Martinez en el proyecto de extraccion de aceite de microalgas”, se tomo un litro de muestra para
cada uno de los cultivos con sus respectivas fuentes de nitrdgeno y posteriormente se llevaron al

horno Thermo Scientific® (Heratherm) a una temperatura de 60°C durante 24 horas.
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Método de Extraccion de aceite.

Extraccion de grasas mediante Sohxlet

Se utiliz6 el método de extraccion de grasas Sohxlet, aplicando el SM5520D, empleando como

solvente organico, hexano, el cual permite una mayor adsorcién de acidos grasos saturados.

Andlisis Estadistico

El anélisis estadistico se realiz6 por el método de correlacion de Pearson, técnica que permite
detectar la existencia o inexistencia de diferencias significativas entre muestras diferentes,
demostrando la relaciéon entre las variables (luz, concentracion celular, biomasa, alimento),

determinadas para evaluar el comportamiento de la microalga Scenedesmus acutus.

Conservacion del cultivo por transferencia periddica

Se realizd el método de conservacion por transferencia periodica descrito en el documento
“Seleccion de un método para la conservacion y preservacion de actinomicetos aislados del suelo
del jardin botanico de la Universidad Tecnoldgica de Pereira”. para conservar el cultivo de la
microalga scenedesmus acutus en 6ptimas condiciones para futuras investigaciones. Es te paso
metodoldgico consiste en la transferencia de células a un medio de cultivo nutritivo y fresco a
intervalos que aseguren la viabilidad del mismo, la cual se realiz6 cada vez que el cultivo entraba

a fase estacionaria.
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4. Capitulo IV

4.1. Resultados y Anédlisis de Resultados

Atendiendo al objetivo general de esta investigacion, asi como considerando los objetivos
especificos, en este capitulo se muestran los resultados obtenidos en el desarrollo de la segunda

y tercera fase metodologica.

A continuacién, los resultados obtenidos en el montaje y seguimiento del disefio experimental,
seguido de los resultados de crecimiento celular y analisis estadistico de correlacion para la micro
alga Scenedesmus acutus, sin poder realizar esta evaluacion para la micro-alga Scenedesmus sp
nativa debido que no se aisl6 de las muestras del Cafio Aguas Claras a su paso por el campus
Aguas Claras de la Universidad Santo Tomas.

Figura 5. Obtencién e inoculacién de la cepa certificada y nativa de la microalga Scnedesmus
acutus. Por Autores, 2018.

4.1.1. Identificacion de algas presentes en la muestra de agua del Cafio Aguas

Claras

Se realizo6 una identificacion de las algas presentes en la muestra de 1 litro de agua proveniente

del Cafio Aguas Claras, ubicado en el campus Aguas Claras de la Universidad Santo Tomas sede
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Villavicencio, se concentré mediante sedimentacion y transferencia cuantitativa, a continuacion
bajo la asesoria del bidlogo Julian Barreto, mediante uso de clave taxonomica se identifico la
presencia de la microalga Chlorella sp, y no se report6 crecimiento de la microalga Scenedesmus
sp, durante los meses de estudio.

4.1.2.  Analisis del crecimiento de Chlorella sp y de la ausencia de Scenedesmus

sp Cafo Aguas Claras

Tabla 4.
Muestreos en el humedal Aguas Claras

Muestreos en el Cafio Aguas Claras (sector 1)

Fechas de Lugar de Presencia o ausencia  NUmero y tamafio de las
muestreo muestreo de alguna especie de muestras
microalga
11/09/2018 Sector 1 Ausencia 4 vasos tapa roscas de 1L
26/09/2018 Sector 1 Ausencia 4 vasos tapa rosca de 1L
10/10/2018 Sector 1 Ausencia 4 vasos tapa rosca de 1L
25/10/2018 Sector 1 Ausencia 4 vasos tapa rosca de 1L
8/11/2018 Sector 1 Ausencia 4 vasos tapa rosca de 1L
29/11/2018 Sector 1 Ausencia 4 vasos tapa rosca de 1L

Nota: Descripcion de la toma de muestras en diferentes tiempos con sus respectivos resultados.
Por autores 2019.

Teniendo en cuenta la metodologia del Standart Methodos (10200B) para fitoplancton se
realizaron 6 muestreos en el Cafio aguas claras durante las fechas descritas en la tabla 4, donde
se tomaron de a 4 muestras por muestreo. Se tomé de a 1L de agua en cada una de las orillas con
profundidades de 0,5cm, igualmente se tomo de a 1L de agua en el centro con profundidades 1cm
y 1,5cm, conviene subrayar que en ninguno de estos muestreos se identificd crecimiento de

alguna especie de microalga.
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Tabla 5.
Muestreos en el humedal Aguas Claras

Muestreos en el Cafio Aguas Claras (Sector 2)

Fechas de Lugar de muestreo  Presencia o0 ausencia Numero y tamafio de las

muestreo de alguna especie de muestras
microalga
6/02/2019  Brazo hidrico del Presencia 4 vasos tapa roscas de 1L

Cafio Aguas claras
27/09/2019  Brazo hidrico del Presencia 4 vasos tapa rosca de 1L

Caiio Aguas claras

Nota: Descripcion de la toma de muestras en diferentes tiempos con sus respectivos resultados.

Por autores 2019.

Teniendo en cuenta la metodologia del Standart Methodos (10200B) para fitoplancton se
realizaron 2 muestreos en un brazo hidrico del Cafio Aguas claras durante las fechas descritas en
la tabla 5, de igual modo se realiz6 el mismo procedimiento descrito para la toma de muestras en
el humedal aguas claras, puesto que en estos muestreos si se reportd crecimiento de una micro

alga de especie chlorella sp.

El Cafio Aguas Claras, dada su localizacion estratégica en el corredor urbano industrial via a
Puerto Lopez, ha sido muy afectado por el crecimiento no planeado de la ciudad, de acuerdo con
el estudio de la “Evaluaciéon ecoldgica y ambiental del humedal aguas claras, barrio la alborada,
Villavicencio meta” de “la Universidad Nacional”, se infiere que el humedal en los Gltimos 5 afios
ha disminuido su tamafio y oferta ambiental, debido a la afectacion en su area de influencia de
asaderos, universidades, casas, canchas deportivas, parqueaderos, entre otros, causando cambios
que afectan negativamente, tales como: deforestacion acelerada, contaminacion por residuos
solidos, pérdida de especies de flora y fauna, disminucion de la zonas de amortiguacion, cambios
en la calidad y cantidad del agua, inseguridad, pérdida del paisajismo, cambio en el uso del suelo,

invasion de ronda hidrica 'y zona de proteccion por construcciones dentro del humedal.
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Tabla 6.
Caracterizacion del Cafo Aguas Claras

Anélisis fisicoquimico

Parametro Unidad Metodo Resultado
DBO-s mg O2/L SM 5210 SM 4500 <5
O0G
pH UN SM 4500 H B 6.27
Solidos totales Mg/L SM 2540 352
Anélisis microbiologico

Coliformes totales ~ NMP/100ml SM 9223 B 24196

NMP/100ml SM 9223 B 165

Nota: se presenta en detalle los andlisis fisicoquimicos y microbioldgicos del Cafio Aguas Claras. Por
(Hurtado, 2013)

Tabla 7.
Caracterizacién de nitratos

Caracterizacion de nitratos en el Cafio Aguas claras (Sector dos)

Nitratos 1 mgl/l

Nota: se muestra en detalle los resultados obtenidos en la caracterizacion de nitratos en el Cafio
Aguas Claras. Por autores, 2019

Las micro algas del género Scenedesmus constituyen la micro biota de una gran variedad de
ambientes de agua dulce, en especial, cuando estas presentan altas concentraciones de nutrientes.
Son organismos que rara vez se presentan como dominantes en ambientes oligotréficos; sin
embargo, en cuerpos acuaticos en proceso de eutrofizacion o altamente eutrofizados (Zaragoza,
Boada, Barrera, & McCall, 2009), Scenedesmus constituye el género dominante, exhibiendo una
gran plasticidad fenotipica conforme el organismo se adapta a las condiciones ambientales. Esta
condicion evidencia la capacidad cosmopolita de la microalga, siendo descritas 100 especies y
variedades, muchos de los cuales crecen facilmente en condiciones de cultivo. Aunque el género
Scenedesmus, estd compuesto de algas coloniales de amplia distribucion, encontrada en
ambientes naturales como en artificiales. Durante los meses de estudio y muestreo no se logro el

aislamiento de la microalga, a causa de que no se identificé la presencia de esta en los muestreos
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que se realizaron en el Cafio aguas claras, en donde si hubo presencia de la microalga chlorella
sp, esto sucede debido a que se identifica que el agua del Cafio aguas claras del “sector dos”
donde se determind el crecimiento de la microalga Chlorella sp, es una fuente con bajas
concentraciones de nitratos, lo cual no es una condicion favorable para el crecimiento de la
microalga scenedesmus sp debido a que crece y es dominante en aguas eutrofizadas como se

menciond anteriormente.

La micro alga identificada a partir de las muestras de agua del cafio Aguas Claras, y que
resultaron ser apropiadas para su crecimiento fue Chlorella sp, es un género de alga verde
unicelular, perteneciente al reino protista, que es aquel en el cual se agrupan todos aquellos
organismos, que no pueden categorizarse dentro de los animales plantas u hongos. Por medio de
la fotolisis del agua (fotosintesis) generan oxigeno; proceso que llevan a cabo gracias a los
cloroplastos; reportada en diversos cuerpos de agua dulce y diferentes condiciones de aguas con
altos contenidos de nitratos, fosfatos, pequefias cantidades de minerales y una alta incidencia de
luz solar directa; se reproduce de forma acelerada y de forma asexual. Para eso es necesario el
carbono que obtiene de la fotosintesis, contiene grandes cantidades de proteinas, vitamina C,
betacaroteno y vitaminas B (B1, B2, B6 y B12); ademas de ser un microrganismo resistente a
multiples cambios de temperatura, llegando a resistir hasta 36°C . (Malo, Cartagena, & Sandoval,
2018) Cada especie de microalga tiene un rango de pH en el cual su crecimiento es 6ptimo.
Chlorella sp fue empleada en diversos estudios realizados para realizar procesos de
biorremediacion de aguas con presencia de metales pesados y alta cantidad de materia organica,
como se puede evidenciar en los siguientes documentos segun los diferentes autores ;Julian
Camilo Cartagena en el estudio “evaluacion del uso de la microalga Chlorella vulgaris en la
remocion de materia organica de las aguas residuales de la PTAR el salitre a nivel laboratorio”
haciendo énfasis en la remocion por la demanda guimica de oxigeno (DQO) y por los sélidos
suspendidos totales (SST), los cuales son los parametros en los que se basa la PTAR El Salitre
para evaluar la remocién de materia organica en su proceso, con el fin de poder comparar los
resultados del tratamiento quimico realizado por la PTAR EIl Salitre donde se obtuvo una
remocién por DQO de 35,30% y 57,51% por SST y el biotratamiento realizado por la microalga
Chlorella vulgaris siendo el cultivo realizado con microalga la que mejores resultados reportd

(81,80% por DQO y 89,91% por SST). Sirviendo como tratamiento complementario. (Malo,



EVALUACION DE LA PRODUCCION DE LIPIDOS DE LA MICROALGA SCENEDESMUS SP 45

Cartagena, & Sandoval, 2018). Otro estudio fue el realizado por Edward Andrés Olarte Gomez
en el estudio “evaluacion del uso del microalga Chlorella vulgaris en el tratamiento de aguas
residuales industriales vinazas” que tuvo como finalidad valorar la posibilidad del empleo de la
microalga Chlorella vulgaris, en el tratamiento de las vinazas y la suficiencia en la remocion de
nutrientes como el nitrégeno, fosforo, asi como de la carga organica presente en este tipo de
residuos liquidos. Este estudio demostrd la obtencién de porcentajes de remocion de Fosforo,
Nitrégeno, DQO y DBO5 de 75,7%, 84,93%, y 30,92%, respectivamente, lo que argumenta la
viabilidad de emplear la microalga Chlorella vulgaris en la realizacion de procesos de
biorremediacion. (Olarte Gomez, Valencia Giraldo). También en el estudio realizado por Victor
A. Vacca-Jimeno en el estudio “Uso de la microalga Chlorella sp. Viva en suspension en la
decoloracidon del agua residual de una empresa textil” investigacion que evalu6 la capacidad de
la microalga Chlorella sp viva en suspension para remover el color del efluente de una empresa
textil en el departamento del Atlantico (Colombia) y que como resultado mostro que el bioensayo
en absorbancia removio el 97,2% del colorante presente y disminuyé en un 94,6% la DQO y
95,4% la DBOS5 , entre otros pardmetros de caracterizacion antes y después del tratamiento,
mostrando la mejor bioremocién en este estudio. Estos resultados permiten sugerir que el
tratamiento bioldgico con la microalga Chlorella sp del agua residual es un método eficiente.
(Vacca Jimeno etal., 2017). Todo esto confirma que la micro alga Chlorella sp. es una especie

que crece y se adapta en condiciones ambiental con altos niveles de contaminacion.

Figura 6. Muestra de la microalga Chlorella sp. Por Autores, 2018
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Tabla 8.
Caracteristicas de la microalga Chlorella sp
Nombre cientifico Chlorella
Reino: Bacteria
Filo: Chlorophyta
Clase: Trebouxiophyceae
Orden: Chlorellales
Familia: Chlorellaceae
Género: Chlorella

Nota: Descripcion de las caracteristicas de la microalga Chlorella sp. Por (EcuRed.cu., 2018)

4.1.3. Disefio Experimental

4.1.3.1. Montaje de los medios de cultivo

46

A continuacion, se presenta las concentraciones de nitrogeno en las diferentes fuentes de

cultivo administradas a la microalga (Tabla 5).

Tabla 9.
Porcentajes de nitrdgeno

Tipo de Fuente N(% ad p/p)
Caldo alga 16
Gallinaza 3,8
Harina de pescado 5
Harina de Soja 6,5

Nota: presentacion de los porcentajes de nitrdgeno en diferentes fuentes. Autores, 2018
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Figura 7. Medios de Cultivo en luz natural y en luz artificial. Por Autores, 2018

4.1.4. Recuento celular

4.1.4.1. Recuento del Crecimiento celular a Luz Natural

Tabla 10.
Recuento de crecimiento celular de la microalga Scnedesmus acutus expuesta a luz natural

Recuento celular (células/ml) - Luz Natural

Fecha Caldo Gallinaza Soja Pescado
24/10/2018 2.64x10° 2,64x10° 2,64x10° 2,64x10°
26/10/2018 2,8x10° 3,9x10° 7,8x10° 6,1x10°
30/10/2018 9,6x10° 7,8x10° 1,14x10° 1,1x10°
6/11/2018 1,2x10° 7,85x10° 2,77x106 1,3x10°
8/11/2018 1,7x10° 3,6x10° 3,8x10° 1,8x10°
13/11/2018 1,76x10° 4x10° 3,9x10° 2,2x10°
16/11/2018 1,49x10° 4,9x10° 3,6x10° 2 x10°
20/11/2018 1,2 x108 2,7x10° 2,34x10° 1,5x10°
23/11/2018 9,4 x10° 2,1 x10° 2,4x10° 1x108
26/11/2018 8,3x10° 1,3x10° 1,27x106 8,2x10°
28/11/2018 9x10° 10,5x10° 9,8x10° 5x10°

Nota: Se muestran las diferentes concentraciones de células obtenidas por la cAmara de Neubauer
en condiciones de luz natural. Por Autores, 2109
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Recuento célular (células/ml) - Luz Natural en el periodo
(24/10/2018 - 28/11/2018)
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== Recuento celular (células/ml) - Luz Natural Algae
Recuento celular (células/ml) - Luz Natural Gallinaza
Recuento celular (células/ml) - Luz Natural Soya

Recuento celular (células/ml) - Luz Natural Pescado

Figura 8. Recuento del crecimiento celular de la microalga Scnedesmus acutus expuesta a luz
natural. Por Autores, 2019

La Figura 8 muestra la curva de crecimiento de la microalga Scenedesmus acutus en luz natural
y con las tres fuentes de nitrogeno (gallinaza, harina de soja, harina de pescado), y con el medio
de cultivo caldo alga. Para lograr obtener esta curva de crecimiento se tomaron 11 muestras
aproximadamente durante 2 meses, observando las fases de la curva de crecimiento (adaptacion,

crecimiento exponencial, estacionaria, y declive).

4.1.4.2. Recuento del Crecimiento celular a Luz Artificial

Tabla 11.
Recuento de crecimiento celular de la microalga Scenedesmus acutus expuesta a luz artificial

Recuento celular - Luz Artificial

Fecha Caldo Gallinaza Soja Pescado
24/10/2018 2,64x10° 2,64x10° 2,64x10° 2,64x10°
26/10/2018 6,1x10° 4,5x10° 1,8x106 6,4x10°

30/10/2018 1,1x10° 7,5x10° 1,7x10° 2 x10°
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Tabla 11. Continuacion

49

6/11/2018
8/11/2018
13/11/2018
16/11/2018
20/11/2018
23/11/2018
26/11/2018
28/11/2018

1,3x10°
1,8x108
2,2x10°
2x10°
1,5x10°
1x108
8,2x10°
5x10°

7,8x10°
8,1x10°
8,4x10°
5,7x10°
3,9x10°
2,5x10°
1,75x10°
9,5x10°

4,1x10°
4,7x10°
4,45x10°
4,64x10°
2,89x10°
2,24x10°
1,18x10°
8,1x10°

2,6x10°
3,4x10°
3,5x10°
3x10°
1,47x106
8,8x10°
6,8x10°
3,2x10°

Nota: Se muestran las diferentes concentraciones de células obtenidas por la cAmara de Neubauer

en condiciones de luz artificial. Por Autores, 2109Autores, 2019

Recuento célular (células/ml) - Luz Natural en el periodo
(24/10/2018 - 28/11/2018)
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Figura 9. Recuento de crecimiento celular de la microalga Scenedesmus acutus expuesta a luz

artificial. Por Autores, 2019
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La Figura 9 muestra las curvas de crecimiento de la microalga Scenedesmus acutus en luz
artificial y variando las fuentes de nitrégeno (gallinaza, harina de soja, harina de pescado), y con

el medio de cultivo caldo alga.

La micro alga Scenedemu acutus presentd curvas de crecimiento similares en las diferentes
condiciones luminicas, aungque con una mayor concentracion celular en los cultivos con presencia
de luz artificial, esto se da debido a causa de que estos cultivos tuvieron una intensidad luminica
de 5500 lux la cual es mayor a la intensidad luminica en la que se expusieron los cultivos en luz
natural con un promedio de 1200 lux a 1600 lux considerando las variaciones climéticas de la
ciudad de Villavicencio. Al mismo tiempo se evidencio que el cultivo con presencia de la fuente
de nitrogeno (harina de soja) fue el que alcanzo mayor concentracion celular en ambas
condiciones luminicas, con concentraciones de 4,7x10%eymi para luz artificial y 3,9x10%eimi para
luz natural. Asi mismo se observé que el cultivo con presencia de la fuente de nitrogeno
(gallinaza) mostro la menor concentracién celular en ambas condiciones luminicas, con

8,4%10°eymi para luz artificial y 7,85x10°ceymi para luz natural.

4.1.5. Analisis con énfasis a las fases de la curva de crecimiento y fuentes

nitrégeno

4.1.5.1. Adaptacion o latencia
La fase de latencia representa un periodo de transicion para los microorganismos cuando son

transferidos a una nueva condicion (Arredondo & Voltolina, 2014)

Se puede observar en la Figura 8 que en las curvas de crecimiento se presentaron unos periodos
de adaptacion de 6 a 7 dias para los cultivos con presencia de harina de soja, harina de pescado,
y gallinaza, excepto para el cultivo con Unica presencia de caldo de alga el cual presenta periodo
de adaptacion de 2 dias, teniendo en cuenta que la concentracion inicial fue de 2,64x10%eymi para
cada uno de los cultivos tanto en luz natural como en luz artificial. Esto sucede debido a que el
indculo de donde se tomd la muestra inicial proviene de un cultivo con Unica presencia de caldo

de alga.
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En la Figura 9 el comportamiento de la microalga Scenedesmus acutus en condiciones de luz
artificial presentd una adaptacion en un tiempo de 2 a 3 dias para cada uno de los cultivos, el cual
es menor al tiempo en el que se adaptaron en comparacion con las condiciones de luz natural
debido a que el tiempo en el que estuvieron expuestos los cultivos a la luz nunca fue interferido
por cambios climatoldgicos como la nubosidad. En esta fase el crecimiento celular es minimo,
donde se producen las enzimas necesarias para que puedan crecer en un nuevo medio, donde hay
gran actividad metabdlica, aumentando en el tamafio y el peso seco de las células (MORALES
V, 2008)

4.1.5.2. Crecimiento exponencial
Es el periodo de la curva de crecimiento en el cual sucede un incremento exponencial del

numero de células bajo las condiciones expuestas (MORALES V, 2008)

La Figura 8 en condiciones con luz natural, muestra la variedad de comportamientos que
presento la microalga Scenedesmus acutus en la fase exponencial con una maxima concentracion
de 3,9x10%eymi en el cultivo con harina de soja y con un minimo de concentracion de
aproximadamente de 7,8x10°%esmi en el cultivo con gallinaza. Algo semejante ocurre en
condiciones de luz artificial como se logra observar en la Figura 9, sin embargo, reporta
concentraciones diferentes con 4,9x10%.ym para el cultivo con presencia de harina de soja y

8,5x10%.ymi en el cultivo con presencial de gallinaza.

Con respecto a lo anterior esto sucede debido a que la harina de soja tiene una composicion
que presenta mayor compatibilidad con la microalga Scenedesmus acutus. La harina de soja
contiene lisina, ademas cantidades importantes de otros nutrientes esenciales, tales como acido
linoleico y colina, cuya disponibilidad es alta, con un porcentaje alto de proteina (47-48% PB) se
obtiene tras un proceso de extraccion de la grasa del haba con disolvente. (FEDNA - Fundacion
Espariola para el desarrollo de la nutricion animal, 2015)
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Tabla 12.
Composicion de la gallinaza por “BIORGANICOS E.U”.

Composicion de la gallinaza

Nitrogeno total (N) 39.10
Calcio soluble en el agua 2.0
(Ca0)

Magnesio soluble en el agua 1.8
(MgO)

Azufre soluble enagua (S) 2.7
Boro soluble en agua (B) 0.30
Cobre soluble en agua (Cu) 0.31
Hierro soluble en agua (Fe) 0.22
Manganeso soluble en agua 0.33
(Mn)

Zinc soluble en agua (Zn) 0.18
Sodio soluble en agua (Na) 1.40
Carbono organico oxidable 14.0
total

pH en solucién al 10% 7.68
Densidad a 20°C 1.04

g/l
g/l

g/l

g/l
g/l
g/l
g/l
g/l

g/l

g/l
g/l

g/ml

Nota: Se muestra la composicion de la gallinaza. Por “BIORGANICOS E.U”.

En relacién con la tabla 12, cabe resaltar que la microalga Scenedesmus acutus no presento

compatibilidad con la gallinaza, como se logra ver en las curvas de crecimiento expuestas

anteriormente tanto en condiciones de luz natural y artificial.

Todas estas observaciones se relacionan también con lo dicho en la tesis “Cultivo de la

microalga Scenedesmus oliquus var. dimorphus (TURPIN) para la obtencion de biomasa y

lipidos” realizada por “Mercado Tupifion Stefania” en la universidad “Ricardo de Palma”. Los

nutrientes proporcionan los materiales necesarios para el crecimiento de las algas. El nitrdgeno y

fosforo, especialmente el nitrgeno, es el factor mas importante que regula su crecimiento y esto

influye en gran medida en el rendimiento de lipidos. En situaciones limitadas de nitrogeno, el
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contenido de lipidos de las algas generalmente aumenta como mecanismo de supervivencia,
inhibiendo la formacion de biomasa y almacenando energia intracelularmente en forma de
lipidos. y empiezan a almacenar energia en forma de lipidos. En el presente estudio, Scenedesmus
acutus, se demostrd con datos experimentales que es pertinente el empleo de harina de soja, como

fuente de nitrégeno para el crecimiento en condiciones de luz natural y artificial (Tupifion, 2016).

En este trabajo de investigacion no se logré comprobar lo dicho por Estefania Tupifion sobre
la relacion de nitrogeno - lipidos debido a que se trabajé con diferentes fuentes de  nitrégeno
pero con el mismo porcentaje de este nutriente como se especifica en la metodologia “fase 2”

disefio experimental (Tupifion, 2016)

4.1.5.3. Estacionaria
Durante esta fase las condiciones de cultivo son limitantes y la natalidad es igual a la
mortalidad, por lo cual la concentracion celular y los componentes de la biomasa permanecen sin
cambios relevantes (MORALES V, 2008).

Para la fase estacionaria en el cultivo con presencia de harina de soja como se muestra en la
figura 8, la cual empieza desde el 11/08/2018 hasta el 11/17/2018 finalizando con una
concentracion de 3,5 X108cel/ml, y en el siguiente muestreo se empieza a notar la fase de muerte

o declive.

En la harina de pescado se logra ver una fase estacionaria mas corta debido a que tuvo una
fase exponencial de largo tiempo y entro rdpidamente a una fase declive, la Figura 8 muestra una
fase estacionaria de 3 dias entre el 11/13/2018 al 11/16/2018 con una concentracion entre

2,3x108eymi @ 2x10%ei/mi

La curva de crecimiento del cultivo con presencia de gallinaza muestra que es el primer cultivo
en comenzar la fase estacionaria desde el 10/30/2018 hasta el 11/06/2018 mostrando las

concentraciones mas bajas entre los cultivos con concentraciones entre 5x10%eimi @ 6X10°ceymi
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La fase estacionaria en el cultivo con Unica presencia del medio de cultivo caldo de alga para
el Figura 8 finaliza su fase exponencial el dia 11/08/2018 hasta el dia 11/13/2018 con

concentraciones de 1,8x10° cl/ml a 1,7x10° aproximadamente.

En condiciones de luz artificial la Figura 9 muestra que el cultivo con presencia de gallinaza
fue el que presentdé un mayor tiempo en fase estacionaria, la cual empez6 desde el 10/30/2018
hasta el 11/13/2018 una fase estacionaria de 13 dias con concentraciones de 7x10%ceymi a

6X1050el/mel.

El cultivo con unica presencia de caldo alga en la Figura 9 se logra observar una fase
estacionaria con un tiempo minimo de 3 dias la cual empezd desde el 11/13/2018 hasta el
11/16/2018 con concentraciones de 2,5x10° ceymi @ 2X10° cermi

La harina de pescado en la Figura 9 se observa una fase de estacionaria de aproximadamente
de 8 dias la cual empieza desde el 11/08/2018 hasta el 11/16/2018 con una concentracion de
2,5x108eymi @ 2x10%ei/mi

La harina de soja en la Figura 9 muestra una fase estacionaria de 8 dias desde el 11/08/2018

hasta el 11/16/2018 con una concentracion de 4,7 x10° ceymi hasta 4,5x108 ceymi.

La concentracion celular y los componentes de la biomasa permanecen sin cambios relevantes.
Este comportamiento se debe a la baja concentracidn de algin nutriente esencial 0 a una excesiva
concentracion de oxigeno, aunque con frecuencia el motivo mas importante es la pobre
penetracién de la luz causada por la alta concentracion celular (efecto de auto sombreado). Otro
factor que puede limitar el crecimiento es la excrecion de productos catabdlicos al medio de

cultivo.

4.1.5.4. Declive o fase de muerte
Se puede observar en la Figura 8 y en la tabla 10 que ninguno de los cultivos en el tiempo de
muestreo Ileg6 a una concentracion de Ocermi, Se observan los diferentes tiempos en los cuales

comienzan su fase de declive, el cultivo con presencia de gallinaza fue el primero en entrar a la
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fase de muerte luego de 12 dias de empezar el cultivo finalizando con una concentracion de
10500cermi. La harina de pescado fue la que presentd una menor concentracion en la fase de
declive con 5x10°cel/ml, para el cultivo con Unica presencia de caldo alga, finalizd con una
concentracion de 9x10%eymi Yy por Ultimo la harina de soja muestra una concentracion final de
9,8x10%el/ml.

En la Figura 9 el comportamiento en fase de declive o de muerte es muy similar al de la Figura
8, debido a que ningun cultivo llegd a una concentracion de Oceymi, igualmente el primer cultivo
que entro a la fase de declive fue el de gallinaza luego de 13 dias de  empezar el cultivo
finalizando con una concentracion de 9 x10°ceimi, la harina de pescado fue el cultivo que mostré
una menor concentracion al finalizar las etapas de muestreo en la fase de muerte celular con 3,2
x10%ymi €S Una concentracion menor con respecto al comportamiento en luz natural, los demas
cultivo finalizaron con las siguientes concentraciones, harina de soja con 8,1 x10°cemi y Caldo de

alga con 5 x10°ceyml.

En esta fase la tasa de mortalidad es superior a la de natalidad, por lo cual la concentracion
disminuye. Como resultado de un incremento en la proporcidn entre respiracion y fotosintesis y

a la ausencia de nutrientes, que conlleva a la muerte o lisis celular (MORALES V, 2008).

4.1.6. Analisis con énfasis en intensidad luminica y climatologia

Tabla 13.
Tabla comparativa del medio de cultivo con presencia de Harina de Soja

Luz natural Luz artificial
Fecha Soja Soja
24/10/2018 2,64 x10° 2,64 x10°
26/10/2018 7,8 x10° 1,8 x108
30/10/2018 1,1 x10° 1,7 x10°
6/11/2018 2,7 x10° 4,1 x10°

8/11/2018 3,8 x10° 4,7 x10°
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Tabla 14. Continuacion

13/11/2018 3,9 x10° 4,45 x10°
16/11/2018 3,6 x10° 4,64 x10°
20/11/2018 2,3 x10° 2,89 x10°
23/11/2018 2,4 x10° 2,2 x10°
26/11/2018 1,2 x10° 1,1 x10°
28/11/2018 9,8x10° 8,1 x10°

Nota: Concentracion celular de los cultivos con presencia de harina de soja en ambas
condiciones. Por Autores, 2018

luz natural vs luz artificial
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Figura 10. Comparacion del crecimiento celular de la microalga Scenedesmus acutus entre

condiciones de luz natural y luz artificial en el cultivo con presencia de harina de soja. Por autores,
2018

Otra de las variables que se opto por medir fue la iluminancia. La lluminancia es un término
que describe la medicion de la cantidad de luz cayendo (iluminando) y expandiéndose en una
superficie determinada la cual su unidad de medida son los lux.
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Tabla 15.
Valores de intensidad luminica en condiciones de luz natural y luz artificial

Intensidad de iluminancia

Fecha Luz natural (lux) Luz artificial (lux)
26/10/2018 1300 5500
30/10/2018 1200 5500

6/11/2018 1310 5500
11/11/2018 1270 5500
23/11/2018 1600 5500

Notas: Presentacion de las diferentes intensidades luminicas en ambos montajes. por Autores,
2018

El crecimiento celular fue mayor en el montaje de luz artificial con respecto al montaje de luz
natural como se muestra en la Figura 10, esto sucede debido a que la intensidad luminica es
constante y con valores de 5500 lux en el montaje de luz artificial, en luz natural la intensidad
luminica es baja con un valor maximo de 1600 lux, debido a la presencia de nubosidad, y la lluvia,

afectando en los rendimientos de produccion de biomasa de la microalga.

4.1.7. Nubosidad en Villavicencio

En Villavicencio, el promedio del porcentaje del cielo cubierto con nubes varia
considerablemente en el transcurso del afio. Siendo la de menor presencia, aproximadamente
desde el 1 de junio y culminando alrededor del 11 de octubre, es decir, mayormente despejado o
parcialmente nublado el 38 % del tiempo y nublado o mayormente nublado el 62 % del tiempo
(Weather Spark, n.d.)
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Tabla 16. Climatologia de los
dias de muestreados

Estacion climatoldgica Vanguardia

Dia T ™ Tm SLP H PP \AY \% RA

24/10/2018 26 29 21 1009 80 2.03 9.7 7.4 °
26/10/2018 27 31 20 1007 70 0.51 10.6 6.3 °
30/10/2018 27 30 21 1009 66 3.05 10.5 6.9 °

6/11/2018 26 30 21 1008 73 17.02 10.1 7 °

8/11/2018 27 31 21 1008 60 13.97 10.6 7
13/11/2018 28 32 21 1008 64 10.08 10.8 7
16/11/2018 27 30 21 - 61 10.08 10.8 0
20/11/2018 -

23/11/2018 26 30 22 1009 87 8.89 9.8 7.2 °
26/11/2018 27 32 20 1008 63 0 10.6 8

Notas: Descripcion climatoldgica en los dias de muestreo obtenido de la (Estacion Meteoroldgica
Vanguardia Villavicencio, 2018) Por autores 2018

T Temperatura media (°C)

TM  Temperatura maxima (°C)

™ Temperatura minima (°C)

SLP  Presion atmosférica a nivel del mar (hPa)

H Humedad relativa media (%)

PP Precipitacion total de lluvia y/o nieve derretida (mm)

VV  Visibilidad media (Km)

\Y Velocidad media del viento (Km/h)

VM  Velocidad méaxima sostenida del viento (Km/h)

VG  Velocidad de rafagas méximas de viento (Km/h)

RA Indica si hubo lluvia o llovizna (En la media mensual, total dias que llovid)
SN Indicador de nieve (En la media mensual, total dias que nevo)

TS Indica si hubo tormenta (En la media mensual, total dias con tormenta)

FG Indica si hubo niebla (En la media mensual, total dias con niebla
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Se obtuvieron los datos climatoldgicos en las fechas de muestreo, las cuales coincidian con la
menor presencia de nubes teorica, sin embargo al realizar los conteos celulares y mediciones
espectrofotométricas, se evidencié una merma, durante las etapas de muestreo, en la produccion
de biomasa en condiciones de luz natural, debido a la disminucidn de la intensidad luminica como
consecuencia a lloviznas y el aumento de nubosidad, en relacion con esto conviene subrayar, que
debido a la actividad fotosintética, la penetracion de la luz, es vital en el suministro de la energia
necesaria para la division y crecimiento celular (Mora, A. Ramos, K. Sanchez, A. & Camacho,
2015). Confirmando lo anteriormente expuesto en la Figura 10, donde el comportamiento de la
microalga Scenedesmus acutus en luz artificial presente mayor crecimiento con respecto a los

cultivos en condiciones de luz natural.

4.1.8. Recuento microbiano de densidad celular de la microalga Scenedesmus

acutus.

4.1.8.1. Densidad dptica de Scenedesmus acutus certificada por recuento celular en
espectrofotometro para Luz Natural.

Tabla17.
Densidad Optica a luz natural

Densidad Optica -Luz natural

Fechas H. Pescado  Gallinaza H.Soja Algae
24/10/2018 1,48 0,23 1,26 0,13
26/10/2018 1,74 0,40 1,64 0,37
30/10/2018 2,17 0,86 2,00 0,66

6/11/2018 2,57 0,58 2,39 0,98
8/11/2018 2,43 0,37 2,43 0,47
13/11/2018 2,62 0,87 2,58 1,22
16/11/2018 3,02 0,52 2,92 0,72
20/11/2018 2,32 0,52 1,76 0,52

Tablas 16. Continuacién
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23/11/2018 1,93 0,47 1,27 0,47
26/11/2018 1,70 0,37 1,70 0,37
28/11/2018 1,38 0,40 1,38 0,37

Notas: Descripcion de los resultados obtenidos en el espectrofotdmetro representados en densidad
Optica. Por autores, 2018

Tabla 18.
Densidad Optica a luz artificial

Densidad Optica -Luz artificial

Fechas H. Pescado  Gallinaza H.Soja Algae
24/10/2018 1,89 1,10 1,88 0,66
26/10/2018 1,97 1,27 1,94 1,04
30/10/2018 2,35 1,53 2,34 1,30

6/11/2018 2,53 1,45 2,49 2,22
8/11/2018 2,64 1,23 2,55 2,00
13/11/2018 2,93 1,73 2,66 2,50
16/11/2018 3,52 1,39 2,86 2,16
20/11/2018 1,66 1,33 2,26 2,12
23/11/2018 1,40 1,29 1,93 2,10
26/11/2018 1,67 1,23 1,82 2,00
28/11/2018 1,45 1,26 1,37 1,73

Nota: Descripcion de los resultados obtenidos en el espectrofotometro representados en densidad
Optica. Por autores, 2018

Las siguientes graficas denominadas curvas de crecimiento fueron realizadas en base a las
Tablas 9y 10, en las cuales se presentan los valores obtenidos mediante el equipo de medicion
espectrofotometro, para el indice de densidad dptica en las diferentes fuentes de nitrogeno

utilizadas (gallinaza, harina de pescado , harina de soja y el medio de cultivo caldo de alga) y en
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dos diferentes condiciones de iluminacion (luz natural y luz artificial ) durante el periodo de
estudio, el cual se llevé a cabo a partir del dia 24 de octubre del 2018 hasta el dia 28 de noviembre
del mismo afio, en los cuales se realizaron diferentes mediciones. Los resultados representados
se representaron graficamente, siendo el eje vertical izquierdo los valores en porcentaje para

indice de densidad 6ptica y en el eje horizontal se establecen las fechas.

Curva de crecimiento de densidad optica de Scenedesmus Acutus en
luz natural en el periodo (24/10/2018 - 28/11/2018)

3,50
3,00
2,50
2,00
1,50
1,00
0,50
0,00

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

=== Densidad Optica -Luz natural H.Pescado Densidad Optica -Luz natural Gallinaza

Densidad Optica -Luz natural H.Soja Densidad Optica -Luz natural Algae

Figura 11. Curva de crecimiento de densidad dptica de Scenedesmus acutus en luz natural. Por
Autores, 2018

En la figura 11 se muestra las curvas de crecimiento para densidad Optica en las diferentes
fuentes de nitrégeno (gallinaza, harina de pescado, harina de soja, medio de cultivo caldo de alga)

en presencia de luz natural.

Al comparar los diferentes crecimientos se observé que para el dia 24 de octubre de 2018 se
reporté que los valores para el indice de densidad Optica son bajos (harina de pescado 1,48

gallinaza 0,23 harina de soja 1,26, caldo de alga 0,13 )comparado con los valores obtenidos en el
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resto del estudio se identifico que para dicha fecha se presentd la menor concentracion de algas
en las fuentes de nitrégeno gallinaza , caldo de alga y harina de soja no obstante la harina de
pescado reporta uno de sus menores valores en el estudio esto se debi6 a la poca densidad de
algas presentes en los foto-birreactores que al ser sometidos al equipo espectrofotometro

permitieron que el haz de luz atravesara las muestras

Curva de crecimiento de densidad optica de Scenedesmus Acutus en
luz artificial en el periodo(24/10/2018 - 28/11/2018)

4,00
3,50

3,00
2,50 \

2,00
1,50 ~~

1,00
0,50
0,00
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
== Densidad Optica -Luz artificial H.Pescado Densidad Optica -Luz artificial Gallinaza
Densidad Optica -Luz artificial H.Soja Densidad Optica -Luz artificial Algae

Figura 12. Curva de crecimiento de densidad Optica de Scenedesmus Acutus en luz artificial. Por
Autores, 2018

En lafigura 11 y 12 se muestra las curvas de crecimiento para densidad Optica en las diferentes
fuentes de nitrégeno (gallinaza, harina de pescado, harina de soja, medio de cultivo caldo de alga)

en presencia de luz natural y artificial.

Al comparar los diferentes crecimientos se observé que para el dia 24 de octubre de 2018 se
reporté que los valores para el indice de densidad Optica son bajos (harina de pescado 1,48

gallinaza 0,23 harina de soja 1,26, caldo de alga 0,13 )para luz natural (harina de pescado 1,89
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gallinaza 1,10 harina de soja 1,88, caldo de alga 0,66 )para luz artificial y comparado con los
valores obtenidos en el resto del estudio se identificd que para dicha fecha se present6 la menor
concentracion de algas en las fuentes de nitrogeno gallinaza , caldo de alga y harina de soja no
obstante la harina de pescado reporta uno de sus menores valores en el estudio en la gréafica de
luz natural igualmente ocurre en la grafica correspondiente a luz artificial donde se muestran los
valores més bajos para gallinaza y medio de cultivo caldo de alga, la harina de pescado y harina
de soja esto se debid a la poca densidad de algas presentes en los fotobiorreactores, al ser

sometidos al equipo espectrofotometro permitieron que el haz de luz atravesara las muestras.

Se identifico, un periodo de adaptacion no superior a 4 dias, en los cuales el crecimiento de
los fotobiorreactores fue paulatino, esto se puede denotar con la leve coloracién verde que
presentaron los diferentes fotobiorreactores con las diversas fuentes de nitrdgeno, ya que la

tonalidad de los fotobiorreactores tuvo una tendencia progresiva con el paso del tiempo.

También se evidencio que durante las curvas de crecimiento referentes a la fuente de nitrégeno
gallinaza y al medio de cultivo caldo de alga, presentaron comportamientos muy irregulares
respecto a densidad Optica, aunque semejantes con relacion a la forma de las curvas, se pudo
concluir que la gallinaza tuvo mayor concentracién de células y ademas que fueron las que menor
concentracion de algas mostraron durante el periodo de estudio llegando a sus maximas valores
(0,87 para gallinaza y 1,22 para el medio de cultivo caldo de alga) para luz natural en la fecha 13
de noviembre de 2018 y (1,73 para gallinaza y 1,50 para el medio de cultivo caldo de alga) para
luz artificial en comparacion entre las dos Figuras, reportando mejor crecimiento las curvas de

luz artificial mostrando mayores valores de concentracién de células.

A partir de la harina de pescado y la harina de soja, se reportan 6ptimos crecimientos, en
cuanto a los indices de densidad Optica. Llegando a mostrar valores de( 2,92 para harina de soja
y 3,02 para la harina de pescado) para luz natural el dia 16 de noviembre de 2018 y (2,86 para
harina de soja y 3,52 para la harina de pescado), para luz artificial ,donde se pudo deducir que era
el fin de la fase exponencial y el inicio de la fase de declive 0 muerte, ya que a partir de la fecha
las curvas comenzaron a descender hasta tomar sus valores minimos, a causa de esto se pudo

concluir que el indice de densidad dptica es directamente proporcional a la concentracion de
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células, es decir a mayor numero de densidad Optica , mayor es la concentracion de algas en la

muestra (Bermeo, 2011)

Aunque la espectrofotometria es una técnica menos precisa que el recuento directo, permite
una evaluacion rapida de la concentracién microalgal, en especial si se cuenta con una curva de
calibracion entre la concentracion celular de una especie determinada, evaluada directamente, y
las lecturas de densidad Optica de uno o mas cultivos de esa especie. Uno de sus inconvenientes
es que la contaminacion bacteriana y/o de otro tipo (basura, residuos), daré lecturas erréneas, por
lo que hay una tendencia a evitarla, razon por la cual se denota una leve variacion en algunas de
ellas esto es debido a que el equipo estd haciendo una medicion errada por lectura de

concentracion de materia, al encontrarse el alga en fase de declive.

Un claro ejemplo se da con la harina de soja que al final de la curva registré un aumento y
posterior disminucion, ya que en este punto las concentraciones de algas estaban en su etapa de
muerte, por tal motivo al realizar la medicion en el equipo espectrofotométrico se not6 que la
muestra adquiri6 una coloracion diferente a la que tuvo en las diferentes etapas de crecimiento
del alga, perdida de viabilidad que el espectrofotdmetro no detecta. Adicionalmente la harina de
pescado no logro una adecuada homogenizacion en el medio, produciendo grumos, que fueron

registrados con mayor densidad que en los obtenidos con harina de soja.

4.1.9. Produccién de biomasa

Tabla 19.
Produccion de biomasa en luz natural

Biomasa (luz natural)

Fuentes Cantidad Tamafio de la muestra
Harina de pescado 0,8 1L
Harina de soja 1 1L
Gallinaza 0,3 1L
Caldo alga 0,6 1L

Nota: En la tabla anterior se describe la biomasa obtenida en los diferentes cultivos. Autores, 2018
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Tabla 20.
Produccién de biomasa en luz artificial

Biomasa (luz artificial)

Fuentes Cantidad Tamario de la muestra
Harina de pescado 1 1L
Harina de soja 1,3 1L
Gallinaza 0,5 1L
Caldo alga 0,8 1L

Nota: En la tabla anterior se describe la biomasa obtenida en los diferentes cultivos. Autores,
2018

Las concentraciones de biomasa alcanzadas en condiciones de luz natural fueron menores a
las de luz artificial con una concentracion maxima de 1g/l en el medio de cultivo con harina de
soja y una minima de 0,3g/l en el cultivo con gallinaza como se puede observar en la tabla (12),
en condiciones de luz artificial se presentd una concentracion maxima de biomasa 1,3 g/l

igualmente en el cultivo con soja y una concentracion minima de 0,5g/l en el cultivo con gallinaza.

La produccion de biomasa a partir de Scenedesmus acutus presenté un comportamiento similar
al del crecimiento celular, en el cual se puede decir que la concentracién de biomasa es una
variable dependiente de las condiciones de cultivo, debido a que entre mas concentracion celular

se presente, mayor sera la biomasa producida.

Se reporta en el documento (Rodriguez-Castillo, Amarelo-Santos, Guerrero-Barrantes, &
Delgado dos Reis, 2016) el 50 % de la productividad de la biomasa depende del carbono, sin
embargo en el presente proyecto se trabajé sin la presencia de este micronutriente para poder

evaluar principalmente la asimilacion del nitrégeno por la micro alga Scenedesmus acutus
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4.1.10. Produccién de aceite

En cuanto a la etapa de extraccion de aceite, se realizo el método de seleccion por adecuado
comportamiento en crecimiento celular y obtencion de biomasa, por esta razén se eligié el cultivo

con presencia de harina de soja para la realizacion de esta prueba.

Tabla 21.
Produccién de aceite

Produccién de aceite

Biomasa aceite

2,39 0,7 g/l
Nota: Descripcién del aceite obtenido del cultivo con presencia de harina de soja. Autores, 2018

Se obtuvo 0,79/l de aceite de 6,2g de biomasa del microalga Scenedesmus acutus por medio
de la metodologia propuesta, seleccionando el hexano para realizar el proceso de extraccion de
aceites por el método Sohxlet, debido a que es un disolvente, relativamente econémico, volatil,

no polar, y que tiene gran capacidad de absorcion de grasas organicas.

Los factores de crecimiento ambientales como la luz, las pequerias variaciones de temperatura,
agitacion o incluso pequefa contaminacion por agentes extrafios pueden afectar a la absorcion de
nutrientes tales como el nitrégeno y la produccion de aceite, en este proyecto se demostré que en

las condiciones expuestas se logré un rendimiento del 30%.
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Tabla 22

Analisis Correlacional entre las variables (luz implementada, alimentos implementados, nimero
de células, biomasa de las muestras).

Correlaciones

Luz Alimentos
implementa Implementa NUmero de
da dos Células
Tabla 23.Continuacion
Luz implementada  Correlacion de 1 062 337"
Pearson
Sig. (bilateral) ,569 ,001
N 88 88 88
Alimentos Correlacioén de 062 1 364™
Implementados Pearson
Sig. (bilateral) ,569 ,000
N 88 88 88
NuUmero de Células Correlacién de 337" 364" 1
Pearson
Sig. (bilateral) ,001 ,000
N 88 88 88
Biomasa de las Correlacion de 480" 430" 572"
muestras Pearson
Sig. (bilateral) ,000 ,000 ,000
N 88 88 88

**_ La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

Nota: Descripcion de los resultados obtenidos luego de realizar la correlacion de Pearson en el
programa spss. Por Autores, 2018.
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Tabla 24.

68

Analisis Correlacional entre las variables (luz implementada, alimentos implementados, nimero

de células, biomasa de las muestras).

Correlaciones

Luz implementada

Alimentos Implementados

Numero de Células

Tabla 25.Continuacion

Biomasa de las muestras

Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)

N

Correlacién de Pearson
Sig. (bilateral)

N

Correlacion de Pearson

Sig. (bilateral)

N

Correlacion de Pearson
Sig. (bilateral)

N

Biomasa de las
muestras

480"
,000
88
432"
,000
88

572"

,000
88

88

**_ La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

Nota: Descripcion de los resultados obtenidos luego de realizar la correlacion de Pearson en el

programa spss. Por Autores, 2018.

El andlisis estadistico realizado usando el método de correlacion de Pearson, técnica que

permite detectar la existencia o inexistencia de diferencias significativas entre muestras

diferentes, se verifica la relacion entre las variables (luz, concentracién celular, biomasa,

alimento) que se tomaron para evaluar el comportamiento de la microalga Scenedesmus acutus.
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4.1.11. Correlacion luz — concentracion celular segun correlacion Pearson

En la tabla anterior se determinG que las variables luz y concentracion celular no estan
fuertemente relacionadas debido a que existe una correlacion de tan solo del 33% ya que el
crecimiento celular también depende de otros factores como lo son los nutrientes y el CO», aunque
es una relacion perfecta positiva debido a que al aumentar la intensidad luminica aumenta la

concentracion celular.

La luz es el nutriente que proporciona la energia a las microalgas para que puedan llevar a
cabo la generacion de nueva biomasa y es por tanto el motor del crecimiento.(Vasquez, n.d.) Para
que exista crecimiento no basta con que se haya producido division celular, dado que la simple
division de una célula no constituye un aumento de volumen o masa, lo que posteriormente causa
un aumento en la densidad celular.(Vasquez, n.d.) con esto se puede aclarar la razén por la cual
la microalga no aprovecha el 100% de la intensidad luminica para su crecimiento celular y
presenta una correlacion del 33% entre concentracion celular y luz. A pesar de que se demostro
una diferencia de 800.000 cel/ml entre las condiciones de luz natural y artificial, por lo tanto,
habria se debe agregar también que todavia cabe sefialar que el conteo celular por Camara de

Neubaur tiene un error entre el 20 al 30 % asi mismo podria variar los resultados.

4.1.12. Correlacion alimento — Concentracion celular

La correlacion de Pearson nos muestra una relacion de tan solo el 36% debido a que también
depende de otras variables como lo es la intensidad luminica entre alimento y concentracion
celular, dado que es una correlacién perfecta positiva por causa de que el crecimiento celular de
las microalgas es una variable que depende del alimento (nutrientes). Los cuales pueden aumentar

su crecimiento exponencialmente.

El nitrogeno es el nutriente mas importante para las microalgas (después del carbono) y se
incorpora como nitrato (NOsz -) 0 como amonio (NHa+).(Gabriel Rodriguez-Castillol, 2016).

Considerando que en esta investigacion solo se realizaron estudios evaluando el comportamiento
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con alimentos con alto contenido en nitrégeno y de muy bajo costo, se representa una correlacion
del 36% con respecto a la concentracion celular. sin embargo, en los resultados obtenidos se logra
ver una alta diferencia de crecimiento celular entre las diferentes fuentes de nitrégeno con una
maxima concentracion celular de 4,7x10° para el cultivo que consumid harina de soja como
fuente de nitrégeno y una minima concentracion de 8,4x10° en el cultivo que consumio gallinaza.
El porcentaje de correlacion podria aumentar alimentando la microalga con nutrientes con el

fésforo y el carbono.

4.1.13. Correlacion Biomasa — Concentracion celular.

La tabla anterior nos muestra los resultados obtenidos de la correlacion de Pearson la cual nos
reporta una correlacion del 57% entre concentracion celular y biomasa en donde se puede ver una
relacién significativa ya que es mayor al 50%, igualmente es una relacion perfecta positiva debido

a que la produccion de biomasa depende de la concentracion celular.

En el proceso de relacion entre la biomasa (peso seco celular de la microalga) y la
concentracion celular de la microalga (Hernandez-Pérez, 2014), presenta una correlacion del
57%; Teniendo en cuenta que la biomasa es el subproducto o residuo de las microalgas en fase
estacionaria del crecimiento celular, los resultados muestran una alta relacion ente concentracion
celular y produccion de biomasa en los cuales se obtuvo una maxima produccién de 1,3g en 1L
para el cultivo con presencia de harina de soja el cual presta el maximo valor de concentracion
celular. En el que al ser contrastado con la literatura nos evidencia que metodoldgicamente se
presenta un error inferente entre el 20 — 30% entre el nimero de células (Arredondo & Voltolina,
2014).
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Conclusiones

» Con respecto a los estudios realizados y a los resultados obtenidos por las fases
metodoldgicas de conteo celular, obtencidn de biomasa, y extraccion de aceites se logra concluir
que los cambios son representativos entre las diferentes fuentes de nitrogeno (gallinaza, harina
de pescado, y harina de soja) donde varian los valores de concentracion celular, y peso seco de
biomasa, entre gallinaza que fue la fuente con menor crecimiento celular y de biomasa y harina
de soja con el maximo, presentando una diferencia de 3 x 10° cel/ml de concentracion celular, y
de 0,7 g en biomasa para luz natural algo semejante se concluye para luz artificial donde se reporta
una diferencia entre gallinaza y soja de 4 x 10° cel/ml de concentracion celular y de 0,8 g en

biomasa.

» Debido al alto porcentaje de proteina que contiene la harina de soja y los componentes de
lisina, ademas cantidades importantes de otros nutrientes esenciales, tales como &cido linoleico y
colina, cuya disponibilidad es alta, con un porcentaje alto de proteina del (47-48% PB), debido a
esto la harina de soja fue la fuente de nitrégeno de bajo costo para la produccion de biodiesel, en
la cual la microalga Scenedesmus acutus presento mejor rendimiento en cada uno de los

parametros medidos (crecimiento celular, obtencion de biomasa, y produccién de aceite).

» Enrelacion a los resultados obtenidos y la bibliografia consultada, se puede concluir que
las condiciones ya sean microbioldgicas, fisicas, quimicas y dado el caracter cosmopolita de la
microalga Scenedesmus sp, la ausencia de su aislamiento en el tramo muestreado del cafio Aguas

Claras, requiere ampliar los puntos de muestreo.
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Recomendaciones

Se recomienda caracterizar el cuerpo de agua cafio Aguas Claras donde se determine
pardmetros microbioldgicos, fisicos, quimicos e hidrobiol6gicos con el fin de conocer las

condiciones actuales de este cuerpo hidrico.

Se recomienda realizar méas estudios con diferentes concentraciones de harina de soja para
determinar la mejor condicién de crecimiento celular y optimizar la produccion de lipidos
obtenida en el estudio realizado; asi mismo, incluir una fuente de Carbono organico que permita

el incremento de la biomasa.

Se recomienda implementar foto birreactores con mayor capacidad para realizar, el
escalamiento del proceso, buscando los volimenes apropiados, que permitan evaluar
experimentalmente las propiedades de aceite de Scenedesmus acutus, tales como densidad,
viscosidad, indice &cido entre otras, aumento de biomasa a mayor escala y poder saber si es

factible para su comercializacion.
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