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Resumen.

En los ultimos afios a nivel biotecnoldgico se han estudiado las propiedades de las
microalgas con el propdsito de introducirlas como materia prima en la elaboracion de
productos alimenticios. Para el presente estudio se trabajo con la microalga Fischerella
musciola, la cual se caracteriza por ser terméfila soportando temperaturas de hasta 45°C
lo que permitiria que no pierda sus propiedades en caso de ser atacada por un organismo

externo (bacterias).

Se inocul6 una solucion de la microalga pura Fischerella musciola proporcionada por la
Escuela Politécnica del Ejercito (ESPE) a través del Centro de Investigaciéon de
Nanociencia y Nanotecnologia en un medio de cultivo definido para establecer la
cinética de crecimiento, este crecimiento fue evaluado durante un tiempo determinado
registrando valores a condiciones controladas de laboratorio mediante la utilizacion de

fotobiorreactores para produccion de biomasa.

Una vez que se llego a la fase estacionaria se realiz6 su cosecha mediante decantacion,
el tiempo de separacion de la fase liquida y acuosa se determind con la curva de
sedimentacion, posteriormente se procedid con el secado de la muestra a una
temperatura y tiempo definido, luego se trituro la muestra obteniendo como resultado el

porcentaje de proteina.

Mediante la caracterizacion de la microalga Fischerella Muscicola conjuntamente con
la evaluacion de la biomasa, se concluyé que el porcentaje obtenido de proteinas cumple
con la cantidad de nutrientes presentes en la industria alimenticia, segun datos de la
FAO.

Palabras clave: Microalga / Fischerella Musciola / Proteinas / Velocidad de Crecimiento
/Nutrientes



Abstract.

In recent years at the biotechnological level, the properties of microalgae have been
studied with the purpose of introducing them as raw material in the production of food
products. For the present study we worked with the microalga Fischerella musciola,
which is characterized by being thermophilic, supporting temperatures of up to 45 ° C,
which would allow it not to lose its properties in case of being attacked by an external

organism (bacteria).

A solution of the pure microalga Fischerella musciola provided by the Polytechnic
School of the Army (ESPE) was inoculated through the Research Center of
Nanoscience and Nanotechnology in a defined culture medium to establish the kinetics
of growth, this growth was evaluated for a time determined by registering values at
controlled laboratory conditions through the use of photobioreactors for biomass

production.

Once the stationary phase was reached, it was harvested by decanting, the separation
time of the liquid and aqueous phase was determined with the sedimentation curve,
followed by the drying of the sample at a defined temperature and time, then the sample

was triturated obtaining the percentage of protein as a result.

Through the characterization of the microalga Fischerella Muscicola together with the
evaluation of biomass, it was concluded that the percentage obtained of proteins
complies with the amount of nutrients present in the food industry, according to FAO

data.

Keywords: Microalga / Fischerella Musciola / Proteins / Growth Speed / Nutrients



INTRODUCCION

Las microalgas son seres unicelulares muy variados en tamario y forma, que existen en
casi todos los habitats conocidos, principalmente acuaticos, marinos como

dulceacuicolas o a veces bajo tierra. (Medina, 2012) Las microalgas se caracterizan por:

a) ser seres principalmente fotoautotroficos, estimandose que el 90 % de la
fotosintesis total de la tierra es realizada por estos vegetales acuaticos;

b) ser seres con gran capacidad de produccion de biomasa; a pesar de que la
biotecnologia de microalgas es similar a la agricultura convencional, las
microalgas tienen muchas ventajas sobre las plantas terrestres. Ellas crecen con
mayor rapidez por su facilidad de division, tienen mayor productividad que los
cultivos tradicionales y pueden obtenerse en condiciones climaticas y regiones
donde los cultivos no pueden hacerlo, tales como los desiertos o zonas costeras.
Una de las principales ventajas de las microalgas es que sostienen el exceso del
CO, atmosférico y producen O, que ayudan a reducir el efecto invernadero;

c) ser seres de composicion compleja que encuentran un campo de actuacion
bastante amplio en la nutricion humana y animal. También contienen sustancias
de alto valor biolégico, tales como &cidos grasos poliinsaturados, proteinas,

antioxidantes, vitaminas y minerales.

Los microorganismos extremofilos, tienen la capacidad de prosperar en ambientes
extremos, tales como las fuentes hidrotermales, dado que viven en ambientes con
condiciones de temperatura, acidez, presion y héabitats con altas concentraciones de
compuestos, ya que tienen la destreza para absorber iones metalicos o tolerar escenarios
hipersalinos (Duran, y otros, 2009). La gama de estas condiciones no hace posible la

vida para la gran mayoria de organismos en la tierra (Rodriguez C., 2005).

Las condiciones de temperaturas para el crecimiento de microorganismos termofilos
oscilan entre 45°C y 80°C, mientras que para hipertermdfilicos estan por encima de
80°C (Rodriguez C., 2005).

Los extremofilos son de gran interés, ya que sobreviven a habitats extremos, al igual
que los procesos metabolicos que utilizan para obtener energia y estabilidad

macromolecular. La tasa de crecimiento de los termdfilos es rapida, pero de corta



duracion dependiendo de los minerales que se encuentren, por ejemplo, los
microorganismos que se desarrollan en fumarolas, chimeneas hidrotermales y bacterias

metanogeénicas (Oliart, Manresa, & Sanchez, 2016).

La membrana celular de los terméfilos es rica en lipidos saturados. En cuanto a las
proteinas, poseen mayor estabilidad por la gran cantidad de enlaces covalentes e
interacciones hidrofobicas. Ademas, tienen enzimas termorresistentes, lo que les ayuda

a trabajar en condiciones extremas (Oliart, Manresa, & Sanchez, 2016).
Clasificacion de los Microorganismos extremafilos segun:

Temperatura. - Segun (Rodriguez, Corral, & Linares, 2006) Rodriguez et al., 2006, los
microorganismos termofilos presentan un margen de temperaturas en el cual pueden
crecer, por ende, se los puede clasificar en termofilos entre los 45-80°C y los
hipertermdfilos, de 80-113°C.

pH. - Los microrganismos extremofilos crecen en un rango determinado de pH, que
dependeran del habitat y concentraciones de sales. Hay que destacar que el pH en el

interior de la célula es aproximadamente neutro (Cardenas, y otros, 2006).

Los aciddfilos crecen en un pH dptimo de 2 a 3, oxidan el azufre del acido sulfirico
como fuente de energia, por lo que se requiere que el microorganismo pueda adaptarse a

pH bajos (Cardenas, y otros, 2006).

Los alcaldfilos se desarrollan en rangos de pH comprendidos entre 8,5 — 11,
generalmente los ambientes donde crecen son lugares muy basicos, como lagos sédicos
0 suelos muy carbonatados. Los alcaldfilos obligados y facultativos necesitan un pH
elevado para sobrevivir, aunque los facultativos también crecen en ambientes neutros.
Bacillus Spirulina y arqueas-haloalcal6filos necesitan altas cantidades de sal para

subsistir (Cardenas, y otros, 2006).

En los ultimos afios se ha logrado avances importantes en la utilizacion de las
microalgas para diversos fines como salud humana, cosmetologia, purificacion de aguas
residuales, prevencion de contaminacion acudtica, industria farmacéutica, acuicultura,
produccion de pigmentos y antibidticos, entre otros. Se han reportado aproximadamente
493 especies que podrian ser utilizadas como alternativas de alimentacion para el
hombre y otros animales (Norton, 1996). En paises como Alemania, Perd, India, Japon

y Meéxico, han registrado que algunas especies de microalgas son un excelente



complemento alimenticio para el hombre, se sabe que las microalgas contienen niveles
de proteina similares a los de las fuentes de proteinas tradicionales, como la carne, el
huevo, la soja y la leche (Gouveia, 2008).

Actualmente la busqueda de nuevas fuentes de energia renovable y suplementos
alimenticios se ha vuelto una prioridad en las politicas de Costa Rica, Honduras, El
salvador, Guatemala, Espafia, entre otros. El Doctor Cristian Agurto Mufioz
Investigador del Centro de Biotecnologia de la Universidad de Concepcién ha
denominado a las microalgas el “oro verde” del futuro ya que se esta extendiendo con
mucha fuerza en el campo investigativo y se ha puesto en mira la produccién de
biodiesel y suplementos proteicos a partir del cultivo de microalgas, ya que su
reproduccion es rapida, es asi como en la composicion proteica de Chlorella vulgaris
(51 — 58 %) y Spirulina maxima (60 — 71%) existiendo un alto porcentaje de proteinas
gue pueden ser transformados en suplementos alimenticios.(Fleurence, 1999)

Todo esto esta conlleva al desarrollo de tecnologias orientadas al cuidado del medio
ambiente, a la reutilizacién de los residuos y a la generacion de energias limpias de bajo
costo que se han tornado indispensables. Entre estas tecnologias, los cultivos de
microalgas adquieren un gran protagonismo, al ser considerados eco-amigables
(ecofriendly process), ya que reciclan eficientemente contaminantes desde medios
liquidos y gaseosos (Olgin, 2003), incorporandolos a su metabolismo para generacion
de biomasa (Markou & Georgakakis 2011).

Los cultivos de microalgas son considerados una tecnologia de mediana complejidad,
con desarrollo en escala de plantas pilotos (Flotats et al. 2011). Al tratarse de
organismos termdfilos presentan una gran ventaja ya que el ataque de microrganismos
externos (hongos, bacterias) pueden ser eliminados con elevadas temperaturas, sin que
las microalgas pierdas sus propiedades, asi también pueden ser cultivadas a partir de

materia prima de subprocesos industriales que generen CO..

El objetivo principal es la obtencion de biomasa a partir de Fischerella muscicola en
condiciones controladas de laboratorio para aplicacion como sustituto proteico en la
industria alimentaria, para el efecto se realiz0 el escalado del cultivo determinado y se
estudié su velocidad de crecimiento y cantidad de nutrientes. Este crecimiento se evaluo

en condiciones controladas, en fotobiorreactores a escala de laboratorio.



Se cuantifico la cantidad de proteinas de la biomasa obtenida de la microalga
Fischerella musciola mediante pruebas de laboratorio y su comparacion con la cantidad

de proteina de otras microalgas utilizadas en la industria alimenticia.

Se analizé la cinética de crecimiento de la microalga Fischerella musciola para la
determinacion de la tasa de produccion determinando las mejores condiciones de

crecimiento. Por lo que se ha planteado la siguiente hipotesis:

“La biomasa proveniente de Fischerella muscicola presenta una buena tasa de

crecimiento celular, y alto porcentaje de proteinas”



1. MATERIALES Y METODOS

1.1.AREA DE ESTUDIO

La cepa de microalga Fischerella musciola, fue proporcionada por la Escuela

Politécnica del Ejercito (ESPE) a través del Centro de Investigacion de Nanociencia

y Nanotecnologia, misma que proviene de las aguas termales de Chachimbiro. El

crecimiento para la obtencién de la biomasa y su posterior caracterizacion se la

realizd en el laboratorio de investigacion de la Universidad Internacional SEK.

1.2.PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO: los componentes utilizados

para la preparacion del medio de cultivo BG — 11 se detallan en la tabla 1.

Tabla 1: Componentes para la preparacion de Medio BG — 11, donde Se prepara stock

(1) mezclando los reactivos de 1 — 8 y se afora a 1000 mL, asi también se prepara el

stock (2) mezclando los reactivos de metales traza (9) y se afora a 1000 mL de agua

bidestilada. Ajuste el pH a 7 - 7.4 con NaOH vy se autoclava, segun (Allen 1968, Allen
and Stainer 1968, Rippka et al. 1979)

#

o o1 AW N

9.1
9.2
9.3
9.4
9.5

Componente
NaNO3
K2HPOs. 3H.0
MgSO4. 7H20
CaCl. 2H.0
Citric Acid
Ammonium
Ferric Citrate
MgNa;EDTA. H20
Na,COs
Metales Traza
Hs;BO:;
MnCl.. 4H,0
ZnS0.. 7TH,0
NaMoO.. 2H,0
CuSO0.. 5H,0

solucion(g / L)
159
40.00
75.0
36.0
6.0

6.0

1.0
20

2869
1.81¢g
0.22 g
0.39¢g
0.08 g



9.6 | Co (NOs).. 6H,0 0.05g

1.3.ESTERILIZACION DE MATERIALES Y MEDIO DE CULTIVO

1.3.1. Esterilizacion del sitio de trabajo
Con solucion de Alcohol Etilico al 70%, se esteriliz6 el material de cristal pipeta,
cajas de Petri, tubos de ensayo, entre otros, asi también el lugar donde se
realizaron las preparaciones de los medios de cultivo y/o manipulacién de la

cepa.

1.3.2. Esterilizacion Fisica
La autoclave marca (Wise Clave) se utilizo para la esterilizacion de los medios

de cultivo, material de cristal a 122 °C y 1 atm de presion.

1.4.CONDICIONES DE CULTIVO

1.4.1. Determinacion de la temperatura 6ptima de crecimiento celular
Se evaluaron los factores de disefio, que permitan establecer el modelo
factorial mas idoneos para determinar el mayor crecimiento celular a
diferentes temperaturas, para posteriormente llevarlos a escala de
fotobiorreactores y obtener la biomasa para la cuantificacion de
proteinas.

1.4.2. Eleccion de variables de disefio
Debido a que la microalga Fischerella Muscicola, es un microorganismo
termofilo por tener la capacidad de prosperar en temperaturas de 45°C, se ha
procedido a definir tres temperaturas para la evaluacion de la cinética de
crecimiento y concentracion inicial de microalga, manteniendo constante la

cantidad de aire suministrado.

1.4.3. Disefio Factorial
El modelo que mejor se ajusté para establecer el disefio fue uno factorial. El

mismo posibilitdé estudiar conjuntamente la incidencia de varios factores o



variables con respecto al crecimiento celular a la vez que permitié evaluar si
existia algun tipo de interaccion entre los mismos. Este arreglo de igual manera
fue de utilidad para determinar las mejores condiciones de reaccion en términos
de la combinacién de los niveles que maximizaron la variable de respuesta.
(Marin, n.d.)

2k
Donde:
k = Numero de Factores o variables de estudio. 2<k<5

2 = Niveles de cada factor

Al considerar dos variables de estudio entre cuantitativas y cualitativas, el
modelo quedé definido como 22 por tanto se necesitd realizar cuatro tratamientos
combinando aleatoriamente los niveles de cada factor. Se realizd ensayos por
triplicado para reducir el error que se pueda provocar en cada una de las

corridas.

1.4.4. Cultivo inicial

Debido a que la microalga es termdfila, para el disefio experimental se realizaron
pruebas para determinar la temperatura Optima para el crecimiento a la cual presenta
mayor cantidad de biomasa estableciendo su cinética de crecimiento, se trabajo con
temperaturas de 25°C, 35°C y 45°C con un nimero promedio inicial de 102222
cel./mL de Fischerella musciola, contenidos en 1000 mL de medio de cultivo BG —

11; para verificar la respetabilidad se realizd el ensayo por triplicado.

1.5. ESCALADO

1.5.1. Fotobiorreactores

Se utilizaron seis reactores cilindricos de vidrio, transparentes y lisos de 4000 mL en
los cuales se colocé 3000 mL de medio de cultivo BG — 11 y se realizaron
inoculaciones de 3 mL de solucion de Fischerella musciola.

Para el crecimiento se determind el pH inicial de cada biorreactor, se suministrd

aireacion con bombas de pecera a la temperatura ambiente (25 — 30 °C), el registro



de conteo celular y la determinacién de absorbancia se realizd en dias alternos
durante 37 dias.
Para definir la cinética de crecimiento de cada uno de los fotobiorreactores se utiliz6
el modelo de crecimiento exponencial N = No x (2)". (Gandara & Janet, 2004)
Donde:
N: namero final de células
No: Namero inicial de células
n: nUmero de generaciones que han ocurrido

N =Nox (2)" (Ecuacion 1)

n = 3,3x% (logN — log No) (Ecuacion 2)

1.5.2. Huminacion

Considerando que la energia luminica no se puede acumular, es un factor que debe

ser incorporada de forma continua (AST ingenieria S. L., 2013).

Para el crecimiento celular se utilizaron lamparas LED mismas que permanecieron

encendidas durante todo el periodo de crecimiento.

1.5.3. Aireacion
La aireacion es necesaria para prevenir la sedimentacion de las algas, para asegurar
que todas las células de la poblacion estén igualmente expuestas a la luz y los

nutrientes, y para mejorar el intercambio de gases entre el medio de cultivo y el aire.

1.6. CONTEO CELULAR

1.6.1. Protocolo (Marin, n.d.)

La concentracion celular que presenta la microalga Fischerella musciola es alta y al

ser dificil su conteo se realizo:

1. Con la ayuda de una varilla agitadora se mezcla el cultivo con el fin de permitir
que las células tengan una distribucién homogeénea.

2. Con una pipeta previamente autoclavada se toma una muestra de 1 mL y se

coloca en un tubo previamente lavado y seco. Se agrega una gota de lugol para



fijar las células. (Solucién A: pesar 10 g de Kl y disolver en 100 mL de agua
destilada. Solucion B: pesar 5 g de I. cristalino y disolver en 10 mL de CHs
COOH. Mezclar ambas soluciones (A+B), agitar bien y mantener en frasco
ambar).
La dilucion utilizada es 1:10 (1 mL de muestra y 10 mL de agua destilada),
pero es necesario verificar que la concentracion resultante sea suficiente para
obtener una precision adecuada, la cual depende del nimero de células
presentes.
Cuando el cultivo estd muy concentrado (>106 cel./mL) se realiza una dilucion

con agua destilada de 1:100 (1 mL de muestra 'y 100 mL de agua destilada)

1.6.2. Introduccion de la muestra en la camara de Neubauer

Se toman 10 uL de la muestra con la micropipeta y se siguen los siguientes pasos:

1.

o~ w DN

Se coloca un cubreobjetos sobre la cdmara de Neubauer, y se coloca en posicion
horizontal sobre la mesa, en un lugar donde nos sea comodo pipetear.

se introduce una punta desechable en el extremo de la micropipeta,

se ajusta la micropipeta para succionar 10 uL de liquido.

se introduce la punta de la micropipeta en la muestra

Se pulsa el pistén o embolo superior de la pipeta suavemente hasta que se siente
como el piston llega al final de su recorrido.

Se saca la punta de la pipeta de la muestra, y siempre manteniéndola en posicion
vertical se lleva hasta la cAmara de Neubauer.

Se coloca la punta de la pipeta en el borde del cubreobjetos, en el extremo de la
camara de Neubauer. Se trata de dejar que el liquido penetre entre la camara y el
cubreobjetos desde el lateral, por capilaridad.

Se suelta el pistdn suavemente mientras se supervisa que el liquido esta entrando
correctamente y de forma uniforme en la cdmara.

En caso de que aparezcan burbujas, el cubreobjetos se haya movido o algo no

haya salido bien, repetir la operacion

1.6.3. Preparacion y enfoque del microscopio



1. Colocar la cAmara de Neubauer en la bandeja del microscopio y fijar la camara
la pinza de sujecion.

2. Encender la luz del microscopio y la camara.

3. Enfocar el microscopio hasta que pueden verse nitidas las células mirando por el
binocular.

4. Buscar el primer cuadro donde vaya a realizarse el recuento.

1.6.4. Consideraciones que tomar durante el conteo celular

1. Si las células tocan el limite superior o el limite izquierdo del cuadro, deben
contabilizarse, pero no se contabilizan si tocan el limite inferior o el limite
derecho.

2. En caso de que la concentracion celular sea muy alta, y sea facil perderse en el

recuento, se suele utilizar un orden de conteo en forma de zig-zag

Figura 1: Recuento con alta concentracion celular

1.6.5. Caélculo de la concentracion

Aplicamos la férmula del calculo de concentracidon celular.

namero de células

Concentracion (cel/ml) = volimen (ml)



El nidmero de células es la suma de todas las células contadas en todos los cuadros.
El volumen es el volumen total de todos los cuadros donde hemos hecho el

recuento. El volumen de 1 cuadro grande es: 0.0001 mL

La férmula para recuento con cuadros grandes en cdAmara de Neubauer

namero de célulasx10000 .,
Ecuacion 3

Concentracion = :
numero de cuadros

En el caso de que hayamos aplicado una dilucion, deberemos trasformar la
concentracion obtenida durante el recuento celular en la concentracion de la muestra

original.

namero de célulasx10000

Concentracion = — —— Ecuacion 4
numero de cuadros Xdilucién

Ejemplo:
Para una dilucién de 1: 10. Dilucion = 0,1
Para una dilucién de 1: 100, Dilucion = 0,01

1.7. OBTENCION DE BIOMASA

Una vez que se ha llegado a la fase estacionaria de crecimiento, se procedié a la
caracterizacion del cultivo mediante la determinacion de la densidad microcelular,
para posteriormente realizar el cosechado de la biomasa por el método de
sedimentacion.

Para la prueba de sedimentacion se tom6 un volumen de 1000 mL de muestra
homogenizada y con la ayuda de una probeta graduada se registraron los valores
de tiempo (min) y altura en (mL), con estos valores se construye la curva de
sedimentacion.

Para la cosecha de la biomasa se utilizaron embudos de separacion y se extrapold
el volumen de cada fotobiorreactor para determinar el tiempo de sedimentacion



que requeriria cada uno, a las siete horas el conteo celular revelo que ya no habia

presencia de microalgas.

La biomasa sedimentada en el fondo del embudo de separacion se trasladd a

bandejas de aluminio, las cuales se introdujeron en la estufa a 70°C durante 10

horas para evaporar toda el agua contenida en ella, después de eso con la ayuda de

un mortero previamente esterilizado se pulverizé la biomasa seca y se pesé en una

balanza analitica, para ser almacena en Falcoms para poder realizar la prueba de

proteinas respectiva.

1.8. CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Para la determinacion de proteina se envio al laboratorio Multianalityca Cia. Ltda.,

quien aplico el método Kjeldahl. Para la aplicacion de este método se realizd:

1.8.1.
1.
2.

10.

11.

Digestion

Pesar 10 g de muestra.

Pesar la muestra sobre el papel libre de nitrogeno y colocarla dentro del
tubo Kjeldahl.

Transferir los tubos de digestion con las muestras al digestor de proteina.
Encender la Sorbona.

Agregar a cada tubo una tableta de Kjeldahl y 15 mL de acido sulfurico
grado técnico.

Acoplar las campanas de extraccion de gases y conectar la manguera a la
trampa de agua.

Abrir la llave de la trampa de agua y prender el Digestor de proteina.

Una vez que el digestor de proteina ha llegado a 400°C +/- 10°C dejar por
aproximadamente 30 minutos para completar la digestion, la finalizacion
del proceso se evidencia cuando las muestras se encuentran de color verde
transparente.

Una vez transcurrido el tiempo necesario, apagar el digestor y dejar
enfriar.

Sacar los tubos del digestor utilizando los guantes de calor, dejandolos en
la Sorbona y verificar que no haya desprendimiento de vapores.

Cerrar la llave de la trampa de agua.



12.

13.

1.8.2.

1.8.3.

1.8.4.

1.8.5.

Una vez frios los tubos, afadir 70 mL de agua desmineralizada
cuidadosamente al tubo. Si se da una reaccion violeta es porque los tubos
estan muy calientes, por lo que se los debe dejar enfriar mas tiempo.

En caso de que las sales solidifiquen después de la digestion, calentar
ligeramente los tubos en el digestor, dejar enfriar y afiadir el agua. Si la

muestra no se diluye agitar con vigor hasta que las sales hayan disuelto.

Destilacion

Colocar 70 mL de agua desmineralizada en el tubo kjeldhal.

Introducir el tubo en la cabina de destilacion, asegurarse de que se encuentre
ajustado y bajar la ventanilla de seguridad.

Sacar el tubo cuidadosamente, usando guantes de calor y desechar el agua.

Blanco

Colocar 70 mL de agua desmineralizada en un tubo kjeldhal.

Introducir el tubo en la cabina, asegurar que se encuentre ajustada y bajar la
ventanilla de seguridad.

El equipo dispensara automaticamente el Acido Boérico y el Hidroxido de
sodio. Para destilar y titular automaticamente desplegado el valor de
volumen de HCI 0.1 N en mL.

Patron — Sulfato de amonio

Secar solamente la cantidad requerida del patron Sulfato de amonio en la
estufa a 130°C por una hora.

Pesar 0.05g a 0.06g de sulfato de amonio seco y anotar el valor.

Trasvasar el tubo kjeldhal y adicionar 70mL de agua desmineralizada.
Introducir el tubo con el patron en el destilador directamente (sin digestion).
Sequir el proceso descrito anteriormente en el BLANCO.

Una vez concluida la destilacion registrar el valor del volumen.

Lectura de muestras:
Introducir el tubo con muestra en la cabina del destilador, asegurarse de que

se encuentre ajustado y bajar la ventanilla de seguridad.



2. EIl equipo dispensara automaticamente el acido bérico y el hidréxido de
sodio. Para destilar y titular automaticamente desplegando el valor de
volumen de HCI 0.1N en mL.

3. Una vez concluida la destilacion, se registra el valor de volumen consumido

y se procede a realizar los célculos.

1.8.6. Formula de célculo

VHCI(mI)XNHCLx0.014X factorx100
g muestra

Ecuacion 5

% Proteina =

Factor de conversion segin norma INEN 1334-2 2011/ programa conjunto FAO/OMS
sobre normas alimentarias comision del CODEX Alimentarius:
e Otros Alimentos: 6.25



RESULTADOS

DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

a. Temperatura de trabajo y cinética de crecimiento celular de Fischerella
Muscicola

Tabla 2: Conteo celular a 25°C, donde C1, C2 y C3 representa el conteo celular de cada
ensayo, C conteo celular promedio y o la desviacion estandar de las mediciones

Tiempo —
( diaf) c1 C2 c3 Cto
104167 100000 102500 102222 + 2097

3 310000 323000 301000 311333+ 11060

5 450000 400000 387000 412333 + 33262

7 481818 468182 451818 467273 + 15021

9 655556 630000 548182 611246 + 56090
11 2028571 2928571 2990476 2949206 + 35741
13 3130435 2788462 2925000 2947965 + 172139
15 2716667 3380000 2944444 3013704 + 337047
17 3407407 3333333 3500000 3413580 + 83505
19 3880769 4000000 4120000 4000256 + 119616
21 4229167 4291667 4170833 4230556 + 60429
23 3777778 4100000 4750000 4209259 + 495234
25 4040000 4434783 4704545 4393109 + 334227
27 4216667 4229167 4426087 4290640 + 117467
29 3884615 4426087 4613636 4308113 + 378558
31 4270833 4347826 4460870 4359843 + 95586
33 4426087 4216667 4413043 4351932 + 117325
35 4590909 4229167 4100000 4306692 + 254471
37 3892308 4627273 4408696 4309425 + 377405
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Figura 2: Cinética de crecimiento a 25°C

N 4309425
No 102222
n 5,36

Tabla 3: Conteo Celular A 35°C, donde C1, C2 y C3 representa el conteo celular de
cada ensayo, C conteo celular promedio y ¢ la desviacion estandar de las mediciones

Tiempo —
( diaf) c1 c2 C3 Cto

1 171429 130000 153333 151587 + 20769

3 557143 450000 477778 494974 + 55603

5 771429 525000 633333 643254 + 123513
7 2739130 2576923 3245000 2853685 + 348459
9 2782609 2615385 3550000 2982664 + 498391
11 3217391 2769231 3575000 3187207 + 403732
13 3304348 2884615 3575000 3254654 + 347865
15 | 3560000 3630435 3722727 3637721 + 81608
17 3380000 3782609 3886364 3682991 + 267477
19 | 3600000 4130435 4136364 3955599 + 307972
21 | 3660000 4065217 4204545 3976588 + 282885
23 | 4413043 4880952 4750000 4681332 + 241394
25 | 4080000 5447368 4312500 4613289 + 731628
27 | 4135714 4456522 5478947 4690394 + 701492
29 | 5090000 3685714 5175000 4650238 + 836383



CINETICA DE CRECIMIENTO T=35°C

5000000
4500000
4000000 o o
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000
1000000
500000 ®
0

Celulas / ml

DIAS

Figura 3: Cinética de crecimiento a 35°C

N 4650238
No 151587
n 491

Tabla 4: Conteo Celular A 45°C, donde C1, C2 y C3 representa el conteo celular de
cada ensayo, C conteo celular promedio y ¢ la desviacion estandar de las mediciones

Tiempo —
( diaS c1 c2 C3 C+o
1 160000 122727 171429 151385 + 25468
3 610000 542727 572727 575152 + 33702
5 4045455 4525000 3833333 4134506 + 354345
7 4545455 4850000 4229167 4541540 + 310435
9 4360000 4871429 5289474 4840301 + 465518

11 4100000 3870370 4325000 4098457 + 227319
13 4200000 3811111 4358333 4123148 + 281590
15 3621429 4140000 3757143 3839524 + 268922
17 3814286 4152000 3875000 3947095 + 180031
19 3650000 4192000 3739286 3860429 + 290599
21 3660714 4208000 3828571 3899095 + 280376




CINETICA DE CRECIMIENTO T = 45°C
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Figura 4: Cinética de crecimiento a 45°C

N 3899095
No 151385
n 4,66

a. Relacion de la absorbancia en funcion del crecimiento celular de Fischerella
Muscicola
Tabla 5: Absorbancia a 25°C, donde M1, M2, M3 representan los valores medidos de
absorbancia de cada ensayo, M el promedio de la absorbancia medida y o la desviacion

estandar de los resultados

Tiempo —
( dias‘; M1 M2 M3 M+o
1 0,392 0387 0,382 0,387 + 0,005
3 0,386 0391 0,385 0,387 % 0,003
5 0,401 0402 0416 0,406 + 0,009
7 0,403 0,405 0,408 0,405 + 0,003
9 0,410 0,408 0,411 0,410 + 0,002
11 0,416 0412 0411 0,413 % 0,003
13 0,406 0,408 0,409 0,408 + 0,002
15 0,408 0412 0,409 0,410 + 0,002
17 0,416 0,412 0,401 0,410 + 0,008
19 0,410 0418 0,416 0,415 + 0,004
21 0,415 0411 0,415 0,414 + 0,002
23 0,416 0415 0,416 0,416 + 0,001




25 0,418 0,415 0,421 0,418 + 0,003
27 0,421 0,424 0,426 0,424 + 0,003
29 0,425 0,427 0,428 0,427 + 0,002
31 0.421 0,422 0,423 0,423 + 0,001
33 0,416 0,418 0,425 0,420 + 0,005
35 0,421 0,422 0,425 0,423 + 0,002
37 0,419 0,427 0,423 0,423 + 0,004

Tabla 6: Absorbancia a 35°C, donde M1, M2, M3 representan los valores medidos de

absorbancia de cada ensayo, M el promedio de la absorbancia medida y o la desviacién

estandar de los resultados

Tiempo —
( dl,as'“; M1 M2 M3 M+o
1 0341 0343 0,395 0,360 + 0,031
3 0389 038 0,401 0,392 + 0,008
5 0,400 0,395 0,394 0,396 + 0,003
7 0415 0418 0,410 0,414 % 0,004
9 0415 0410 0421 0,415 + 0,006
11 0419 0417 0,420 0,419 + 0,002
13 0422 0420 0421 0,421 + 0,001
15 0427 0425 0422 0,425 + 0,003
17 0,428 0425 0,426 0,426 + 0,002
19 0433 0432 0,428 0,431 + 0,003
21 0431 0435 0,432 0,433 + 0,002
23 0427 0437 0435 0,433 £ 0,005
25 0,426 0428 0,431 0,428 + 0,003
27 0423 0431 0,446 0,433 £ 0,012
29 0429 0425 0,425 0,426 + 0,002

Tabla 7: Absorbancia a 45°C, donde M1, M2, M3 representan los valores medidos de

absorbancia de cada ensayo, M el promedio de la absorbancia medida y o la desviacion
estandar de los resultados

Tiempo —
( diag M1 M2 M3 M+o
1 0,351 0,375 0,363 0,363 0,012
3 0,367 0,402 0,401 0,390 % 0,020
5 0,408 0,417 0412 0,412+ 0,005
7 0,424 0,401 0419 0,415 0,012
9 0,427 0,418 0426 0,424+ 0,005
11 0,424 0,431 0428 0,428+ 0,004
13 0,422 0,429 0421 0,424+ 0,004

15 0,419 0,445 0,436 0,433 + 0,013



CONTEO CELULAR

17 | 0421 0,455 0,435 0,437 +0,017
19 | 0418 0,441 0426 0,428 +0,012
21 | 0415 0,421 0,429 0,422 +0,007

Tabla 8: Absorbancia vs Conteo celular promedio C a 25°C

ABS. C

0,387 102222
0,387 311333
0,406 412333
0,405 467273
0,410 611246

0,413 2949206
0,408 2947965
0,410 3013704
0,410 3413580
0,415 4000256
0,414 4230556
0,416 4209259
0,418 4393109
0,424 4290640
0,427 4308113
0,423 4359843
0,420 4351932
0,423 4306692
0,423 4309425

ABSORBANCIA Vs CONTEO CELULAR (T=25°C)
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CONTEO CELULAR

Figura 5: Correlacion de la concentracion celular Vs densidad Optica a 25°C

Tabla 9: Absorbancia vs Conteo celular promedio € a 35°C

ABS. C

0,3597 151587

0,3920 494974

0,3963 643254

0,4143 2853685
0,4153 2982664
0,4187 3187207
0,4210 3254654
0,4247 3637721
0,4263 3682991
0,4310 3955599
0,4327 3976588
0,4330 4681332
0,4283 4613289
0,4333 4690394
0,4263 4650238

ABSORBANCIA Vs CONTEO CELULAR (T=35°C)
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Figura 6: Correlacion de la concentracion celular Vs densidad Optica a 35°C

Tabla 10: Absorbancia vs Conteo celular promedio C a 45°C

ABS. C

0,363 | 151385
0,390 = 575152
0412 | 4134596




0,415 4541540
0,424 4840301
0,428 4098457
0,424 4123148
0,433 3839524
0,437 3947095
0,428 3860429
0,422 3899095

ABSORVANCIA Vs CONTEO CELULAR (T=45°C)
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Figura 7: Correlacion de la concentracion celular Vs densidad optica a 45°C

ESCALADO
A pesar de haber determinado que la temperatura 6ptima de crecimiento es de 35°C, al
no contar con planchas de calentamiento suficientes para el nimero de fotobiorreactores

utilizados se decidio trabajar a 25°C (temperatura ambiente).

a. Calculo de la cinética de crecimiento celular de Fischerella Muscicola a 25°C

en fotobiorreactores

Tabla 11: Conteo celular a 25°C, donde C1, C2, C3, C4, C5y C6 representa el conteo

celular de FOTOBIORREACTOR, C conteo celular promedio y o la desviacion
estandar de las mediciones



DIAS C1 C2 C3 C4 C5 C6 C+o
226801 +
1 | 200000 224000 219347 228475 268697 220287 Soo0)
3 | 207500 260000 239700 250000 226667 215785 332225 *
429147 +
5 | 413333 437475 424854 425884 457372 415962 oo
456622 +
7 | 420000 455556 457985 445803 492500 467890 o000
O | 4833333 5137903 5000000 4733333 5780000 5857143 2225019
+ 481865
5797582
11 | 5603333 5521168 5826082 5873322 5046454 5925132 -
7381389
13 | 7666667 7500000 7507533 7703645 7430487 6480000 [
15 | 8307692 8204750 8292683 8364550 8401282 8302934 Eﬁ;ﬁ;if
17 | 8462069 8503542 8507345 8405665 8517746 8540000 Efﬁ;;;f
8674798
10 | 8712000 8633464 8735343 8634495 8573645 8754840 o
8772906
21 | 8857143 8724232 8873635 8622753 8734332 8825343 o))
23 | 9864211 8825343 8963534 8826343 8062423 0035344 229933
+ 523263
12181349
25 12000000 11937464 12736430 12000083 12039475 12374643 % o
12601267
27 12800000 12003746 12037454 12486220 12844532 12445652 %)
29 | 12133333 12104756 12848464 12349857 12847565 12044653 1%;;?%2?
31 | 12384211 12048465 12037454 12765433 12343470 12475653 1%iﬁiif§
33 | 12326667 12048544 12048765 12345664 12365442 12735454 1%2;&;;?
35 | 12300000 12394743 12049875 12345673 12837564 12937465 1%;2;55;
Tabla 12: Modelo de crecimiento exponencial a 25°C
c1 Cc2 c3 ca C5 C6
N | 12300000 12394743 12049875 12345673 12837564 12937465
No | 200000 224000 219347 228475 268697 220287
no 5,91 5,75 5,74 5,72 5,54 5,84
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Figura 8: Cinética de Crecimiento (Fotobiorreactor 1) a 25°C
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Figura 9: Cinética de Crecimiento (Fotobiorreactor 2) a 25°C
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Figura 10: Cinética de Crecimiento (Fotobiorreactor 3) a 25°C
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Figura 11: Cinética de Crecimiento (FOTOBIORREACTOR 4) A 25°C
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Figura 12: Cinética de Crecimiento (Fotobiorreactor 5) a 25°C
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Figura 13: Cinética de Crecimiento (Fotobiorreactor 6) a 25°C

b. Resultado del tiempo de sedimentacion de la biomasa proveniente de
Fischerella Muscicola

Tabla 13: Resultados de sedimentacion

t(h)  h(mL)

0 980
1 854
2 711
3 601
4 511




5 419
6 325
7 231
8 222
9 219
10 217
11 215
12 215
13 214
14 214
15 214

Curva de sedimentacion
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Figura 14: Curva de sedimentacion

a. Productividad de biomasa seca
Tabla 14: Productividad de biomasa seca de Fischerella Muscicola

Fotobiorreactor g L g/L
1 17,20 2,15 8,00
2 17.80 2,01 8,85
3 17.70 2,04 8,67
4 18.25 2,03 8,99
5 19.92 2,07 9,62
6 19.90 2,08 9,57
TOTAL,

BIOMASA HoTT




b. pH de trabajo
Tabla 15: pH de trabajo

Fotobiorreactor pHi  pHf

1 7,69 9,56
2 7,46 8,62
3 7,58 9,65
4 7,30 9,13
) 7,84 9,30
6 7,03 9,72

c. Cuantificacion de Proteinas

Tabla 16: Porcentaje de proteinas de diferentes microalgas

Microalga %Proteina
Scenedesmus obliqus 50-56
Chlorella vulgaris 51-58
Spirulina maxima 60-71
Dunaliella Salina 57
Fischerella muscicola 33,26




DISCUSION

Cinética de Crecimiento

En el disefio experimental el crecimiento celular de la microalga Fischerella Muscicola
soporta temperaturas de entre 25 °C a 45°C, sin embargo en las figuras (2), (3) y (4) se
observa que la fase exponencial de crecimiento durante tres semanas reporta lo
siguiente:

Tabla 17: Generacién de millones de células/mL de microalgas y tiempo en el que
inicia la fase exponencial de crecimiento

Temperatura °C ~ Generacion de células/mL  Tiempo (dias)

25 5.36 11
35 491 7
45 4.66 5

Con el anélisis realizado se determina que la mejor temperatura de trabajo es 35°C,
pero, al no contar con las suficientes planchas de calentamiento que permanezcan a esta

temperatura, se decidio trabajar a temperatura ambiente.

En el escalado, la cinética de crecimiento del régimen de operacidon elegido se parti6 de
una concentracion determinada de microalga con un medio de cultivo BG-11, la
concentracion de la biomasa fue incrementandose hasta agotar nutrientes y/o la luz
llegue a ser limitante. En este sentido todos los fotobiorreactores se ajustaron a las fases
de un cultivo microbiano: aclimatacion, crecimiento exponencial y fase estacionaria, sin
embargo en las figuras (2), (3), (4), (8), (9), (10), (11), (12) y (13) presentan un salto
significativo en la fase exponencial debido a que los fines de semana no se siguio la
cinética en dias alternos por lo que no existen datos continuos de medicién en ese

tramo.
Para poder entender la cinética de crecimiento se debe considerar que las principales
variables que pudiesen convertirse en limitantes son, pH, temperatura, medio de cultivo

y luz, por lo que para el escalado se trabajaron con las siguientes condiciones:

Tabla 18: Variables de trabajo consideradas en la experimentacion



VARIABLES VALORES

pH 7-8

Luz Artificial (LED)
Temperatura 25-30°C
Medio de cultivo BG-11

Asi también se debe considerar que la microalga debe receptar varias sales para que su
crecimiento cumpla con todas las fases de cultivo microbiano por lo que el medio de
cultivo BG — 11 aporta con fuentes de carbono, compuestos organicos, N, P, S, Mg, Ca,
K'y algunos metales.

Para asegurar que dentro de los fotobiorreactores se dé la reaccién fotosintética, se debe
proporcionar aire, que en este caso fue inyectado por bombas de peceras, con una
potencia de 3.5 W, presion de aire 19kPa y salida de aire por hora de 360l/h, sin
embargo, no existio una distribucion uniforme ya que el aire fue inyectado
perpendicularmente, motivo por el cual se podria aducir que la velocidad de crecimiento
se detuvo aproximadamente a los 25 dias y posiblemente si se hubiese inyectado aire de
manera uniforme el tiempo en que la microalga llegue a su fase estacionaria seria
menor, asi también al obtener el pH entre 9, supone que la cantidad de nutrientes se
consumieron o en su defecto se corrobora que el aire no tuvo una distribucion uniforme.
Para proximos estudios se debe considerar que la distribucion de aire debe asegurar que
la mezcla de nutrientes sea uniforme, esto también permitira que las microalgas no
sedimenten o se peguen en las paredes de los fotobiorreactores y que su proceso
fotosintético se dé correctamente, pudiendo disminuir el tiempo de crecimiento celular.
Al llegar a la fase estacionaria se realizo la separacion de la biomasa por decantacion.
Previamente se elabor6 la curva de sedimentacién donde se obtuvo que el tiempo
optimo es de 7 horas, tiempo en el cual se verificO que no existia presencia de
microalgas en el sobrenadante por conteo celular.

Se recomienda que para recuperar la biomasa que se queda en la fase liquida, esta sea
tratada posteriormente con un floculante organico para separar las particulas coloidales
que pudiesen permanecer posterior al proceso de sedimentacion.

Debido al alto contenido de humedad de la biomasa, se debe colocar la misma
proporcion en las bandejas utilizadas y el secado debe ser controlado constantemente,
ya que la biomasa seca puede llegar a quemarse lo que ocasionaria la perdida de sus

propiedades.



Densidad éptica

Los datos de absorbancia versus cantidad de células registradas por mL para las
temperaturas de 25°, 35° y 45°C, de las figuras (5), (6) y (7) no guardan una relacion
lineal, observandose que en la fase estacionaria del crecimiento celular los valores de
absorbancia van en aumento y no se mantienen constantes, como tedricamente deberia
ocurrir, por lo que el método de densidad optica no es viable para la determinacion de la
concentracion celular de la microalga Fischerella Muscicola., ya que los clusters
formados impiden la formacion de cultivos homogéneos.

Segun David Dunning de la revista Geniolandia (2018), menciona que “A densidades
Opticas por encima de 0,4, los grados en los que las células pueden ser ensombrecidas
por otras células o la luz reflejada muchas veces es apreciable. A densidades Opticas
mayores la densidad Optica no corregida de las suspensiones celulares ya no es
directamente proporcional al nimero de células™, en este caso los valores registrados
en el espectrofotometro se encuentran en el rango de 0,2 a 0,4, registrados en las tablas
6,7,8, 15, 16, 17, 18, 19 y 20, por lo que se debio realizar diluciones y tomar las
muestras en las mismas condiciones para cada fotobiorreactor, explicando de esta
manera las curvas obtenidas en las figuras (5),(6),(7),(14),(15),(16),(17),(18) y (19).

Productividad de biomasa seca

La productividad de biomasa seca de cada uno de los fotobiorreactores tiende ser la
misma debido a que las condiciones de cultivo se mantuvieron constantes y no existio
contaminacion externa, por lo que se obtuvo un total de 110,77 gramos en 24 litros me
medio de cultivo.

La biomasa seca fue enviada al laboratorio Acreditado por el SAE Multianalytica Cia.
Ltda., quien a través del método kjeldhal, determind que la microalga Fischerella
musciola contiene un aporte del 33.26 %; este porcentaje es menor a los que contienen
microalgas como Scenedesmus obliqus (50-56 %), Chlorella vulgaris (51-58 %),
Spirulina maxima (60-71 %), por lo que es aconsejable realizar un analisis técnico —
econdémico respecto a la viabilidad de utilizar la biomasa de Fischerella musciola, como

proteina para la industria alimenticia en especies animales.

Para determinar que la microalga Fischerella muscicola, puede ser utilizada como
suplemento alimenticio por la cantidad de proteinas presentes, es necesario considerar

que para alimentacién humana existen estrictas normas de seguridad alimentaria, por lo



que se deben realizar ensayos de aminoacidos, acidos nucleicos, entre otros
especificados en las normas ecuatorianas, sin embargo, estas pueden ser consideradas

para alimentacién animal.

CONCLUSIONES

1. La productividad de biomasa seca es superior a la obtenida de estudios previos
en consorcios de Vischeria/Scenedesmus sp, Chlorella/Monoraphidium
Contortum sp, provenientes de la laguna de Limoncocha.

2. El método de densidad dptica no fue un método viable para Fischerella
Muscicola, ya que crece formando clusters que impiden la formacion de cultivos
homogéneos.

3. Para el crecimiento celular de la microalga Fischerella Muscicola, se debe
considerar, intensidad de la luz dentro del reactor y la mezcla del medio de
cultivo por inyeccion de aire y los clusters que presenta.

4. El aumento del pH es un indicador de que los nutrientes del medio de cultivo se
estan agotando y que empieza la fase estacionaria.

5. La microalga Fischerella Muscicola no requiere de la utilizacion de floculantes
para su separacion ya que las particulas presentan la facilidad de agruparse para
aplicacion de la técnica de decantacion, siendo la principal ventaja para ser
introducido en la industria alimenticia ya que no requiere la utilizacion de
productos quimicos.

6. El porcentaje de proteinas obtenido de la microalga Fischerella Muscicola se
potencializa como un nutriente de alta calidad comparable con las proteinas
vegetales convencionales, asi como las presentes en las microalgas Scenedesmus
obliqus, Chlorella vulgaris, Spirulina maxima y Dunaliella Salina dandole un
potencial valor agregado en la industria alimenticia como fuente proteica.

7. A escala industrial la principal ventaja de microalga Fischerella Muscicola, es
que con el aumento de temperatura se puede evitar contaminacion de
microorganismos externos que pudiesen presentarse en la produccién de

biomasa a gran escala.
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ANEXO A: REGISTRO FOTOGRAFICO

Al. DISENO EXPERIMENTAL

Figura 16: Crecimiento celular a diferentes temperaturas



A2. MONTAJE DE FOTOBIORREACTORES

Figura 18: Fotobiorreactores en la fase de crecimiento celular



Figura 19: Fotobiorreactores en la fase estacionaria

A3. CONTEO CELULAR
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Figura 20: Fischerella Muscicola vista al microscopio




Figura 21: Conteo en cdmara de Neubauer de Fischerella Muscicola

A4. COSECHA DE BIOMASA

Figura 22: Medicion de pH final
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Figura 24: Separacion de fases



A6. SECADO DE BIOMASA
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Figura 26: Pesaje de biomasa seca
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Figura 27: Biomasa seca y triturada




ANEXO B: RESULTADO DE LABORATORIO

B1. DETERMINACION DE PROTEINAS

Laboratorio de Andlisis y Aseguramiento de Calidad

INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-FQ.30040

SA 38666a
Cliente: YUNGA ATAPUMA JOHANA Lote: s
Fecha Elaboracion:
Direccidn: COLIBRI G VeRE —
Muestreado por: €l Cliente Fecha Recepcidn: 23/02/2018
Muestra de: MATERIA PRIMA Hora Recepcién: a:33
Fecha Analisis: 26/02/2018
Descripcion: MICROALGA FISCHERELLA MUSCICOLA Fecha Entrega: 01/03/2018
¢édige: |
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Clor: Caracteristico
Estado: Solido
Contenido Declarado: 10g

Contenido Encontrado:

Observaciones:

Los resultados reportados en el presente informe se refieren & las muestras entregadas por el cliente a
nuestro laboratorio

RESULTADO FISICO-QUIMICO

PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO MEIGOG DY
REFERENCIA
PROTEINA (F: 6.25) % 33.26 MFQ-01 AOAC 2001.11
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