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Resumen

La indagacion de nuevas fuentes de energia alternativas diferentes a las provenientes de
combustibles fésiles han hecho que se desarrolle un campo de investigacion en organismos
vivos como son las microalgas aportando una posible solucion a esta problematica, en este caso
el uso para este trabajo de la micro alga Fischerella musciola se debe a las caracteristicas de
este microorganismo clasificado como extremofilo; los cuales tienen como habitat natural
ambientes que se consideraban demasiado hostiles para permitir la supervivencia de
organismos vivos. Los microorganismos termofilos se clasifican en base a la condicion fisica o
quimica extrema del ambiente donde se desarrollan por ejemplo los terméfilos (temperatura
Optima de crecimiento superior a 45 °C); al cual pertenece la cepa que se utilizo en este trabajo;
el potencial uso de esta micro alga se basa en baja contaminacion de otras especies de
microalgas y otros patdgenos, la posibilidad de aprovechar gases de combustidn provenientes
de fuentes fijas a altas temperaturas y con alta concentracion de CO. para su crecimiento,
obtencion de biomasa y lipidos; y potencial uso en la elaboracion de biocombustibles. El cultivo
fue proporcionado por la Escuela Politécnica del Ejercito (ESPE) a través del Centro de
Investigacion de Nanociencia y Nanotecnologia, el cual fue aislado e identificado de aguas
termales de Chachimbiro, Provincia de Imbabura. En el presente trabajo se realiz6 un
crecimiento de fischerella muscicola haciendo uso de medio BG-11 y para su desarrollo se
utilizo un fotobiorreactor de fondo plano y fotobiorreactores de 4 litros. Primero se realizé un
proceso de escalado en laboratorio de 30 dias, se llevo a un fotobiorreactor para su crecimiento
pero no se produjo crecimiento; a partir de eso se realizaron dos ciclos de crecimiento en
laboratorio de 14 y 21 dias de evolucion respectivamente, se obtuvieron aproximadamente 30
g de biomasa seca. Con la biomasa obtenida a nivel de laboratorio se realiz6 un proceso de
hidrolisis acida y extraccion sélido-liquido se obtuvo un porcentaje de 3.38 de lipidos y a traves
de cromatografia de gases se determind una composicion que contiene &cidos grasos saturados,
insaturados y poliinsaturados.

Palabras clave: Microalgas/Biomasa/Biocombustible/Termofilo/Lipidos/Acidos grasos



Abstract.

The investigation of new alternative energy sources different from those from fossil fuels have led to
the development of a research field in living organisms such as microalgae, providing a possible solution
to this problem, in this case the use for this work of the micro alga Fischerella musciola is due to the
characteristics of this microorganism classified as extremophile; environments that were considered to
be too hostile to allow the survival of living organisms. They are classified on the basis of the extreme
physical or chemical condition of the environment where thermophiles develop (optimum growth
temperature above 45 ° C); to which the strain that was used in this work belongs; The potential use of
this microalgae is based on the possibility of using combustion gases from fixed sources at high
temperatures and with high concentration of CO2 for its growth, obtaining biomass and lipids; and
potential use in the development of biofuels. The culture was provided by the Polytechnic School of the
Army (ESPE) through the Research Center of Nanoscience and Nanotechnology, which was isolated
and identified from hot springs of Chachimbiro, Imbabura Province. In the present work, a growth of
muscicola fischerella was made using a BG-11 medium for its development, using a flat bottom
photobioreactor and 4 liters photobioreactors. First carrying out a process of escalation in labotatorio of
30 days and after two cycles of growth of 14 and 21 days of evolution of which approximately 30 g of
dry biomass were obtained. Through a process of acid hydrolysis and solid-liquid extraction a
percentage of 3.38 of lipids was obtained and through gas chromatography a composition containing

saturated, unsaturated and polyunsaturated fatty acids was determined.

Key words: Microalgae / Biomass / Biofuel / Lipids/ Thermophilic/ Fatty Acids



INTRODUCCION

La emision de gases de efecto invernadero a la atmésfera han obligado a la busqueda de fuentes
de energia mas limpia y desarrollo de procedimientos que contribuyan con este fin, por lo que
se busca estudiar la posible aplicacion de una especie de microalgas cuya caracteristica
principal es ser termofila para su posible aplicacion en la producciéon de biocombustibles,
direccionada al &mbito de energias renovables.

Como antecedentes al presente trabajo en la Universidad Internacional SEK se realizaron dos
trabajos en 2017 (Subia 2017; Coral 2017) referentes al uso de micro algas enfocadas en una
aplicacion de biocombustibles utilizando especimenes provenientes de Limoncocha tanto a
nivel laboratorio como a escala piloto utilizando un fotobiorreactor de fondo plano disefiado y
construido para dicho fin, durante la revision bibliografica se encontraron trabajos en varias
Universidades del pais como ESPE (Beltran, M. 2013) , USFQ); asi también se realizaron varias
tesis destinadas a buscar una fuente de energia renovable con el auspicio de Corporacion para
la Investigacion Energética, una iniciativa privada que funciond hasta inicios del 2016 en Quito,
obteniéndose varios trabajaos de tesis enfocados al desarrollo de biocombustibles; asi tambiéen
esta organizacion logro compilar una coleccidn de microalgas de varias provincias y diferentes
ecosistemas en el Ecuador.

Los microorganismos extremofilos tienen como habitat natural ambientes hostiles que incluyen
manantiales calientes, sistemas hidrotermales submarinos poco profundos o sistemas de
aberturas termales abisales, tierras y mares polares frios y glaciares alpinos; lagos salinos y
ambientes con valores de pH extremos, sea acido (zonas de solfataras, minas) o alcalino (fuentes
carbdnicas, tierras y lagos alcalinos); y con relativa frecuencia, en zonas que combinan dos o
mas factores extremos, como alta temperatura y condiciones acidas, en los manantiales acidos
y calientes de zonas volcanicas, o baja temperatura y alta presion, en los fondos marinos.

Las condiciones fisico-quimicas de estos ambientes distan de los valores en los que la vida de
muchos organismos es posible. El agua liquida, el suministro de energia y el control de la misma
y las condiciones de 6xido-reduccion ambientales son indispensables para la vida, por lo que
los extremofilos deben vivir dentro de esos parametros o bien ser capaces de mantenerlos
regulados intracelularmente. Por ejemplo, la membrana celular de los terméfilos contiene
acidos grasos saturados que mantiene a la célula lo suficientemente rigida para sobrevivir a
elevadas temperaturas. Las proteinas de los termdfilos son especialmente estables, ya que
poseen un mayor numero de puentes de hidrogeno entre sus aminoacidos, poseen menor

flexibilidad, un menor nimero de giros en su estructura, tienen una carga superficial mayor y



pocos aminoacidos termolabiles hacia el exterior, en comparacién con sus contrapartes
mesofilas (Ros et. al 2014).

La influencia de las diferentes variables en el cultivo de micro algas, afectan en mayor o menor
grado la produccion de lipidos y su aplicacién en la obtencion de biocombustibles. De la
investigacion bibliogréafica realizada, varios autores como Pefiaranda et. ; concluyen que aunque
el comportamiento de estos microorganismos ante condiciones de estrés fisiologico es variable
entre especies; la limitacién de nutrientes especialmente nitrégeno y fésforo (Pefiaranda et. al
2013), asociado a altas intensidades luminosas se consideran como las condiciones mas
eficientes para incrementar el contenido de lipidos, en particular de triglicéridos constituidos
por acidos grasos saturados y monoinsaturados, ideales para la produccion de biocombustibles.
De igual forma, sefialan que la presencia de pequefias cantidades de CO: y la cosecha de la
biomasa en la fase estacionaria de crecimiento, incrementan el contenido de lipidos y

disminuyen el nimero de insaturaciones de los acidos grasos que lo conforman.

La produccion de lipidos depende de la especie de microalga y de parametros ambientales tales
como la intensidad y el tipo de luz, la composicién del medio de cultivo, temperatura, pHy la
asociacion con otros microorganismos. Los cultivos de microalgas presentan la ventaja de que
el contenido lipidico puede ser controlado en funcién de las condiciones de cultivo,
principalmente mediante la limitacion de nutrientes. Numerosos estudios reportan que las algas
verdes triplican su contenido lipidico durante los primeros 4 a 9 dias de ausencia de nitrégeno
en el medio, ésta condicion también modifica el perfil lipidico, ya que se han documentado
situaciones en las cuales esta insuficiencia incrementa la proporcion de triglicéridos y reduce
los lipidos polares (Chisti, 2007).

Las productividades lipidicas elevadas y los altos contenidos de biomasa son mutuamente
excluyentes, es decir, la presencia de nitrdgeno promueve altas velocidades de crecimiento y
un contenido lipidico bajo, mientras que la deficiencia de nitrégeno reduce la velocidad de
crecimiento y resulta en un contenido de lipidos elevado. Y debido a que los lipidos
microalgales son productos intracelulares, la productividad lipidica global es proporcional al
contenido lipidico celular multiplicado por la productividad de biomasa, obteniendo bajas
cantidades de produccidn lipidica debido a la baja produccion de biomasa; por ello, se han
considerado diferentes especies como Chorella y Scenedesmus como candidatos para la

produccion comercial de lipidos debido a su rapido crecimiento y facil cultivo. Se han reportado



en C. emersonni, C. minutissima, C. vulgaris y C. pyrenoisa rendimientos de 63%, 57%, 40%

y 23% de peso seco de acumulacion lipidica (Cheng et al., 2010)

Los sistemas de produccion de microorganismos fotosintéticos se dividen principalmente en
dos tipos: sistemas abiertos (lagunas de estabilizacidn, contenedores.) y sistemas cerrados
(tanques tipo fermentador, fotobiorreactores tubulares y laminares). En los sistemas abiertos es
importante determinar el material de construccién, controlar la turbulencia, la direccion de flujo
y tener la mayor superficie de contacto posible con la luz solar, ya que el cultivo esta en contacto
directo con el ambiente; mientras que en los sistemas cerrados debe considerarse el disefio del
sistema, control de temperatura, tipo y duracion de iluminacion, asi como la carga inicial al

sistema.

Existen dos principales sistemas de cultivo de microalgas: fotobiorreactores abiertos y cerrados
0 Raceway, estos sistemas pueden ser iluminados por luz artificial, solar o ambas. Diversos
fotobiorreactores cerrados han sido estudiados debido a que permiten tener mayor control sobre
las condiciones de cultivo que los sistemas abiertos, y se han obtenido mayores productividades
de biomasa al mismo tiempo que se previenen agentes contaminantes (Hu et al., 2008).

Sin embargo, son pocos los fotobiorreactores cerrados que pueden emplear la energia solar
eficientemente para la produccion de biomasa, por ello es importante entender algunos aspectos
hidrodindmicos y de transferencia de masa requeridos por fotobiorreactores para mejorar la
productividad de biomasa algal. Los principales sistemas de cultivo cerrados son: columnas de
burbujas columnas airlift, tanques agitados, fotobiorreactores conicos y tubulares helicoidales.
Generalmente, los fotobiorreactores operados a nivel laboratorio son iluminados artificialmente
de manera interna o externa por ldmparas fluorescentes o distribuidores de luz (Degen et al.,
2001).




MATERIALES Y METODOS

FISCHERELLA MUSCICOLA
La especie utilizada para la ejecucion de este trabajo fue facilitada por la Escuela Politécnica

del Ejército (ESPE); se accedio a esta cepa debido a un convenio que existe entre la mencionada
institucion educativa y la Universidad Internacional SEK.

Este espécimen fue colectado y aislado en el afio 2017 de las aguas termales de Chachimbiro,
en la provincia de Imbabura, cantén Urcuqui, al noroeste del Ecuador. Latitud: 0°27'37.26" S;
Longitud: -78°14'14.63" O, Altura Media: 3050 m.s.n.m. (Moposita 2017)

Gréfico 1. Localizacion de toma de muestra de fischerella muscicola
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CARACTERISTICAS DE FISCHERELLA MUSCICOLA

Grafico 2. Fischerella muscicola (tomada con objetivo de 100 X en Laboratorios de la
UISEK)

Tabla 1: Caracteristicas de Fischerella muscicola, segin (Moposita 2017)

Imperio Prokaryota

Reino Eubacteria
Clase Cyanophyceae
Subclase Nostocophycidae
Orden Nostocales
Género Fischerella

Fuente: Moposita (2017), Identificacion De Bacterias, Microalgas Y Hongos Termofilos De
La Fuente Geotermal “Chachimbiro” Mediante Técnicas Microbiologicas y Moleculares: 24-
25

MEDIO DE CULTIVO
Para el desarrollo de la cepa de Fischerella muscicola se utiliz6 Medio BG-11, el cual tiene la

siguiente composicion:



Tabla 2. Composicion del medio de cultivo BG 11, segun (Allen 1968, Allen and Stainer
1968, Rippka et al. 1979)

N° Componente solucién Adicion en 1 Litro de agua
(0. L-1d destilada
H-0)
1 NaNOs 15¢
2 K2HPO4. 3H20 40.00 1mL
3 MgSOs. 7H20 75.0 1mL
4 CaCl. 2H.0 36.0 1mL
5 Citric Acid 6.0 1mL
6 Ammonium 6.0 1mL
Ferric Citrate
7 MgNa.EDTA. H.O 1.0 1mL
8 Na2COs 20 1mL
9 Metales Traza
9.1 Hs:BO; 28649
9.2 MnCl,. 4H.0 18149
9.3 ZnS0,. 7TH,0 0.22 g 1mL
94 Na;MoO.. 2H,0 0.39¢
9.5 CuSO0.. 5H;0 0.08¢
9.6 Co(NOs).. 6H,0 0.05¢g

Preparar cada una de las soluciones desde el nimero 1 al 8; y de todos los numerales 9.1 a 9.6,
mezclar en proporcion 1:1, medir el pH inicial y si este es mayor a 7.8, neutralizar con una
solucion de HCL 1M. hasta alcanzar un valor comprendido entre 7.4 a 7.8. Esterilizar a 122°C
durante 15 minutos en una autoclave; dejar enfriar y colocar en el cultivo en una proporcion de
1: 3.



CONDICIONES DE CULTIVO INICIAL

Para el inicio de la fase de crecimiento se inoculo 40 mL de cultivo de Fischerella Muscicola
con 120 mL de medio; divididos en 4 matraces de 100 mL respectivamente; partiendo de un
namero inicial de 150 cel/mL de las cepas. Semanalmente se realizé un escalado a matraces de
250, 500 y 1000 mL, usando agitacion mecanica, suministro de aire proveniente de un

compresor para continuar con el crecimiento y luz de lamparas LED

TEMPERATURA DEL PROCESO

Se realizaron 3 muestras a tres diferentes temperaturas 25, 35 y 45°C a nivel de laboratorio; con
el fin de conocer la temperatura 6ptima de crecimiento y replicarla en el fotobiorreactor de
fondo plano ubicado en las areas exteriores de la Facultad de Ciencias Naturales y Ambientales
de la UISEK ; este paso se realizd con el fin de encontrar un modelo experimental que determine
una condicion éptima, la cual se dio a 35°C, segun (Yunga, 2018). En la seccidn de resultados

se presentan graficos de crecimiento celular a la temperatura de referencia.

CULTIVO EN FOTOBIORREACTOR DE FONDO PLANO

Se utiliz6 un reactor PBR de placas planas, con las siguientes especificaciones: el volumen de
trabajo 55 L 0,7m de ancho, 0,6m de largo y ancho 0,17m. Los materiales de construccion
fueron laminas de vidrio de 8mm de grosor con un marco y soportes de Aluminio, para el flujo
de aire se utilizd una manguera de silicona con un didmetro interno de 4 mm, esta manguera
tiene un largo de 4m y posee 200 agujeros con un diametro de 0,50 mm, en su interior esta
rellena de un cable de acero inoxidable de 3mm para darle soporte, peso, y forma a la manguera.
El flujo de aire se controla por medio de una valvula de aguja, a la entrada del Reactor, y en el
interior del tanque cuenta con unas valvulas de aguja que permiten regular el flujo que sale de
los orificios de la manguera, el PBR tiene en la parte baja un drenaje de 1 ¥ de pulgada que
permite la descarga del mismo. EI PBR se encuentra ubicado en el exterior por lo tanto tiene la
iluminacién de la Ciudad de Quito, asi mismo los parametros de transferencia de masa fueron
calculados utilizando fuentes bibliogréaficas a la temperatura de 30 + 1°C y a una presion

atmosférica de aproximadamente 0,760 atm (Coral 2017).



Grafico 3. Fotobiorreactor de fondo plano (Disefio )
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Fuente: Coral A, (2017) Disefio, construccién y operacion de un fotobiorreactor plano para la
produccion de biomasa en condiciones ambientales a partir de microalgas y su uso posterior en
la industria energética

Este proceso se inicié con 3 L (150000 celulas/mL). de cultivo de fischerella muscicola en 10
L de medio de cultivo BG11, luego de varios dias, tomando muestras y observandolas al
microscopio se determind de que no se encontraban células de fischerella muscicola; en el
fondo del biorreactor de fondo plano se observo un precipitado de color pardo, por lo que se
decidié evacuar este medio de cultivo, limpiar el foto biorreactor y repetir la experimentacion
colocando un nuevo cultivo con igual volumen y cantidad de medio de medio cultivo. Luego
de varios dias de iniciado el proceso se determiné el decrecimiento y desaparicion de cepas de
fischerella muscicola; se observé a través del microscopio el crecimiento de una especie no

identificada.



Gréfico 4. Cultivo en Fotobiorreactor de Fondo Plano (exteriores UISEK)

Gréfico 5. Especie no identificada (objetivo 40 x Laboratorios UISEK)

CULTIVO EN FOTOBIORREACTOR EN LABORATORIO
En cuatro foto biorreactores de capacidad de 4 L se cultivaron 500 mL. de fischerella muscicola

y 1.5 mL de medio BG-11; en un ambiente en el cual no recibia la luz del sol directamente y
libre de luz artificial; se establecié un crecimiento mas lento de esta especie comparandolo a
una experimentacion realizada bajo luz artificial, teniéndose un periodo de crecimiento de

alrededor de 21 dias.



Gréfico 6. Cultivo en Foto biorreactores a nivel de laboratorio (Laboratorio UISEK)

CONDICIONES DE ILUMINACION

Es un factor determinante en los procesos de fotosintesis de las microalgas y se puede ver
afectado por las sustancias disueltas o suspendidas en el medio liquido. La fuente de luz puede
ser artificial o natural, aunque se prefiere la primera porque la luz solar contiene rayos
ultravioleta que pueden ser nocivos para las células (Pefia et. al 2014).

La radiacion luminica en que las microalgas y cianobacterias son capaces de realizar
fotosintesis y crecimiento celular esta entre 400 y 700 nm, con una iluminancia éptima de 11
klux. Si la cantidad de luz irradiada es insuficiente, disminuira considerablemente la velocidad
de crecimiento del microorganismo; pero si hay exposicion excesiva con alta intensidad por
largos periodos de luz en el medio se producird fotoinhibicién, fendmeno donde los
fotosistemas del microorganismo se dafian e inactivan procesos de transporte celular (Ramirez
et al.2013)

Normalmente el término fotoinhibicion es usado para describir la reduccion de la capacidad de
realizar la fotosintesis inducida por una exposicion excesiva a la radiacion. Superada una
determinada intensidad de radiacion incidente sobre la célula, ésta inhibe su crecimiento.

La fotoinhibicion implica una desactivacion parcial y reversible del aparato fotosintético y esto
conduce a un rapido decremento de la eficiencia en la reaccion fotosintética. Ocasionalmente,

si la radiacion es muy elevada, el fenébmeno puede tener consecuencias catastréficas y conducir



a la foto-oxidacion, que es un proceso en el que las células pueden resultar seriamente dafiadas
o incluso morir el aumento de los niveles de radiacion no siempre va a favorecer el incremento

de la tasa de crecimiento del cultivo (Berberoglu et. al 2009)

Grafico 8: Absorcidon de radiacion en varias especies de microorganismos, segun (Ramirez et

al.2013)
. Donante de | Pigmento(s) Principal Regiones de
Organismo L . fos
electrones (es) absocion maxima
ALGAS:
Chlorophyta Clorofilaayb Clorofila a:
Euglenophyta Clorofilaayb 680-685 nm(rojo)
Chrisophyta Clorofilaay c (d) 430 nm(azul)
Charphyta Clorofilaayb Clorofila b:
Phaeophyta AGUA Clorofilaayc 660 nm(rojo)
Pyrrophyta Clorofilaayc 450nm(azul)
Rhodophyta ‘ - ficobolinas: §25—
Clorofila a y ficobilinas 675 nm(rojo)
CIANOBACTERIAS Clorofila ay ficobilinas | 680-685 nm(r<‘)Jo)
625-675 nm(rojo)

Gréafico 9: Radiacion solar promedio en Quito

RADIACION SOLAR PROMEDIO (DIC 2017- FEBRERO 2018)
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AIREACION
Inicialmente en el laboratorio se utilizd un compresor de 50 L. de capacidad para suministrar

aire a los fotobiorreactores en su etapa de escalado; para facilitar el crecimiento y evitar su
sedimentacion. Posterior a eso se utilizaron bombas para pecera para acelerar el crecimiento
debido a problemas que se presentaron con el compresor se utilizaron bombas para pecera de
dos salidas con una capacidad de 10 L.

CONTEO CELULAR

CONTEO CELULAR MEDIANTE EL USO DE MICROSCOPIO

Para el conteo celular se aplicaron dos métodos: se usé la camara de Neubauer como método
directo, la cual es una placa de cristal con forma similar al de un portaobjetos. En la parte central
de la placa existe una cuadricula cuadrangular. La reticula completa mide 3 mm x 3 mm de

lado. Subdividida a su vez en 9 cuadrados de 1mm de lado cada punto

Grafico 10. Detalle de la cuadricula de una camara de Neubauer
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Fuente: BASTIDAS 2013



Para la realizacion del conteo celular en el microscopio se deben contar el nimero de células
presentes en los cuadrantes marcados con el nimero 3 considerando que para esto se enumeran

las células realizandolo en forma de zigzag.

Gréfico 11. Conteo celular de Fischerella muscicola en Cdmara de Neubauer (Laboratorios
UISEK)

La siguiente formula (Bastidas 2013) fue utilizada para calcular la concentracién de células por

mililitro es la siguiente:

Total células contadas x 10.000 Ecuacion 1.

Concentracion = — —
Numero de cuadrados x diluciéon

DETERMINACION DE LA CONCENTRACION CELULAR POR DENSIDAD
OPTICA
Para la determinacion de la longitud de onda algunos autores siguieren medir a 675 nm siendo

este valor cercano al pico de absorcion de la clorofila, lo cual evita que a concentraciones bajas

de microalgas se permita realizar la lectura con el minimo de errores.



PROCESAMIENTO DE BIOMASA

Una vez concluido el periodo de crecimiento se separd la masa del medio de cultivo, para este
fin no se hizo uso de ningun floculante debido a que el tamafio de particula (0,2 um) de esta
especie permite que se precipite y sedimente al fondo del recipiente que lo contiene, este
proceso tardd de 5-7 horas, posteriormente la masa humeda obtenida fue colocada en bandejas
para ser llevada a la estufa durante 10 horas continuas a 80°C. Una vez se cumplio este periodo

de secado fue triturada en un mortero, pesada, envasada y llevada a laboratorio para su analisis.

EXTRACCION DE LIPIDOS

Al realizar la extraccion y cuantificacion de lipidos se ejecutd un procedimiento de hidrolisis
acida sometiendo a la muestra a calentamiento y ebullicidén en una solucién de &cido clorhidrico
para debilitar la doble pared celular de la cepa y proceder a continuacion con una extraccion
solido-liquido con solventes no polares (hexano) utilizando un equipo Soxhlet, dicho

procedimiento fue ejecutado en un laboratorio acreditado por la SAE.

DETERMINACION DE PERFIL LIPIDICO
Para determinar los componentes presentes en el aceite obtenido se realizo un andlisis de

cromatografia de gases, utilizando un detector FID para dicha técnica; a partir de la extraccion
del aceite de microalga se realiz6 una derivatizacion para obtener para obtener los esteres
metilicos de los acidos grasos (FAMES), que son los compuestos resueltos por la cromatografia

de gases en la mayoria de los casos.

RESULTADOS

DETERMINACION DE LA TEMPERATURA DEL PROCESO A NIVEL DE
LABORATORIO
e La determinacion de la temperatura para este proceso se realiz6 mediante el calculo de

la cinética de crecimiento en funcion del tiempo a tres diferentes temperaturas.



Numero de células/mL

N° de células / mL

Numero de células/mL

Gréafico 12. Namero de células vs tiempo (T=25°C)
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Gréafico 13. Numero de células vs tiempo (T=35°C)
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Grafico 14. Namero de células vs tiempo (T=45°C)
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CINETICA DE CRECIMIENTO

CULTIVO EN FOTOBIORREACTOR DE FONDO PLANO
e Los datos y graficos que se adjuntan corresponden al crecimiento de Fischerella

muscicola en un fotobiorreactor de fondo plano y de una especie no identificada

Tabla 3: Crecimiento de Fischerella muscicola

TIEMPO | NUMERO DE
(dias) CELULAS
0 150000
2 10000
A 0
6 0
8 0

Gréafico 15: Numero de células vs tiempo (Fischerella muscicola)
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Tabla 4: Crecimiento de Fischerella muscicola

TIEMPO CONTEO

(dias) CELULAR
0 155000
2 30000
4 0
6 0
8 0




Gréafico 16: Numero de células vs tiempo (Fischerella muscicola)
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Tabla 5: Crecimiento de especie no identificada

TIEMPO NUMERO DE
(dias) CELULAS
0 0
2 190
4 230
6 280
8 300




Gréafico 17: Numero de células vs tiempo (especie no identificada)
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CULTIVO EN FOTOBIORREACTOR EN LABORATORIO
e Los graficos y tablas de datos de la siguiente seccion se refieren a los datos obtenidos

en el laboratorio de cuatro fotobiorreactores utilizados para el crecimiento de
Fischerella muscicola ya que los cultivos colocados en el fotobiorreactor de fondo plano

no culminaron su periodo de crecimiento muriendo pocos dias después.

Tabla 6: Numero de células (Fotobiorreactor 1)

Tiempo C1 C2 C3 NUMERO DE
CELULAS
0 170000 130000 150000 150000 + 20000
2 557000 450000 477777 494926 + 55523
4 771428 525000 633333 643254+ 123513
6 2639130 2576923 3245000 2820351+ 369070
8 2782608 2815384 3550000 3049331+ 433902
10 3017391 2869230 3575000 3153874+ 372154
12 3404347 2884615 3575000 3287987+ 359601
14 3660000 3630434 3722727 3671054+ 47129
16 3580000 3782608 3886363 3749657+ 155817
18 3600000 4130434 4136363 3955599+ 307972
20 3660000 4065217 4204545 3976587+ 282885
22 4513043 4880952 4750000 4714665+ 186482




Gréafico 18: Numero de células vs. Tiempo (Fotobiorreactor 1)
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Tabla 7. Absorbancia vs Numero de células (Fotobiorreactor 1)

N° N1 N2 N3
CELULAS ABS.

620476 0.391 0.343 0.395 |0.375+0.029

494925 0.385 0.389 0.386  |0.387+0.002

646587 0.392 0.390 0.394 0.397+0.002
2890351 0.413 0.408 0.410 |0.412+0.003
3049331 0.415 0.419 0.414 |0.416+0.003
3190541 0.417 0.418 0.419 |0.418+0.001
3254654 0.42 0.423 0.422 0.420+0.002
3667721 0.425 0.421 0.422 0.42340.002
3682991 0.428 0.425 0.425 ]0.426+0.002
3953599 0.433 0.43 0.428 |0.430+0.003
4049921 0.43 0.436 0.432 |0.433+0.003
4707999 0.449 0.433 0.431 |0.442+0.002




Gréafico 19: Numero de células vs Absorbancia (Fotobiorreactor 1)
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Tabla 8: Conteo celular (Fotobiorreactor 2)

C1 C2 C3 NUMERO DE
Tiempo CELULAS

0 171428. 130000 1560000 620476+ 813915
2 557000 450000 AT7T7T77 494925+ 55523
4 781428 525000 633333 646587+ 128727
6 2849130 2576923 3245000 2890351+ 335941
8 2982608 2615384 3550000 3049331+ 470867
10 3217391 2779230 3575000 3190540+ 398564
12 3304347 2884615 3575000 3254654+ 347865
14 3550000 3630434 3822727 3667720+ 140135
16 3380000 3782608 3886363 3682990+ 267477
18 3605000 4120434 4135363 3953599+ 301988
20 3680000 4065217 4404545 4049920+ 362515
22 4513043 4860952 4750000 4707998+ 177717




Gréafico 20: Numero de células vs. Tiempo (Fotobiorreactor 2)
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Tabla 9. Absorbancia (Fotobiorreactor 2)

N° NI N2 N3

CELULAS ABS.
155111 | 0379 | 0382 | 0381 |0.380+0.029
495614 | 0385 | 0389 | 0386 |0.387£0.002
656778 | 0.392 | 0390 | 0394 |0.395:0.002
2893685 | 0413 | 0417 | 0410 |0.415£0.003
3012664 | 0415 | 0419 | 0414 |0.418+0.003
3223874 | 0417 | 0418 | 0419 |0.422+0.001
3291321 | 042 | 0423 | 0422 |0.425£0.002
3637721 | 0425 | 0421 | 0422 |0.430£0.002
3719657 | 0428 | 0425 | 0425 |0.4370.002
3962266 | 0433 | 043 | 0428 |0.440£0.003
4009920 | 043 | 0436 | 0432 |0.445:0.003
4747999 | 0429 | 0433 | 0431 |0.449£0.002




Gréafico 21: Numero de células vs absorbancia (Fotobiorreactor 2)
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Tabla 10: Conteo celular (Fotobiorreactor 3)

Tiempo C1 C2 C3 NUMERO DE
(dias) CELULAS

0 172000 130000 163333 155111+ 22174
2 557842 450000 479000 495614+ 55808
4 772000 565000 633333 656777+ 105473
6 2759130 2576923 3345000 | 2893684+ 401328
8 2772608 2715384 3550000 | 3012664+ 466225
10 3317391 2779230 3575000 | 3223874+ 406043
12 3404347 2894615 3575000 | 3291321+ 353994
14 3660000 3530434 3722727 | 3637720+ 98063
16 3480000 3792608 3886363 | 3719657+ 212778
18 3600000 4150434 4136363 | 3962266+ 313811
20 3660000 4065217 4304545 | 4009920+ 325811
22 4513043 4980952 4750000 | 4747998+233961




Gréfico 22: Numero de células vs. Tiempo (Fotobiorreactor 3)
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Tabla 11. Absorbancia (Fotobiorreactor 3)

N° NI N2 N3
CELULAS ABS.
155111 | 0.379 0.379|  0.383| 0.380£0.006
495614 | 0.387 0.389| 0386 0.3870.003
656778 | 0.392 0.396]  0.394]0.395+0.002
2893685 | 0.413 0416|  0.414]0.415+0.003
3012664 | 0.415 0419  0.4160.418+0.003
3223874 | 0.421 0425  0.419]0.422+0.002
3201321 | 0.424 0423  0.422]0.425£0.002
3637721 | 0.429 0432  0.4300.43040.002
3719657 | 0.438 0435|  0.439|0.437+0.003
3062266 | 0.443 0438|  0.441|0.440+0.003
4009920 | 0.446 0440|  0.447|0.448+0.002
4747999 | 0.449 0.442|  0.450]0.449+0.006




Gréafico 23: Numero de células vs absorbancia (Fotobiorreactor 3)
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Tabla 12: Conteo celular (Fotobiorreactor 4)

C1 C2 C3 NUMERO DE
Tiempo CELULAS

0 173428 130000 153333 152253+21734
2 557142 470000 ATTT7T7 501640+48224
4 781428 525000 643333 649920+128341
6 2839130 2676923 3245600 | 2920551+292951
8 2882608 2715384 3550000 | 3049331+441580
10 3417391 2869230 3575000 | 3287207+370457
12 3304647 2884615 3575000 | 3254754+347886
14 3560000 3630434 3622727 3604387+38633
16 3580000 3682608 3887363 | 3716657+156485
18 3670000 4180434 4136363 | 3995599+282837
20 3690000 4085217 4304545 | 4026587+311440
22 4513043 4980952 4770000  |4754665+234331




Grafico 24: Nimero de células vs. Tiempo (Fotobiorreactor 4)
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Tabla 13. Conteo celular (Fotobiorreactor 4)

N° NI N2 N3
CELULAS ABS.
151587 | 0.379 0.379|  0.3800.379+0.003
604000 | 0.387 0.389|  0.386]0.3850.002
643254 | 0.392 0.396]  0.394]0.395+0.002
2853685 | 0.410 0407|  0.4090.408+0.003
3152664 | 0.415 0413  0.411]0.412+0.002
3287207 | 0417 0413  0.412]0.4150.002
3604654 | 0.421 0423  0.4190.420+0.002
3737721 | 0.425 0420  0.4210.423+0.003
4082991 | 0.428 0425  0.422|0.426+0.003
4055599 | 0.433 0435  0.4300.431£0.006
3076588 | 0.435 0439|  0.438]0.4370.002
4681331 | 0.447 0442|  0.440]0.445+0.006

o927



PRODUCTIVIDAD DE BIOMASA

Gréafico 25: Numero de células vs absorbancia (Fotobiorreactor 4)
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e Lacantidad de masa que se indica en la tabla 14 es la que se obtuvo producto del
crecimiento en cuatro fotobiorreactores a nivel de laborator

Tabla 14. Productividad de biomasa

L g/L
Fotobiorreactor 1 | 9.2340 3.5 2.638
Fotobiorreactor 2 | 6.8437 3.5 1.955
Fotobiorreactor 3 | 6.6542 3.5 1.901
Fotobiorreactor 4 | 7.0027 3.5 2.000
Total 29,7346

Tabla 15. Medidas de dispersion de la masa y la relacion g/l para la produccién de Fischerella

muscicola
Media Varianza Desviacion | Media | Varianza Desviacion

N g L | g/L | masa masa (q) estandar | (relacion | (relacion | estdndar (relacion

_ (9) masa (g) g/l) g/l) g/l)
Fotoblolrreactor 90,2340 | 3.5 | 2.638
F°t°b'°2”ea°t°r 6,8437 | 3.5 | 1.955
Fotob|03rreactor 6.6542 | 3.5 |1.001 7,434 1,461 1,209 2123,500| 119287 345,380
Fotob|o4rreactor 7.0027 | 3.5 | 2.000

Total 29,7346




Tabla 16. Porcentaje de lipidos proveniente de Fischerella muscicola

e En laseccion de anexos se adjunta el resultado del analisis realizado en un laboratorio
acreditado por el SAE (Multyanalityca Cia Ltda.)

Masa (g.)

% lipidos

29, 7346

3.38

Tabla 17. Composicion de perfil lipidico proveniente de fischerella muscicola

e En la seccion de anexos se adjunta el resultado del andlisis realizado en un laboratorio
acreditado por el SAE (Multyanalityca Cia Ltda.)

Clasificacién Pardmetro Porcentaje
Acidos grasos saturados Acido miristico 2.36
Acido palmitico 43.06
Acidos grasos insaturados Acido palmitoleico 28.68
Acido oleico 5.27
Acidos grasos Acido linoleico (Omega 6) 16.76
poliinsaturados Acido linolénico (Omega 3) 3.88




DISCUSION

En lo que respecta a la cinética de crecimiento se obtuvo que la temperatura en la cual
el nimero de células fue mayor tuvo un valor de 35°C, lo que se determiné en el disefio
del experimento, como se puede observar en los graficos 12 ,13 y 14 (resultados) que
representa el conteo celular con respecto al tiempo de crecimiento. Al realizar un
escalamiento en un biorreactor de fondo plano de capacidad mayor no hubo un
crecimiento como el obtenido a nivel de laboratorio, razén por la cual se continué el
desarrollo del cultivo en foto biorreactores de menor volumen a nivel de laboratorio,
segun (Ros et. al 2014) la temperatura 6ptima de desarrollo de los terméfilos es de 45°C,
lo que puede deberse a las distintas condiciones geogréaficas y atmosféricas en las cuales
fue realizado el estudio al cual se hace referencia

En lo relacionado a la medicion de densidad Optica la correlacion no fue lineal, pudiendo
tratarse a que no es el método adecuado para realizar esta determinacion debido al
tamafio de particula de la cepa y que el mismo no es uniforme, constituyéndose una
especie de floculo cuando se encuentra en grandes cantidades, lo que dificulta tener una
lectura precisa de la absorbancia. Lo que se puede corroborar al observar los coeficientes
de correlacion en las ecuaciones de la recta.

En cuanto a la productividad de biomasa se tienen valores que oscilan entre 1.9y 2.6
gramos por litro para un periodo de 21 dias de cultivo sin uso de luz artificial teniendo
fotoperiodos de 12 horas de luz aproximadamente. Al realizar la experiencia en un
fotobiorreactor de fondo plano ubicado en los exteriores de la Facultad de Ciencias

Ambientales no se tuvo un crecimiento efectivo lo cual pudo deberse a un exceso de



radiacion ultravioleta en las células de la microalga, que a su vez pudo provocar una
inhibicion en el crecimiento.

El porcentaje de lipidos obtenidos es de 3.38% lo cual hace que sea un porcentaje bajo
si se compara con especies como Chlorella vulgaris que es la especie mas utilizada para
cultivo destinados a obtencion de materia prima para biodiesel, con una cantidad de
lipidos que oscila entre 10-40%, la especie Fischerella muscicola; segin (Cheng, 2010)
contiene un porcentaje de lipidos bastante cercano a la de Spirulina platensis con un 4%
de lipidos

El perfil lipido obtenido indica que la micro alga Fischerella muscicola contiene: &cido
palmitico (43.06%), acido miristico (2,36%), acido palmitoleico (28,68), acido oleico
(5,27), teniendo compuesto que son aptos para realizar reacciones de transesterifacion

y produccién de biodiesel

CONCLUSIONES

e Lacantidad de lipidos presentes en la biomasa de la especie Fischerella muscicola
es menor en comparacion a otras especies utilizadas para produccion de materia
prima destinada a biodiesel, razén por la cual no seria una especie recomendable
para masificar un cultivo algal con el fin de obtener aceite para elaborar biodiesel

e Laradiacion UV de la ciudad de Quito es una limitante en el cultivo de esta especie
en fotobiorreactores abiertos y colocados en el exterior ya que esta especie no
alcanza un crecimiento maximo, razén por la cual se inhibe el desarrollo de la célula,
provocando la muerte del cultivo.

e La cantidad de biomasa obtenida (29,7346 gramos) producto del crecimiento en
biorreactores ubicados en laboratorio; sin estar expuestos a la luz artificial y

colocados en un area en la cual no reciban de forma directa la luz solar; es menor



en comparacion a lo obtenido en un proceso con luz artificial durante las 24 horas
(100 gramos), segun Yunga (2018).

El proceso de crecimiento de esta cepa sin luz artificial y en fotoperiodos de luz
natural indirecta de 12 horas se realiza en 21 dias siendo mayor al que indica la
cuando la literatura especializada, siendo este de 14 dias.

Los compuestos organicos que contiene el aceite de micro alga Fischerella
muscicola son iguales a los que contienen otras especies como Cchlorella vulgaris;
sin embargo el acido linoleico cuantificado como Omega 3 y 6 tiene un porcentaje
que alcanza aproximadamente el 20%, esta composicién podria ser aprovechada
para utilizar esta biomasa como un suplemento alimenticio.

Al ser una especie relativamente nueva en ser aislada en el Ecuador; es necesario
realizar mas investigacion en lo relacionado a las variables que intervienen en su
crecimiento y produccion de proteina y lipidos; tales como: medio de cultivo,

cantidad de luz, agitacion, suministro de CO..

RECOMENDACIONES

Al realizar un cultivo de esta especie con fines de produccién masiva se deberian
probar otros medios de cultivo diferente al BG-11, utilizando reactivos de grado
agricola o alimenticio para evaluar su crecimiento y que permitan la obtencion de
aceites con caracteristicas Optimas para la sintesis de biodiesel.

Una estrategia sugerida en varios estudios es el cultivo por dos etapas, la primera
etapa enfocada al crecimiento celular empleando un medio de cultivo con

concentraciones suficientes de macronutrientes, y la segunda etapa direccionada a



la acumulacion de lipidos mediante el uso de otro medio de cultivo con limitacion
de nutrientes u otro estrés fisiologico.

Para obtener una mayor cantidad de biomasa se podria pensar en la construccién de
un sistema Raceways los cuales son menos caros que los fotobiorreactores debido
a su menor coste de construccién y operacion, estos sistemas de produccion a gran
escala son los méas usados. Son sistemas abiertos de poca profundidad con una
paleta mecanica que proporciona la circulacion de biomasa algal y nutrientes su
construccion y operacion, son relativamente econémicas.

Para el desarrollo de cultivos con esta especie es necesario realizar un célculo de la
cantidad de CO> necesario para su crecimiento; asi también implementar en el
fotobiorreaactor de fondo plano un suministro de este gas con su respectivo medidor
de flujo para dosificar la cantidad exacta del mismo.

Realizar pruebas en el fotobiorreactor de fondo plano respecto a la cantidad de luz
que recibe el cultivo; de ser posible que se encuentre protegido de la radiacion

ultravioleta para evaluar su crecimiento.
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ANEXO 1
Informe de Determinacién de grasa en la muestra

Multi Cia.

io de Andlisis y Aseg i de Calidad
INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-FQ.30041
SA 38668a
Cliente: VALENCIA VILLACIS MARIA FERNANDA Lote: o
Fecha Elaboracién:
Direccién: CARCELEN —
Fecha Vencimiento: --
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 23/02/2018
Muestra de: MATERIA PRIMA Hora Recepcién: 9:48
Fecha Andlisis: 26/02/2018
Descripcién: MICROALGA FISCHERELLA MUSCICOLA Fecha Entrega: 01/03/2018
Coédigo: |
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Solido
Contenido Declarado: 30g
Contenido Encontrado: ~ [-----
. Los resultados reportados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a
Observaciones: b
nuestro laboratorio
RESULTADO FISICO-QUIMICO
PARAMETROS UNIDAD RESULTADO METODO INTERNO WETODO'DE
REFERENCIA
GRASA % 3.38 MFQ-02 AOAC 2003.06
o Bseay,,
c “,
£ | ) 7
< )
2 %
< s A
e - = : [ [
3, paultian? \__
S Cialt¢ 3 Ing. Lizeth Guevara

o JEFE DIVISION FISICO-QUIMICO
Quito - £~




ANEXO 2
Informe de perfil lipidico de la muestra

MultianalitycaciaLtda

Laboratorio de Analisis y Aseguramiento de Calidad
INFORME DE RESULTADOS

INF.DIV-IN.22755
SA 38667a
Cliente: VALENCIA VILLACIS MARIA FERNANDA Lote:
Direccién: CARCELEN Fote Elvbiicion
Fecha Vencimiento:
Muestreado por: El Cliente Fecha Recepcion: 23/02/2018
Muestra de: MATERIA PRIMA Hora Recepcion: 9:38
Fecha Anlisis: 07/03/2018
Descripcion: MICROALGA FISCHERELLA MUSCICOLA Fecha Entrega: 08/03/2018
Cédige: |
Caracteristicas Muestra
Color: Caracteristico
Olor: Caracteristico
Estado: Sélido
Contenido Declarado: 30g
Contenido Encontrado: |-
Obisaricionas: Los resultados re;?ortados en el presente informe se refieren a las muestras entregadas por el cliente a
nuestro laboratorio

RESULTADO INSTRUMENTAL
PERFIL LIPIDICO

CLASIFICACION PARAMETRO RESULTADO | UNIDAD | METODO DE ENSAYO
Acido caprilico(C8:0) 0.00 %
Acido caprico(C10:0) 0.00 %
z Acido laurico(C12:0) 0.00 %
AC;%?S&%%SS 4 Acfdo tridecanoico (C13:0) 0.00 %
Acido miristico(C14:0) 2.36 %
Acido palmitico(C16:0) 43.06 %
Acido estearico(C18:0) 0.00 %
ACIDOS GRASOS Acido palmitoleico(C16:1) 28.68 % MIN-46
INSATURADOS Acido oleico(C18:1n9cis) 5.27 % cG
) Acido docohexanoico (Omega 3) 0.00 %
P/é)(illﬁqosi?SQESSS Acido linoleico(C18:2n6cis) (Omega 6) 16.76 %
Acido linolénico (C18:3n3) (Omega 3) 3.88 %
Acidos saturados 45.42 %
Acidos monoinsaturados 33.95 %
Acidos poliinsaturados 20.63 %
Acidos grasos Trans <0,5 %
e
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