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RESUMEN

Titulo: ESTUDIO DE LA CAPACIDAD DE SECUESTRO DE CO; DE Chlorella
vulgaris UTEX 1803 EN AGUAS RESIDUALES INDUSTRIALES EN
FOTOBIOREACTORES A ESCALA LABORATORIO.*.

Autor: ANDRES FERNANDO CEPEDA BAUTISTA.**.

Palabras claves: Microalgas, Agua Residual Industrial, Suministro de COx.

La industrializacion, la expansion de la agricultura y el incremento en el tamafio poblacional han
aumentado la contaminacién en fuentes hidricas, entre los principales contaminantes de estos
cuerpos de aguas se encuentran los destilados de alcoholes, conocidos como vinazas, los cuales
se caracterizan por tener un alto contenido de material organico e inorganico. Se han planteado
metodologias las cuales son costosas y poco viables; sin embargo, las microalgas surgen como
una alternativa para abordar esta problematica.

Dado lo anterior, se evalué la habilidad de Chlorella vulgaris UTEX 1803 para secuestrar CO, en
Vinazas; para ello se cultivo el alga en diferentes concentraciones iniciales de vinazas (10%, 30%,
50%, 100%) a inyecciones de CO, 6% m/v cada 15 minutos y 18% m/v cada 60 minutos. La
capacidad de secuestrar CO, en medios enriquecidos a 50% y 100% no fueron buenos; solo el
medio enriguecido a 10% en ambos tratamientos presentd una mejor productividad de biomasa,
siendo necesario la utilizaciéon de un tercer tratamiento en el cual se corroboré la poca capacidad
de secuestrar CO, por parte de C. vulgaris en medios con vinazas. A pesar de que existieron
diferencias significativas a diferentes concentraciones de vinazas (P<0.05), la capacidad de
secuestrar CO, en medios con vinazas no favorece la productividad de biomasa de C. vulgaris.

Los autores agradecen al PROGRAMA IBEROAMERICANO DE CIENCIA CYTED, al proyecto
“Nuevas tecnologias para la produccién de biocombustibles” UNESCO
330303,332205,530603,330399, al Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural y al Instituto
Colombiano del Petréleo ICP-ECOPETROL

* Proyecto de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director PhD. Viatchesla
Kafarov, Bidlogo Andrés Fernando Barajas Solano.
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ABSTRACT

Title: STUDY OF CO2 SEQUESTRATION CAPACITY OF Chlorella vulgaris
UTEX 1803 IN INDUSTRIAL WASTEWATER LABORATORY SCALE
PHOTOBIOREACTORS.*.

Author: ANDRES BAUTISTA FERNANDO CEPEDA.**.

Keywords: Microalgae, Industrial Waste Water, CO, supply.

Industrialization, agricultural expansion and the increase in population size have increased pollution
in water sources, the main contaminants of these water bodies are the distilled spirits, known as
stillage, which are characterized by a high content of organic and inorganic material. Methodologies
have been raised which are expensive and impractical, but the algae are emerging as an alternative
to these problems.

Given this, we evaluated the ability of Chlorella vulgaris UTEX 1803 to sequester CO, in bagasse,
vinasse, for the alga was grown at different initial concentrations of vinasse (10%, 30%, 50%,
100%) to 6% CO; injections m / v every 15 minutes and 18% m / v every 60 minutes. The ability to
sequester CO; in rich media at 50% and 100% were not good, only 10% enriched medium in both
treatments had the highest biomass productivity, necessitating the use of a third treatment in which
little was corroborated ability to sequester CO, from C. vulgaris in media with vinasse. Although
significant differences at different concentrations of vinasse (P <0.05), the ability to sequester CO,
in media with vinasse not favor biomass productivity of C. vulgaris.

The authors thank AMERICAN SCIENCE PROGRAM CYTED, the project "New technologies for
biofuel production" 330303,332205,530603,330399 UNESCO, the Ministry of Agriculture and Rural
Development and the Colombian Petroleum Institute ICP-ECOPETROL

* Grade Project
* * Physicochemical Faculty of Engineering. School of Chemical Engineering. Director PhD.
Viatchesla Kafarov, biologist Andrés Fernando Barajas Solano.
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INTRODUCCION

El desarrollo social sostenible requiere de formas ecolégicamente aceptables para
la obtencidén de energia, sin embargo, la industrializacion, la expansion de la
agricultura y el incremento en el tamafo poblacional han aumentado la
contaminacion en rios, lagos y mares debido al inadecuado tratamiento de aguas
residuales [1]. Muchos de estos residuos son productos de procesos industriales y
aguas domesticas que poseen altas cargas de materia organica e inorganica, los
cuales son vertidos a fuentes hidricas cercanas provocando cambios fisico-
guimicos que afectara la abundancia y actividad de los individuos que los
constituyen [2]. Dada esta problematica y la necesidad de recuperar estas fuentes
hidricas, muchos estudios han sido enfocados en remover el exceso de
contaminantes mediante la aplicacion de organismos aerobios y anaerobios [1,

2,3]; pero muchas de estas metodologias son costosas y poco eficientes [4].

Las microalgas son organismos que desempeiian un papel clave en los
ecosistemas acuaticos. Se estima que alrededor del 40% de la fotosintesis global
es realizada por estos microorganismos, siendo los productores de mas de la
mitad del oxigeno a nivel mundial [5, 26]. En la actualidad son observadas con
gran interés por ser una alternativa viable desde el punto de vista econémico,
ecologico, para la obtencién de Biocombustibles [6] y el tratamiento de aguas
residuales. Especialmente en paises tropicales debido a los altos valores de

radiacion y altas temperaturas [7].

Las vinazas son residuos del proceso de los destilados, los cuales son
extremadamente contaminantes debido a su gran contenido de material organicoy
minerales como potasio, fosforo, nitrdgeno y compuestos sulfurados [17] los
cuales le confieren un pH acido (4-5) [8]. Segun Travieso, un metro cubico de

vinazas (1m®) equivale a la contaminaciéon generada por una poblacién de 1000
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habitantes [18] vertidos en fuentes de agua sin ningun tipo de tratamiento. En este
trabajo se evalua el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris UTEX 1803 en
bioreactores a nivel de laboratorio evaluando su capacidad de secuestrar CO,

como fuente de carbono para su desarrollo en medios cultivo con vinazas.
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1. ALCANCE

Evaluar el agua residual de los destilados de alcoholes, a concentraciones de
10%, 30% ,50% y 100% mezcladas con medio Bold Basal con lo cual se obtendra
el més conveniente para el uso de este, como medio de cultivo para el crecimiento
de Chlorella vulgaris, que de tal forma se genere una alternativa como tratamiento

de aguas residuales industriales.

Determinar la absorcion del diéxido de carbono suministrando pulsos de este,
con un caudal de 10 SCHF a dos diferentes intervalos de tiempo (88 segundos
cada 15 minutos y 264 segundos cada 60 minutos), a bioreactores con medio de

cultivo de aguas residuales industriales de los destilados de alcoholes.
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2. FUNDAMENTO TEORICO

2.1 Chlorella vulgaris

Chlorella sp. hace parte de eukaria, en la division Chlorophyta o algas verdes [10],
de la especie vulgaris. Es un alga unicelular, de agua dulce; de forma esférica,
Reino protoctista, Division Chlorophyta, Clase Chlorophyceae, Orden:

Chlorococcales, Familia: Oocystaceae, Género: Chlorella, Especie: vulgaris [19].

Comparada con otras microalgas, Chlorella vulgaris Beijerinck 1890 (C. vulgaris)
puede dividirse en cuatro células cada 20 horas. Ademdas, posee una alta
concentracién de clorofila, esto le confiere una mayor capacidad fotosintética
mayor que la de cianobacterias y plantas superiores, convirtiendo el agua y

diéxido de carbono en biocompuestos [9].

El cultivo a gran escala de microalgas y el uso practico de su biomasa como una
fuente de energia (por instancia lipidos, alimento, entre otros) fue considerado por
primera vez en Alemania durante la Segunda Guerra Mundial [8]. Las
investigaciones iniciales fueron realizadas por un grupo de cientificos de Carnegie
Instituto Washington, cuyo objetivo principal fue el uso de la Chlorella sp. como

fuente de alimento a gran escala [9].

Las investigaciones realizadas en cultivos de microalgas son consideradas de
gran importancia dada su amplia aplicacion biotecnoldgica y comercial [11]. En tal
sentido, se han utilizado los cultivos discontinuos por su facil manejo para
determinar la cinética de crecimiento y los parametros que influyen en su
desarrollo poblacional [10]; sin embargo, el uso de los medios de cultivo sintéticos
ha incrementado sustancialmente el valor economico para la produccion de la

biomasa de estos microorganismos [11].
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2.2 MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivos celulares son indispensables para sostener
apropiadamente cepas de células u organismos [19] En una buena produccién de
biomasa es importante elegir un medio que contenga todos los nutrientes basicos
gue se necesita para conseguir energia, y asi sintetizar macromoléculas (acidos
nucleicos, proteinas, hidratos de carbono y lipidos) [5]. Existen muchas clases de
medios de cultivo, aun para un mismo tipo de células, o un mismo organismo, la
imposicion de este ambiente artificial genera un periodo de adaptacion fisiologica
o de seleccion, en el que el crecimiento de la poblacion puede no ocurrir 0 es muy
lento [19].

Los parametros mas importantes que regulan el crecimiento de las algas son:
cantidad y calidad de nutrientes, luz, pH, turbulencia, salinidad y temperatura [12].
Asi mismo existen tres (3) componentes que influyen en el desarrollo de la
microalga: un recipiente adecuado, el medio en el cual las algas puedan crecer y

aireacion.

Las algas necesitan elementos nutritivos fundamentalmente de forma inorganica
para crecer. Debe tenerse en cuenta que no todas las algas tienen los mismos
requerimientos nutritivos, y por ello estos deben ser tenidos en cuenta antes de

iniciar el cultivo masivo de algun alga determinada.

2.3 AGUA RESIDUAL INDUSTRIAL DE LOS DESTILADOS DE
ALCOHOLES (VINAZAS)

Las actuales perspectivas a nivel mundial de incrementar la produccion de alcohol

a partir de jugos y melazas para su empleo como combustible automotor [7],
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probablemente aumentaran los indices de contaminacion debido a la no aplicacion

de tecnologias que permitan lareduccién de la carga contaminante [13].

Durante los procesos de destilacion se generan corrientes de aguas residuales
gue consisten de vinazas, agua de refrigeracion y aguas residuales de los
proceso de la fermentaciéon [16]. Estos residuos son extremadamente
contaminante y contiene aproximadamente un 5% de material organico y
minerales como el potasio, fosforo y nitrogeno. Para la realizacion de estos
procesos se requiere de grandes volumenes de agua, generando altos niveles de
aguas residuales [17].

Las vinazas de destileria de alcohol se encuentran entre los residuos organicos de
mayor efecto contaminante sobre la flora y la fauna del planeta. La problematica
principal radica en que por cada hectolitro de alcohol producido a partir de miel
final, se obtienen de manera adicional 15 hectolitros de vinaza como residual, con
una demanda quimica de oxigeno (DQOs) entre 60 y 70 g/L y un pH alrededor de
4 [13]. Muchos de estos subproductos obtenidos, son utilizados para producir CO
el cual puede ser suministrado en cultivos de microalgas en fotobioreactores
[15].Teniendo en cuenta que la seleccion de una cepa de microalga aceptable
para la bio-mitigacién del CO, tiene un efecto significativo en lo que respecta a

costos y competitividad [7].

2.4FUNDAMENTOS DE TRANSFERENCIA DE GASES

2.4.1 CONCENTRACION DE LA SATURACION DE UN GAS

Cuando un liquido es puesto en contacto con a un gas, existen condiciones de
intercambio continuo de moléculas desde la fase liquida a la fase gaseosa y
viceversa (figura 1).Tan pronto como las concentraciones de solubilidad en la fase

liguida es alcanzada, los flujos comienzan a tener una magnitud similar, de tal
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manera que no generan cambios en la concentracién del gas ni en las dos fases.
El equilibrio dinamico es asociado con la concentracion de saturacion del gas en la
fase liquida [2].

INTERCAMBIO DE GASES EN LA INTERFASE GAS - LIQUIDO

SISTEMA EM EQUILIBRIO  LIQUIDOS COM DEFICIENCLA DE GAS

Figura 1. Intercambio gaseoso (a) sistema en equilibrio; (b) un sistema con una deficiencia en el gas disuelto.
Fuente: Sperling, M. y Chernicharo, C. (2005).

2.4.2 SOLUBILIDAD DE LOS GASES

Al colocar en contacto un cierta cantidad de un gas simple y un liquido
relativamente no volatil, se logra un estado de equilibrio con respecto a sus
concentraciones resultante del gas disuelto en el liquido, este estado depende de
la naturaleza del gas el cual esta expresado por el coeficiente de distribuciéon Kp,
la temperatura del agua, la impureza que contiene el agua y la velocidad de

absorcion la cual equivale a la velocidad del gas [20, 21].
2.4.3 DIOXIDO DE CARBONO

El consumo acelerado del petréleo es uno de los responsables de los cambios
climaticos, disminuyendo la calidad del ambiente. Un ejemplo de ello, es el
sistema de transporte en Estados Unidos el cual genera grandes cantidades de
diéxido de carbono que contribuye a los efectos del calentamiento global. Se
espera que el didéxido de carbono incremente de 1,9 billones toneladas métricas en
el 2004 a 2,7 billones toneladas métricas en el 2030 [22].

La fijacion biolégica del CO, por las algas es considerada una alternativa
plausible, que a su vez ayuda a prevenir el calentamiento global [15], ya que este,

puede servir como fuente de carbon para las células fotosintéticas, pero debe
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residir en la fase acuosa para su secuestro. EI CO, es un gas que a condiciones
ideales de temperatura y presion es de baja solubilidad en el agua. La
disponibilidad del CO, en los cuerpos de agua se presentan en cuatro (4)
diferentes formas quimicas: (a) didéxido de carbono (COy); (b) acido carbonico
(H.CO3); (c) ion bicarbonato (HCO3), y (d) ion carbonato (COj37), cuyas

concentraciones en el equilibrio dependen del pH [23].

Para su disolucién en agua, el CO;, sufre tres (3) reacciones quimicas que

involucran las cuatro (4) diferentes formas quimicas como se presenta (1-3) [23].

HoO + CO2 a0 <«—2 4 H,CO3 (1)
H,CO3 <X 3 H"+ HCO;3 )
HCOs <« X2, H'+CO5 (3)

Después de realizar el suministro de CO;, a los respectivos cultivos de microalgas,
los datos proporcionados son usados para construir curvas de crecimiento de la
densidad de biomasa contra el tiempo del cual se obtienen las maximas tasas de
crecimiento especifico ( B ma, d*) de la fase de crecimiento medio. La fase de
crecimiento activo es entre 24 y 288 horas con r® = 0,97(coeficiente de
correlacion). El tiempo medio de biomasa es calculado por tg = In2. (B ma)™ [24,
25].
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3. MATERIALES Y METODOS

3.2MICROALGAS Y CONDICIONES DE CULTIVO

Se utilizé Chlorella vulgaris UTEX 1803, perteneciente al Phylum Chlorophyta,
Orden Chlorellales obtenida de la coleccion de cultivo de algas en la Universidad
de Texas (Austin, Tex, USA). La microalga se mantuvo en crecimiento en medio
Bold Basal compuesto por NaNO3: 0,25 g; MgS0,4.7H,0: 0,075 g; NaCl: 0,025 g;
KoHPO4: 0,075; KH,PO,4: 0,175 g; CaCl,.2H,0: 0,025 g; H3BO3: 0,01142 g; KOH
0,031 g y 1 ml de Solucién de metales.

Se implementé un medio de cultivo Bold Basal siguiendo las especificaciones
indicadas en el anexo (tabla 4.), luego de la preparacion con las soluciones stock
posteriormente se procedié a aforar a un litro con agua destilada. EI medio fue
inoculado con unas ciertas cantidades de cepa C. vulgaris hasta alcanzar una
densidad celular de 0,8 = 0,4 g/L.

3.3FOTOBIORREACTOR

Se utilizaron fotobioreactores tubulares para llevar a cabo el cultivo, botellas pet
(Polietileno Tereftalato) transparentes de 2% litros con diametro interno de 12 cm,
encontradas en el mercado, en los cuales se manejo un volumen de trabajo de 1
litro (Figura 2). La distribucién de los bioreactores en el laboratorio fue de tal
forma que se logro facilitar el suministro de CO; y lograr una distribucion
equitativa de luz durante todo el ciclo del dia. Con respecto a la aireacion se

acoplo6 a un sistema de burbujeo constante.
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Figura 2. Foto bioreactor escala laboratorio

Fuente: El autor

3.4DISENO EXPERIMENTAL

Se realizaron dos (2) diferentes tratamientos evaluando la absorcién del di6xido
de carbono, suministrando pulsos de este con un caudal de 10 SCHF a dos
diferentes intervalos de tiempo (88 segundos cada 15 minutos y 264 segundos
cada 60 minutos) [27], a demas, fueron expuestos a varias concentraciones de
vinazas (10%, 30%, 50%, 100%). Para evitar problemas de carencia e
independencia de los datos se realizé un disefio con mdultiples observaciones en
cada uno de las concentraciones de vinazas utilizadas, consistiendo de una

original y dos replicas.

Durante un periodo de cinco (5) dias fueron tomadas de cada uno de los
bioreactores dos (2) muestras de 6 ml cada 12 horas (mafiana y tarde),
correspondientes a los dos tratamientos. Las muestras fueron recolectadas antes
del inicio del suministro de CO, y después de 15 minutos de la tltima inyeccién de
CO,, cada una de estas se centrifugaron a 3400 rpm, durante siete (7) minutos.

Una vez culminada la centrifugacion se procedi6 a retirar el sobrenadante del tubo
teniendo precaucion de no remover el pellet. Las muestras se aforaron hasta

obtener un volumen de 6 ml utilizando agua destilada para posteriormente realizar
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diluciones. De cada muestra se retir6 un volumen de 3 ml el cual fue agregado a
otro tubo de ensayo con 3 ml de agua destilada, se homogenizo el contenido del
tubo para nuevamente retirar de este, un volumen de 3 ml, repitiendo este paso
hasta obtener la cuarta (4) dilucion que contendra un volumen final de 6 ml
(Figura 3).

Se realizé la mediciobn de absorbancia con un espectrofotdmetro (Spectroquant

Phara 300 Merck). (Anexo 2) Segun la ley de Beer-Lambert:

Abs =K xX * L (4)

Donde, Abs es la absorbancia, K es el Coeficiente masico de extincion, X la

concentracion y L el espesor de la cubeta.

CULTIVO DE MEDIO DE
» FOTOBIOREACTOR *
MICROALGAS CULTIVO
Recipiente con capacidad de Concentracion
" dos (2, 5)litros, cada ensayo de Vil
Medio Bold Basal se realizo original y dos (10%:30%-50%:
replicas. ‘ ioo%') ’
CENTRIFUGA MUESTREO CADA
3400 rpm 12 HORAS INYECCION DE CO2
Tiempo 6 ml de muestra Suministro dn‘e co2
( 7 minutos) por bioreactor (15’ por un periodo de
‘ 88 s y 60° por un periodo
de 264 s)
RETIRAR EL
AR ,
AFORARA 6 ML CON DILUCION ESPECTROFOTOMETRO
AGUA DESTILADA 3mil AGUA

DESTILADA PARA
DILUIR; VOLUMEN
FINAL 6ml

Figura 3. Procedimiento a seguir para la medicion de densidad celular en los fotobioreactores
Fuente: El autor

La primera y ultima dilucion se mezclé en un mismo tubo de ensayo obteniendo un
volumen final de 9 ml. Este paso fue realizado para cada una de las muestras con
un total de nueve (9) por montaje. Posterior a esto, se realizO una nueva

centrifugacion a 3400 rpm, durante siete (7) minutos. Al finalizar, nuevamente se
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retird el sobrenadante. Se adicionaron 3 ml de etanol a cada una de las muestras
y fueron colocadas en bafio maria durante cinco (5) minutos. Culminado el tiempo,
las muestras se dejaron enfriar con agua a temperatura ambiente y finalmente se

les adiciono 2 ml mas de etanol hasta obtener un volumen final de cinco (5) ml.

La formula (5) fue utilizada para medir la Clorofila Total sintetizada por C. vulgaris,
a longitudes de onda de 665 nm y 650 nm en un espectrofotometro (Spectroquant
Phara 300 Merck) [3,8]:

Clorofila total (mg*L)= 25.8 * Agso + 4.0 * Ages (5)

3.5 ANALISIS ESTADISTICO
Para verificar la productividad de biomasa por el secuestre de CO, entre los dos
tratamientos y a diferentes concentraciones de vinazas, se realizé una prueba no
paramétrica KrusKal Wallis, utilizando el software STATISTICA 7 [28]. Debido a

que los datos no se ajustaron a los supuestos sobre normalidad e igualdad de
varianzas (p<0,05) [14].
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

Concentraciéon de Biomasa
en Vinazas con suministro de CO2 (15 minutos)
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Figura 4.Crecimiento de biomasa a diferentes concentraciones con suministro de co, cada 15 minutos.
Fuente: El autor

Concentracion de Biomasa
en Vinazas con suministro de CO2 (60 minutos)
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Figura 5. Crecimiento de biomasa a diferentes concentraciones con suministro de co, cada 60 minutos
Fuente: El autor
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En la Figura 4 y 5 se muestra el crecimiento celular en las diferentes
concentraciones de vinazas y dioxido de carbono a los dos intervalos de tiempo,
donde el mejor crecimiento ocurre bajo una concentracion del 10% de vinazas y
disminuyendo su tasa de crecimiento a medida que aumenta la concentracion de

vinazas en el medio

En la Figura 6 se comparan las productividades después de cinco dias de cultivo a

partir de las diferentes concentraciones de vinazas y suministro de CO..

Productividad de Biomasa

=
S 05
*
—
S~
® 04
s 0,319
E 03 -
o 0,239 m 15"
Q
g 0’2 | 0,180 .60"
[1]
©
>
g ol- 0,060 0,038
) ) 0,041
'§ 0,036 (016
o
10% 30% 50% 100%
concentracion de vinazas

Figura 6. Productividad de biomasa a diferentes concentraciones de vinazas y suministro de co»
Fuente: El autor

Se observo que las mayores productividades de biomasa se alcanzaron en los
tratamientos con concentraciones de vinazas menores al 30%, donde la maxima

se logré en el tratamiento de 10% con un valor de 0,319 g L™ dia ™

para el
suministro de diéxido de carbono cada 15 minutos y 0,239 g L™ dia * para cada 60

minutos. Cabe recordar que las diferentes muestras se encuentran mezcladas con
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un medio estandar de cultivo en el cual, C. vulgaris crece de forma normal; a
medida que disminuye dicha cantidad se obtuvo una baja productividad de
biomasa, logrando un menor valor en el tratamiento de 100% con 0,016 g L™
dia ™ para el suministro de diéxido de carbono cada 15 minutos y 0,041 g L™ dia *

para cada 60 minutos.

Productividad de Clorofila
s P 6,137
= 6,0
£ 50 4,54
8 4,0 3,812
% 3,0 2,650
o 1,662
3 20 12291158 g964
2 1,0 -
S
.g 0,0 -
a 10% 30% 50% 100% Blanco
Concentracion de Vinazas
m15' me0' Blanco

Figura 7. Productividad de clorofila en diferentes concentraciones de vinazas
Fuente: El autor

En la figura 7, se observa un incremento de la productividad de clorofila en
mayores cantidades de vinazas, esto es debido a la influencia ocasionada por la
cianobacteria presente en el medio, en cual ocurre un estado de simbiosis,
afectando la productividad de biomasa como consecuencia de la competencia
presentada entre el alga y la cianobacteria por el nitrdgeno presente en el medio
(figura 8).
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CONCENTRACION DE VINAZAS 30%

CONCENTRACION DE VINAZAS 50% CONCENTRACION DE VINAZAS 100%

Figura 8.foto de muestras obtenias a partir de bioreactores a concentraciones de 10%, 30%, 50% y 100%(
vista microscopica).
Fuente: El autor

Debido a que las cianobacterias tienen un metabolismo mas simple y posee mayor
capacidad de asimilar nitrégeno més rapidamente que C. vulgaris, el secuestre de
CO, en estos tratamientos fueron bajos tal y como fue observado en la

productividad de biomasa [29].

Asi mismos las cianobacterias también poseen Clorofila a, lo cual genero
interferencia ya que se le realiz6 a los tratamientos de 50% y 100% los procesos
de obtencion y medicion de Clorofila Total, se midieron clorofilas provenientes de

C. vulgaris asi como de la cianobacteria.
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4.1 ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos obtenidos en el laboratorio se tabularon para luego ser analizados e
interpretados en forma estadistica, y poder corroborar lo explicado anteriormente,
teniendo como variable de respuesta la productividad de biomasa. Se evaluaron
todos los tratamientos, agrupandose los datos por dias concretamente en las

horas de la tarde durante un periodo de 5 dias de cultivo.

El tratamiento de CO; a intervalos de tiempo de 15 minutos y a distintas
concentraciones de vinazas, mostraron diferencias significativas en la
productividad de biomasa (P=0,035); observandose una desigualdad entre los
tratamientos a 10% con respecto a los de 50% y 100%. Hay que resaltar, que el
tratamientos de 10% en comparaciéon con el de 30%, mostro una leve similitud (p=
0,079). Como podemos observar los valores de color rojo muestran la diferencia

presente entre los tratamientos. Tabla 1.

TABLA 1. Comparaciones multiples entre tratamientos con suministro de co, cada 15 minutos
obtenidos con la prueba de kruskal-wallis; productividad biomasa (g I-1 dia-1); p=0,035; n=20.

_ 10%;15 " 30%;15' 100%; 15'

10%;15 0,079617 0,043115 0,043115
0,079617 0,079617 0,043115
0,043115 0,079617 0,043115
0,043115 0,043115 0,043115

Fuente: El autor

El tratamiento de CO, a intervalos de tiempo de 60 minutos y distintas
concentraciones de vinazas, mostraron diferencias significativas en la
productividad de biomasa (P=0,138); observandose diferencias entre los

tratamientos a 10% con respecto a los otros tres tratamientos (P< 0,05) Tabla 2.
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TABLA 2. Comparaciones multiples entre tratamientos con suministro de co, cada 60 minutos
obtenidos con la prueba de kruskal-wallis; productividad biomasa (g I-1 dia-1); p=0,0138; n=20.

[ o [ e [ oo
0,026499 0,002498 0,001310
0,026499 0,641885 0,439533
0,002498 0,641885 0,985015

100%; 60 0,001310 0,439533 0,985015

Fuente: El autor

Suministro de COz cada 15 minutos a C.vulgaris a distintas concentraciones
de vinazas
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Figura 9. Comparaciones entre tratamientos con respecto a la productividad de vinazas con suministro de co;
cada 15 minutos.

Fuente: El autor
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Figura 10. Comparaciones entre tratamientos con respecto a la productividad de vinazas con suministro de
co; cada 60 minutos.

Fuente: El autor
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La mayor productividad de biomasa fue observada en el tratamiento de 10% de
vinazas (Figura 9 y 10). Cabe resaltar que la productividad de la biomasa fue
menor en el tratamiento de 60 minutos en comparacion con los valores obtenidos

en el tratamiento con suministro de CO» a intervalos de 15 minutos.

Debido a que las diferencias presentadas entre los tratamiento de 15 vy 60
minutos con suministro de CO, con respecto a la productividad de biomasa a
concentraciones de vinazas al 10% y 30% no mostraron diferencias muy notorias
en sus valores promedio, se decidio realizar un tercer ensayo en el cual se
pretendia corroborar si existian o no diferencias significativas entre estas. La
prueba de Kruskal-Wallis arrojé un p=0,0297 mostrando diferencias significativas

entre los tratamientos como se observa en la Tabla 3.

Este resultado permite afirmar que no existe un secuestro efectivo por parte de C.
vulgaris utilizando diferentes concentraciones de vinazas (figura 11); cabe aclarar
gue las vinazas no son funcionales como medio de crecimiento adecuado para

esta cepa con el objetivo de obtener un crecimiento notorio.

TABLA 3. Comparaciones multiples entre tratamientos con suministro de co, obtenidos con
la prueba de kruskal-wallis; productividad biomasa (g I-1 dia-1);p = 0,029; n=30.

I N e I
0,0796 0,5000 0,0796 0,8927 0,0796
0,0796 0,0796 0,4653 0,0431 0,8927
0,5000 0,0796 0,0796 0,5001 0,0796
0,0796 0,4653 0,0796 0,0431 0,1380
0,8927 0,0431 0,5001 0,0431 0,0431

30% B 0,0796 0,8927 0,0796 0,1380 0,0431

Fuente: los autores
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Evaluacion de Captacion del CO; a diferentes periodos de tiempo y

concentraciones de vinazas
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Figura 11. Comparaciones entre tratamientos con respecto a la productividad de vinazas.

Fuente: los autores
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CONCLUSIONES

La utilizacién de vinazas obtenidas de los destilados a distintas concentraciones
como medio de cultivo para el crecimiento de Chlorella vulgaris no es muy
favorable. Porque evita la captaciéon de CO, inyectado como fuente de carbono

obteniéndose bajos valores de productividad de biomasa.

Asi mismo las vinazas obtenidas de los destilados poseen gran contenido de
nitrogeno. A pesar de ello, el crecimiento de la microalga no fue favorable, debido
a que el nitrégeno presente no se encuentra de la forma necesaria para ser
capturado por la microalga y de esta forma realizar sus requerimientos

metabolicos.

Las cianobacterias son capaces de asimilar cualquier tipo de fuente de nitrégeno
inorganico permitiendo la realizacion de simbiosis entre Chlorella vulgaris y la
cianobacteria, de esta forma sobrevivir en el medio, esto se observo en los
tratamientos en los cuales fueron utilizadas concentraciones mayores a 30% de

vinazas.

A pesar de utilizar distintos tiempos en la inyeccion de CO; el secuestro de este
no fue significativo en la productividad de biomasa por parte de Chlorella vulgaris,
comprobandose que el aumento en las inyecciones de CO, no estimulé la

productividad de biomasa, cuando es utilizada las vinazas como medio de cultivo.
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RECOMENDACIONES

Estudiar la incidencia de las aguas residuales industriales de los evaporados de
alcoholes como medio de cultivo para Chlorella vulgaris, que de tal forma se

genere una alternativa para el tratamiento de estas vinazas.

Analizar el efecto de suministrar CO, como fuente de carbono para cultivos,
compuestos de medio Bold Basal y aguas residuales industriales de los
evaporados de alcoholes con intension de logra una productividad de biomasa

significativa.
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ANEXOS

ANEXO 1. COMPOSICION DEL MEDIO DE CULTIVO.

TABLA 4. SE ENSENA LAS DIFERENTES COMPOSICIONES DE LAS STOCK SOLUTIONS, NECESARIAS
PARA PREPARAR EL MEDIO DE CULTIVO BOLD BASAL PARA UN VOLUMEN DE TRABAJO DE 1 LITRO.

Soluciones Stock Para 400 ml

(1). NaNO3 10.0g
(2). MgS04.7H20 309
(3). NaCl 109

(4). K2HPO4 3.0g
(5). KH2PO4 7049
(6). CaCl2.2H20 109

Soluciones Stock Para un Litro

(7). Solucion de elementos de traza

(autoclave para disolverse): 8.82¢
ZnS04.7H20

MnCI2.4H20 144 g

MoO3 0.71¢g

CuS04.5H20 1.57¢g

Co(NO3)2.6H20 0.49¢

(8). H3BO3 11.42 g

(9). EDTA 50.0 g

KOH 31.0¢g

(10). FeS04.7H20 4.98 g

H2S04 (concentrado) 1.0 ml
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Medio Para un Litro
Soluciones Stock 1 - 6 10 ml cada una
Soluciones Stock 7 - 10 1 ml cada una

ANEXO 2. CALCULO DEL COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION

TABLA 5. VARIACION DE LA ABSORBANCIA CON LA CONCENTRACION DE LA MUESTRA.

Peso seco por vol. de _
Absorbancia

muestra (concentracion g/L)

1 0,807
0,5 0,434
0,25 0,233

0,125 0,117

COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION
0,800 /
0,600

0,400

Abs=0,8004x+0,0181
0,200 R2=0,9977

0,000 / . . . .

0O 025 05 075 1
CONCENTRACION (g/L)

ABSORBANCIA

FIGURAL . DATOS DE ABSORBANCIA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION, PARA EL CALCULO DEL
COEFICIENTE MASICO DE EXTINCION.
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