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Resumen
Titulo: Identificacion de fotoperiodos para incrementar el crecimiento de la microalga
(Spirulina Platensis) a partir de un sistema cerrado a escala de laboratorio en la universidad
industrial de Santander.
Autor: Carlos Ernesto Zabala blanco, Odeth Lorena Suarez Hurtado
Palabras Clave: microalgas, luz, oscuridad, fotoperiodo, crecimiento
Descripcion:

Segun (Alina Villa, 2014)Las microalgas requieren diferentes factores para su crecimiento, dentro de estos se
encuentran los parametros fisico-quimicos tales como luz, temperatura salinidad, pH, CO2 y fotoperiodo y
nutritivos como macro nutrientes, que son utilizados para sintetizar compuestos organicos y los micronutrientes
usados como catalizadores . El fotoperiodo (tiempo de exposicidn a la luz y oscuridad) tiene efecto sobre los
ciclos de vida y actividades metabdlicas de las microalgas tanto en cultivo como en la naturaleza. En
condiciones naturales, la mayoria de las algas se establecen en periodos alternos de luz: oscuridad, sin embargo,
en la mayoria de los laboratorios de microalgas se mantiene constante la iluminacion en los cultivos al interior,
debido a que se favorece la division celular en ciertas microalgas

En el presente trabajo de investigacion se muestra el aislamiento , multiplicacion y caracterizacion de esta
variedad ofreciéndole un medio de luz variado conocido como fotoperiodos , que permite el analisis de su
crecimiento y comportamiento , Se realizara un disefio experimental por medio de iluminacion led 12 /12, 14/
10 24/ 0 con dos factores (fotoperiodo y aireacion) y cada uno con 2 niveles, las variables respuesta seran
produccién de biomasa, .La finalidad del estudio es lograr identificar la adaptacion de la cepa de micro algas
diferentes intensidades de luz y oscuridad donde se pueda evidenciar la multiplicacion de la cepa mas rapida y

con mejores caracteristicas

"Trabajo de Grado
“Universidad Industrial de Santander. Instituto de Proyeccién Regional y Educacion a Distancia (IPRED) Produccién Agroindustrial.
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Abstract
Title: Production of biomass from a closed system of micro algae (Spirulina Platensis) as a food
supplement in the southern commune region in the Department of Santander
Author: Carlos Ernesto Zabala blanco, Odeth Lorena Suarez Hurtado

Key Words: microalgae, light, dark, photoperiod, growth

Descripcion:

According to (Alina Villa, 2014) Microalgae require different factors for their growth, within these are
the physical-chemical parameters such as light, temperature, salinity, pH, CO2 and photoperiod and nutrients
such as macro nutrients, which are used to synthesize compounds organic and micronutrients used as catalysts.
The photoperiod (time of exposure to light and dark) has an effect on the life cycles and metabolic activities of
microalgae both in culture and in nature. Under natural conditions, most algae establish themselves in
alternating periods of light: However, in most microalgae laboratories the lighting is kept constant in the indoor
cultures, due to the fact that cell division is favored in certain microalgae
In this research work, the isolation, multiplication and characterization of this variety is shown, offering it a
varied light medium known as photoperiods, which allows the analysis of its growth and behavior. An
experimental design will be carried out 2 x 2 with two factors (photoperiod and aeration) and each one with 3
levels, the response variables will be biomass production. The purpose of the study is to identify the adaptation
of the microalgae strain with different intensities of light and darkness where the multiplication of the strain

can be evidenced more fast and with better features

*Degree work
* Industrial University of Santander. Institute for Regional Projection and Distance Education (IPRED) Agroindustrial

Production. Engineering.
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Introduccion

La produccion de microalgas para finalidades de consumo nutricional humano se han
ido implementando desde el tiempo de los aztecas. Estas eran usadas para la elaboracion de
panecillos que luego utilizaba como alimento. (Garcia, 2018). En los afios sesenta, Europa
comenz0 a usar este tipo de organismo en la alimentacion humana principalmente como
suplementos dietéticos (proteicos y vitaminicos), en forma de polvo, capsulas, pastillas y
fueron incorporadas en alimentos tales como pasta, galletas, pan, caramelos, yogures (BBC,
2021). (Spirulina Platensis) es una microalga con unas caracteristicas nutricionales muy
importantes que la convierte en un superalimento resaltado por la ONU lo cual la pondera de
ser una cianobacterias con una completa estructura alimenticia que brinda, carbohidratos,
proteinas, vitaminas, grasas que estabiliza y rehabilita la salud y permite la calidad de vida
en la salud nutricional de nifios y adultos fortaleciendo la disminucion de enfermedades como
la diabetes y la emaciacion
En Colombia la produccion de microalgas se ha venido desarrollando lentamente, generando
un impacto sobresaliente como alternativa a la alimentacion animal. (Colorado Gomez, 2013
), pero que, aun falta aprovechar de la mejor para la produccién de nuevos subproductos.
Esto es debido a la falta de investigaciones que ayuden a estandarizar las condiciones
operativas y generar opciones de nuevos emprendimiento y productos innovadores que
faciliten mejorar la economia de una regién (Ortiz, Romero, & Meza, 2018).

Las Micro algas: Segun (franco Argento, 2016) son micro organismos fotosintéticos ( que
viven por la luz) capaces de producir alimento a partir de sustancias inorganicas , siendo de
vital importancia en el mantenimiento de la vida de la tierra . proporcionan compuestos

orgénicos d alto valor nutricional y oxigeno para soportar el resto de la vida en el planeta,
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son el primer eslabon de la cadena trofica marina, encargadas de proporcionar el 70 % del
oxigeno que respiramos. ademas, pueden extraerse aceites esenciales, &cidos grasos omega,
proteinas, antioxidantes, aminoacidos.

Existen mas de 30.000 especies de microalgas. de las cuales apenas unas 100 han sido
estudiadas y solo unas 20 se explotan comercialmente con regularidad. (Urbano, 2015) En
los Gltimos 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 (Rubio Aguiar, 2018) .Todos estos avances indican claramente una gran
expansion del cultivo de microalgas en un corto tiempo y otorga a esta industria un futuro
cada vez més prometedor como fuente nutricional y energeética.

De acuerdo con la problemética anteriormente planteada, se desarrollara esta
investigacion con el fin de identificar el fotoperiodo més eficiente para incrementar el
crecimiento a partir de un sistema cerrado de la microalga (Spirulina Platensis) como
suplemento alimenticio en la regién comunera sur en el Departamento de Santander,
generando nuevo conocimiento en lo referentes a los procesos reproductivos en cuanto a
temperatura, intensidad de luz, aireacion, entre otros. Segun (Trujillo, 2017) La intensidad
de luz y la longitud de onda juegan un rol critico en la actividad fotosintética, lo cual es
consecuentemente reflejada en su crecimiento, debido a que los fotosistemas catalizan la
reaccion de conversion de energia luminica, capturada por las moléculas excitadas de la
clorofila en forma de energia utilizable (Cheirsilp y Torpee, 2012). En este sentido, varios
estudios se han desarrollado para mejorar la eficiencia de utilizacién de la luz y reducir los
costos de sistemas de iluminacion artificial. Cultivos de laboratorio utilizan tubos
fluorescentes, los que consumen alta energia comparada con los diodos emisores de luz

LED’s (Light Emitting Diodes), cuyo tiempo de vida e intensidad (W/m2) son 941% y 500%
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mas respectivamente Muchos cultivos utilizan solamente energia solar como fuente de luz.
Sin embargo, el rendimiento de los sistemas al aire libre, es mas bajo que los realizados en
recintos cerrados (Chen et al., 2011). La irradiacion de luz en los sistemas con luz artificial
debe proporcionarse con cuidado, ya que el exceso de esta provoca un fenémeno llamado
fotooxidacion o foto inhibicién donde se produce dafios del aparato fotosintético de la célula

Teniendo en cuenta los anterior es importante lograr identificar un estandar de
luminosidad que destaque un buen crecimiento e intensificacion de division celular que
conserve las caracteristicas de fotosintesis que contiene las cepas de (spiruluna Platensis)
incrementando los estandares de multiplicacion de la cepa para lograr obtener una
inoculacion con resultados eficientes , al momento de incrementar la produccion de
laboratorio a produccién de biomasa ya sea por medio de sistema cerrado fotobioreactor o
sistema abierto en estanques logrando asi un mejor aprovechamiento de los productos que se
puedan obtener de este sistema productivo, por lo cual se llevé a determinar la siguiente
pregunta de investigacion ¢Cuales son los rendimientos en cuanto a produccion y adaptacion
en la aplicacion de luz led en dos intensidades de fotoperiodos dia / noche propuestas para
la eficacia de la microalga? por tal razén la alternativa para mejorar la estabilidad de
crecimiento de la (SpirulinaPlatensis) es el uso adecuado de la luz y oscuridad suministrada
en su proceso de multiplicacion .

(Trujillo, 2017) EI fotoperiodo es un factor importante, el cual esta constituido por el
tiempo de exposicion a la luz y oscuridad, lo que tiene efecto sobre los ciclos de vida y
actividades metabdlicas de las microalgas. han sostenido que la Spirulina no puede soportar
una exposicion prolongada de iluminacion, ya que podria ser destruido por fotolisis,
recomendando la necesidad de mantener la iluminacién controlada en fotoperiodos regulados

de tiempo 12/12 horas (dia/noche). Aunque Habib et al. (2008) han reportado que para S.
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platensis, se ha encontrado que el fotoperiodo 6ptimo es 16 horas/dia, basado en la
evaluacion de la densidad Optica y contenido de clorofila.
En este sentido en la presente investigacion se trata de dilucidar los rangos de intensidad
luminica de LED’s blanco y fotoperiodo (L/O) en la produccion de biomasa de Spirulina.
Por lo cual el enfoque de la investigacion es de disefio experimental cuantitativo
debido a se va a realizar un andlisis a un formato de observacion participante. En la
observacion participante el investigador pasa a formar parte de la comunidad o medio
donde se desarrolla el estudio.
Ademas, se realiza un andlisis mediante tablas de comparacién, en las cuales se
Ileva un registro descriptivo tomado semanalmente donde se observan pardmetros como

comportamiento productivo.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Identificar el fotoperiodo para incrementar el crecimiento de la microalga (Spirulina
Platensis) implementado tres prototipos (12/12, 16/8, 24/0) en un sistema cerrado a escala

de laboratorio en la universidad industrial de Santander sede Bucaramanga.

1.2 Objetivos Especificos

¢ Identificar las condiciones en la fase exponencial de la cepa adquirida de
la microalga ( Spirulina Platensis), para establecer un parametro de
comparacion.

e Evaluar los parametros de densidad de la microalga (Spirulina Platensis)
bajo los fotoperiodos expuestos., cuantificando el crecimiento adquirido

e Identificar los resultados obtenidos bajo las diferentes condiciones como
luz, oscuridad, aireacion, pH y nutrientes suministrados. Para definir el

fotoperiodo mas eficiente.
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2. Cuerpo del Trabajo

2.1 Marco Referencial

Segun (Arias, 2012) EIl marco tedrico o marco referencial, es el producto de la
revisién documental-bibliografica, y consiste en una recopilacion de ideas, posturas de
autores, conceptos y definiciones, que sirven de base a la investigacion por realizar.

El marco tedrico o referencial es importante ya que permite dar valor a la literatura
que se esta construyendo sobre el problema disefiado. Orientando asi al investigador para que

se centre y evite desviaciones del planteamiento original.

2.2 Estado del arte.

La investigacion titulada DISENO CONCEPTUAL DE UN PROCESO DE
CULTIVO Y OBTENCION DE Cyanobacteria Arthrospira Platensis , realizada por
Torres, Bernardo; Correa, Daniel (Torres & Correa, disefio conceptual de un proceso de
cultivo y optencion , 2018) se obtiene informacion precisa que aporta a la investigacion las
condiciones necesarias para su adecuado crecimiento, en este documento Se evaluo el
crecimiento del alga Spirulina Platensis en la ciudad de Medellin a presion y temperatura
promedio de 0.84 atm y 24°C respectivamente, en tres medios de cultivo: Medio Zarrouk,
Medio Utex y Medio Urea (experimental). Las pruebas fueron realizadas a escala de
laboratorio en tanques de 2 I, con aireacion constante, la agitacion fue proporcionada por la
aireacion, rango de pH entre 9-11; se realizaron mediciones diarias para controlar la variable
de crecimiento mediante el calculo del peso seco y se cuantificé el contenido proteico del
alga cultivada en cada uno de los medios. De los resultados obtenidos se defini6 el medio

Utex como la mejor alternativa, debido a que presentd el mayor crecimiento, 11 g/l partiendo
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de una concentracidn inicial de 1.5 g/l y un contenido proteico de 46.8% en peso seco. Se
presenta un disefio conceptual para la produccion de Spirulina partiendo de los resultados
obtenidos y escalando el proceso para obtener una produccion de 11 Kg de Spirulina por
semana, la capacidad de produccién se definié para un proceso a baja escala, de modo que
personas de bajos recursos puedan realizar pequefias producciones para consumo familiar y
local, recibiendo beneficio econémico de ventas y beneficio nutricional del consumo del alga.
(Torres & Correa, Disefio conceptual de un proceso de cultivo y obtencion de Cyanobacteria
Arthrospira Platensis , 2021)

Otra indagacién universitaria encontrada como referencia es la investigacion titulada
EFECTO DEL FOTOPERIODO SOBRE EL CRECIMIENTO DE LA DIATOMEA
CHAETOCEROS CALCITRANS (CLON C-CAL) EN CULTIVOS ESTATICOS (Alina
Villa, 2014)donde se evalUa el crecimiento de Chaetoceros calcitrans en un sistema estatico
a 35 ppt de salinidad y con los fotoperiodos de 0:24, 6:18, 10:14 y 24:0 horas luz: oscuridad.
La informacion encontrada en este documento nos aporta la forma correcta para iniciar con
la reproduccion de microalgas a escala laboratorio. Los bioensayos se realizaron en frascos
de 200 ml por cuadriplicado bajo condiciones controladas de laboratorio, utilizando el medio
de cultivo F/2. Las variables monitoreadas cada 48 horas fueron luz, temperatura, pH y
conteos celulares directos. El fotoperiodo afecta de manera directa la concentracion celular
y la tasa de crecimiento de C. calcitrans, siendo mayores con 24 horas luz, con valores de
2°713,333 cel.ml-1 y 0,17 div.dia-1, mientras que la concentracion minima y la tasa de
crecimiento con 0 horas luz fue 0 cel.mI-1 y -0,03 div.dia-1, respectivamente. por medio de
este contenido se puede analizar el comportamiento de fotoperiodo en otra variedad de

microalga
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El articulo cientifico nombrado a continuacién identifica directamente la produccion
de biomasa de (Spirulina Platensis) en autoria de la Universidad Privada Antenor Orrego
Escuela de Ingenieria en Industrias Alimentarias titulada EFECTO DE LA INTENSIDAD
DE DIODOS ELECTROLUMINOSOS Y FOTOPERIODO EN LA OPTIMIZACION DE
LA PRODUCCION DE BIOMASA DE SPIRULINA (ARTHROSPIRA) (villalovos, 2017).

Este articulo nos aporta informacion que permite identificar las condiciones luminicas
necesarias y Optimas para la produccién de biomasa de microalga para lograr obtener una
multiplicacion celular e incrementar el crecimiento de la densidad de la cepa establecida en
la fase exponencial. Se optimiza la produccion de biomasa (¢p) de cultivos batch
de Spirulina sp. en foto biorreactores a escala de laboratorio (FBL) de 0,2 L, por efecto de
X1:intensidad de diodos electro luminosos (LED’s) entre 1,25 a 41,7 klux y X2: fotoperiodo
del2/12 a 24/0, h de luz/h de oscuridad (L/O) utilizando un disefio compuesto central
rotacional (DCCR) y metodologia de superficie de respuesta (MSR). Asimismo, se evalla
las caracteristicas hidraulicas y el valor ¢ de un cultivo batch de Spirulina en una foto
biorreactor de canal bucle cerrado abierto a la atmosfera (FB-BCAA) por efecto de la
iluminacion LED de 8,3+1,9 klux y fotoperiodos de 12/12 y 24/0 h L/O. En los FBL se
encuentra dos zonas Optimas de ¢, ambas con una intensidad LED de 21,5 klux y
fotoperiodos 12/12 y 24/0 h L/O, siendo los valores ¢ de 1,65 y 1,62 respectivamente.

Por ultimo, pero no menos importante se encuentra un articulo donde se analiza en
general el cultivo de microalgas en este sitio web se puede evidencias los condiciones
especificas para establecer un cultivo de microalgas bajo diferentes métodos y condiciones.
Este articulo aporta a la investigacion porque concluye lo siguiente.

o consideraciones generales de los cultivos de microalgas
o requerimientos principales de los cultivos de microalgas
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o medios de cultivo

o técnicas de aislamiento y purificacion

o determinacion de la densidad de poblacion de las microalgas
o equipo e instalaciones

estos item son vitales para el procedimiento en el laboratorio se encuentra titulado como
cultivo de microalgas en autoria de la organizacion de las naciones unidas para la agricultura
y la alimentacion (Blanco, s.f.)
2.3 Marco Teorico.
Spirulina (Arthrospira) es una bacteria perteneciente al grupo Cyanobacteria (anteriormente
conocido como Cyanophyta o como grupo de las algas verde azules). Se trata de organismos
unicelulares y fotoautdtrofos, a pesar de ser unicelulares se agrupan formando tricomas o
formas filamentosas. La spirulina es un alga fotosintética pluricelular, minuscula, de color
verde azulosa, de apenas medio milimetro de longitud. La palabra en latin spirulina significa
espiral pequefia, referida a la forma de su estructura. Debe el color verde a la clorofila, y el
azul a la ficocianina. El cultivo de micro algas es un sistema bioldgico eficiente de utilizacion
de la energia solar para la produccion de materia organica. Por medio de este documento se
puede obtener informacion certera respecto al medio adecuado para lograr una multiplicacion
celular mas eficiente. Teniendo en cuenta que Las micro algas crecen y se reproducen mas
rapido que las plantas terrestres por lo tanto es posible obtener mayores rendimiento de
biomasa .Bajo ciertas condiciones , muchas especies de micro algas pueden acumular en
altas concentraciones compuestos de interés comercial , tales como proteinas lipidos almidon
glicerol y pigmentos naturales o biopolimeros (hernandes, 2014)

(machado) Segun la informacion obtenida en la cita relacionada esta aporta
informacion donde se logra identificar las propiedades nutricionales que contiene a

microalga. Las proteinas vegetales pueden aportar los aminoacidos esenciales en la
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proporcion adecuada para el organismo. Y ademas carecen del colesterol o los contaminantes
que suelen concentrarse en los tejidos animales. Es cierto que las plantas aportan menos
proteinas que los productos animales y que estas son menos completas. Pero con ello se
ignoran las formas de mejorar la calidad de las proteinas vegetales que se han demostrado
eficaces en los cinco continentes, o la realidad de quienes prefieren seguir una dieta vegetal
pura o vegana. Sus proteinas si son de muy fécil absorcion y conforman entre el 65y 71 por
ciento de su composicion nutricional. Ademas, como tienen todos los aminoacidos
esenciales, se esta hablando de una proteina completa.

Segun la investigacion de (ramirez, 2013) se logra establecer el método de cultivo
maés eficiente de esta manera permite identificar para la investigacion las pertinentes
condiciones de luz ya que , Para que el cultivo de cianobacterias sea eficiente es necesario
disefiar foto biorreactores que transmitan la mayor cantidad posible de luz, esto implica alta
relacion superficie/volumen (S/V) del reactor. De esta forma, la eficiencia de un foto
biorreactor es determinada en base a la captacion, transporte, distribucion y uso de la luz .
Foto biorreactores cerrados (fernandez, 2014)se denominan asi porque mantienen al cultivo
totalmente aislado del medo ambiente exterior. Tipicamente estan equipados con sistemas de
agitacion, aireacion, control del pH, intercambio del calor, adicion de medio y CO2. Los
fotobiorreactores cerrados son dispositivos muy especializados, a menudos disefiados
especificamente para una especie concreta. Los foto biorreactores tubulares, ademas, tienen
partes separadas para la captacion de la luz y para la desgasificacidn, por lo que permiten
optimizar ambas funciones a cambio de un coste mayor que puede ser compensado por una
mayor productividad.

Los raceways son dispositivos mas sofisticados en el sentido de que proveen agitacion

y mezcla. También pueden suministrar CO2 al cultivo de forma relativamente eficiente y con
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pocas pérdidas, lo que permite también un cierto control del pH. El dispositivo de impulsion
méas comun es la rueda de paletas o “paddle wheel" y consigue mantener el cultivo en

suspension y mezclado con un gasto de potencia de unos pocos watios por metro cubico.

En la Acuacultura, uno de los factores limitantes es la obtencién y produccion de
alimentos que cubran todos los requerimientos para las especies de cultivo y que resulten
costeables. El alimento vivo (fitoplancton y zooplancton) es esencial durante el desarrollo
larvario de peces, crustaceos y moluscos. En la actualidad la investigacion orientada hacia
los microorganismos como fuente de alimentacion esta en pleno desarrollo. En paises como
Japén, donde se practica con éxito la Maricultura, los cultivos masivos de microalgas,
rotiferos, copépodos y claddceros son la base de la produccidn comercial.

Dado el interés que existe por la Acuacultura en Latinoamérica y el Caribe, dirigido
principalmente a las especies de importancia comercial de peces, moluscos y crustaceos en
condiciones controladas para la produccion y alta supervivencia de semillas en sistemas de
cultivo semi-intensivo e intensivo, se hace necesario el conocer las diferentes alternativas de
produccion de alimento vivo a gran escala, ya que es dificil sustituir el alimento natural, pues
las dietas artificiales generalmente provocan altas mortalidades por deficiencias nutricionales
cuando no estan balanceadas.

Por otra parte, en la Gltima década se ha tratado de sustituir los alimentos vivos por
dietas microencapsuladas o por técnicas que permitan el almacenamiento por congelado o
liofilizacion por tiempo indefinido de estos alimentos y en términos generales no resuelven
el problema real que es la demanda constante de alimento vivo y resultan incosteables.

Una solucion a este problema se fundamenta en el conocimiento, optimizacion y

automatizacion de los sistemas de cultivo de fitoplancton y zooplancton, para llevarlos a
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niveles masivos de produccion semicontinua o continua. Se logra optimizar un cultivo
conociendo la concentracion adecuada de nutrientes, buscando una coordinacion entre el
crecimiento y la utilizacion de estos nutrientes, estandarizando una taza de dilucion o cosecha
Optima a intervalos periddicos para lograr una produccion alta y sostenida a largo plazo.

El conocimiento y control de los pardmetros ambientales éptimos en los cultivos de
fitoplancton y zooplancton es muy importante, ya que no sélo permiten la supervivencia y
desarrollo de los organismos en cultivo, sino ademas factores como la temperatura y la
salinidad regulan la concentracion y calidad de nutrientes esenciales como son las vitaminas,
los aminoacidos y los &cidos grasos. (Blanco, s.f.) Esta informacién logro establecer para el
proyecto las condiciones y factores indispensables para el cultivo de microalgas
(hernandez, 2014)Las microalgas poseen una capacidad fitorremediadora que consiste en la
eliminacion o biotransformacion de contaminantes de un medio liquido o gaseoso. Estos
compuestos contaminantes son captados por la biomasa algal y pueden ser recuperados
mediante su cosecha. Esta capacidad resulta en un sistema de cultivo con 2 propositos:
eliminacion de contaminantes y produccion de biomasa con fines comerciales. Ambos
objetivos dependen del sistema de cultivo, la o las especies cultivadas y los factores
ambientales. La utilizacién de medios contaminados en el cultivo impacta directamente en
los costos de produccion. Por lo tanto, la investigacion anterior citada confirma que la
eleccidn del tipo de sistema de cultivo es importante, y debe realizarse en base a factores

bioldgicos, técnicos, ambientales y economicos definidos previamente

(raul rincon, 2011)Este trabajo muestra los aspectos técnicos y econémicos del maricultivo
de algas productoras de ficocoloides 0 gomas marinas. Se emplearon dos sistemas de cultivo

en cuatro diferentes localidades habitadas por comunidades de pescadores Wayuu de los
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corregimientos del Cabo de La Vela y Carrizal, peninsula de La Guajira, Colombia. Se
determind la productividad y tasa de crecimiento de tres especies de macroalgas de interés
comercial, asi como los costos de produccion, inversion y rentabilidad de granjas marinas
de 0.5 ha, tomando en cuenta el disefio y construccién de unidades hechas con materiales e
insumos de bajo precio y facil acceso. La implementacién de estos sistemas y métodos de
cultivo podria servir de base para la transferencia tecnoldgica a las comunidades locales. Los
ingresos que se generen por medio de la maricultura de algas podrian beneficiar a una buena
parte de los pobladores debido a que serian recursos adicionales y complementarios a sus
actividades tradicionales como la pesca artesanal y cria de caprinos, en vista de que la gran
mayoria vive en condiciones de extrema pobreza y presenta uno de los indices de

necesidades basicas insatisfechas mas altos de pais.

Produccién de biomasa y proteinas de Chlorella vulgaris Beyerinck (Chlorellales:
Chlorellaceae) a través del disefio de medios de cultivo selectivos (Angel Dario Gonzélez-
Delgado, 2017)Desde hace afios, el cultivo de microalgas se ha llevado a cabo de forma
natural o artificial en lagos, estanques abiertos o foto biorreactores altamente complejos y
controlados. Este documento nos muestra el recorrido y el avance respecto a la forma de
cultivo de las microalgas. En estos ultimos, la energia de la luz es utilizada para generar
reacciones metabolicas y asi obtener productos como carbohidratos, proteinas, lipidos y
pigmentos, los cuales son Utiles en el sector agricola, la quimica verde y la bioenergia

(Veronesi, Ida, D’Imporzano, & Adani, 2015).

(francisco machado, 2012) Este pais ofrece un sin numero de ventajas desde el punto de vista
medioambiental; la posicion geogréfica, la estabilidad y el crecimiento econémico hacen que

setenga condiciones ideales para la creacion de este tipo de proyectos, por eso es importante
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analizar la pre factibilidad para la implementacion de una planta de produccion de biomasa
a partir de microalgas en Colombia estudiando aspectos técnicos, legales, financieros,
condiciones de mercado e infraestructura que permitan dar a conocer este tipo de iniciativas
de forma sencilla a las personas rompiendo un poco los esquemas de confidencialidad con
que se manejan los proyectos de base tecnoldgica. Segun la informacion obtenida de la
investigacion de Francisco machado aporta a nuestro proyecto la certeza de que Colombia
cuenta con las condiciones mas importantes para el cultivo y esas son algunas de las apuestas
para que este trabajo tenga sentido. El ejercicio investigativo de este trabajo se enfoca en
métodos cuantitativos porque se enmarca en aspectos técnicos y cientificos analizando
diversos conceptos para la construccion de soluciones cuantificables necesarias para

alcanzar los objetivos del trabajo.

2.4 Marco Conceptual.

Acuacultura: Bajo el término de “acuicultura” se engloba todo " un conjunto de
actividades, técnicas y conocimientos ~ del cultivo de especies acuaticas vegetales y
animales. © No en vano, la FAO y la Comision Europea la definen * como “el cultivo de
organismos acuaticos, incluyen- ~ do peces, moluscos, crustaceos y plantas acuéticas, 1o ~
cual implica la intervencion del hombre en el proceso ~ de cria para aumentar la produccion,
en operaciones = como la siembra, la alimentacion, la proteccion frente a depredadores
(rueda, 2011)

Alguicultura : el cultivo de algas o alguicultura es una forma de acuicultura que se
preocupa del cultivo de especies de algas. La mayoria de las algas cultivadas caen dentro de

la categoria de microalgas, entre la que se encuentran el fitoplancton, las microéfitas.


https://es.wikipedia.org/wiki/Acuicultura
https://es.wikipedia.org/wiki/Alga
https://es.wikipedia.org/wiki/Microalga
https://es.wikipedia.org/wiki/Fitoplancton
https://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Micr%C3%B3fita&action=edit&redlink=1
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Aireacién Método que aporta CO2 para realizacion de la fotosintesis de las
microalgas, favorece la eliminacién del O2 producido y ayuda al mezclado.

Biomasa microalgal: Segun la Directiva 2009/28/CE relativa al fomento del uso de
energia procedente de fuentes renovables, se define biomasa como la fraccion biodegradable
de los productos, desechos y residuos de origen bioldgico procedentes de actividades agrarias
(incluidas las sustancias de origen vegetal y de origen animal), de la silvicultura y de las
industrias conexas, incluidas la pesca y la acuicultura (isabel, 2012)

Densidad celular : cantidad total de las células existentes en un volumen o gramaje
determinado ,incluye tanto las células viables como las no viables que aun tengan integridad
celular ,es decir que no estén lisadas o fragmentadas . (htt7)

Fotobioreactor : Los fotobiorreactores (FBRs) son dispositivos destinados al cultivo
masivo de microalgas. Para ello, tienen que mantener un medio estable (temperatura, pH,
baja concentracion de O2) y proporcionar los nutrientes necesarios para el crecimiento
incluyendo la luz. Existen dos filosofias de disefio opuestas. los FBR cerrados consiguen
unas condiciones estrechamente controladas que permiten a las microalgas crecer a una
velocidad 6ptima a cambio de un mayor coste. (fernandes, 2014)

Fotoperiodo: El fotoperiodo implica la influencia de las variaciones diurnas de luz y
los periodos de oscuridad sobre el desarrollo de las plantas (Federov, 1987). En las plantas de
dia corto, la floracion tiene lugar en respuesta a periodos largos de oscuridad y periodos
cortos de luz. (rey, s.f.)

Luz : fuente basica de energia para los organismos fotoautotréficos. La intensidad de
la luz y el fotoperiodo, son los factores mas influyentes en la velocidad de crecimiento y la
composicion de la biomasa y, por tanto, en la acumulacion de productos de alto valor en una

amplia gama de especies de Las alteraciones en el fotoperiodo indujeron cambios en el
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contenido total de proteinas, pigmentos y &cidos grasos en , y la densidad celular, la tasa de
crecimiento celular y contenido total de lipidos (Trujillo, 2017)

Led : El acronimo inglés LED (Light Emitting Diode) que en castellano significa
literalmente “Diodo Emisor de Luz’’ es un elemento capaz de recibir una corriente eléctrica
moderada y emitir una radiacién electromagnética transformada en luz. Coloquialmente es
conocido como Diodo Luminoso. Los LED de luz «blanca» se basan en el LED azul con una
correccion de color mediante una capa de fdésforos, de manera andloga a los tubos
fluorescentes. La maxima eficacia se obtiene con la minima capa de fosforos posible, con lo
que la luz emitida tiene una temperatura de color superior a los 6.000 K (dorremochea, s.f.)

Lux : El Lux se usa para determinar la cantidad de luz proyectada sobre una superficie
(un Lux equivale a un Lumen por metro cuadrado). Nos permite cuantificar la cantidad total
de luz visible y la intensidad de la iluminacion sobre una superficie. (directas, s.f.)

Microalgas: Son llamadas microalgas a una gran cantidad de especies que
constituyen el fitoplancton que abarca desde organismos autétrofos hasta microflagelados y
microciliados auxdétrofos. Su posicion taxondmica ha sido de gran polémica entre botanicos
y zoologos, como ejemplo podemos mencionar el grupo de los dinoflagelados, conocidos por
unos como microalgas y por otros como protozoarios. (Blanco, s.f.)

Ph: Medida del grado de acidez o alcalinidad de una sustancia o una solucion. El pH
se mide en una escala de 0 a 14. En esta escala, un valor pH de 7 es neutro, lo que significa
que la sustancia o solucion no es acida ni alcalina. Un valor pH de menos de 7 significa que
es mas acida, y un valor pH de mas de 7 significa que es mas alcalina

Spirulina arthospira : La Spirulina es una microalga filamentosa (Cianobacteria) en
forma de espiral que crece en aguas azul verdosas. Las especies consideradas seguras para

su consumo son S. platensis, S. maximay S. fusiformis (Serbana et al., 2016). Pueden ser
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facilmente separadas de su medio, poseen alta digestibilidad y llegar a contener hasta 70%
de proteina de excelente calidad. (Trujillo, 2017)

Umax: tasa de crecimiento especifica maxima de los microorganismos

Zarrout: método de cultivo de microalgas el cual establece los nutrientes a suministrar

(Trujillo, 2017)

2.5 Mareco legal

Describe en forma especifica el desarrollo de la acuicultura , relacionada con algunas
normas emitidas de caracter agropecuario, técnico, tributarias, sanitarias y de responsabilidad
civil.

Decreto 2256 de 1991, Articulo 2.16.5.2.10.1.

Permiso para realizar la acuicultura comercial, que habla sobre los permisos para ejercer
la acuicultura ejercicio de la acuicultura donde el titular del permiso debera solicitar a las
entidades competentes los derechos de uso de terrenos, aguas, costas, playas o lechos de rios
o fondos marinos que sean necesarios para el desarrollo de la actividad. . Para su obtencion,
el interesado debera presentar a la AUNAP solicitud con los requisitos que ésta sefiale. La
AUNAP establecera el procedimiento para autorizar la realizacion de actividades de
acuicultura experimental o cientifica. (Pesca-AUNAP, s.f.)

Desde el punto de vista ambiental se deben contar con una licencia ambiental otorgada
por una Corporacion Autonoma Regional (CAR) de acuerdo a la jurisdiccion de
implementacion del proyecto que hace las veces de autoridad ambiental competente.
Decreto 1541 de 1978, del articulo 120

Decreto que habla de los permisos otorgados que deben estar ajustados estrictamente a las

necesidades del proyecto. Dentro de la licencia deben estar incluidos un permiso de


http://www.suin-juriscol.gov.co/viewDocument.asp?ruta=Decretos/1426392

FOTOPERIDOS Y AIREACION EN EL CRECIMIENTO DE MICROALGAS 28

concesion de aguas de acuerdo a lo establecido. En caso de que el agua utilizada para el
proyecto sea captada de alguna fuente hidrica como rio, quebrada o lago, por los altos
consumos que requiere la operacion es indispensable tener una concesion de aguas

Decreto 3930 de 2010.

Este decreto describe que se debe contar con un permiso de vertimientos si es necesario
verter las aguas resultantes del proceso en algun cuerpo de agua De igual manera se debe
tramitar el Permiso de Estudio con Fines de Investigacion Cientifica en Diversidad Bioldgica
(PEFIC) que incluye la recoleccion de cepas nativas y todo lo relacionado con la
investigacion propia del proyecto.

Resolucion ICA 1277 de 2004

Esta resolucion indica en caso de ser requerido, segun los alcances del proyecto, que se
debe obtenerse permiso de acceso a recursos genéticos que permite la manipulacion genéticas
de diversas especies. Para la importacion de las microalgas se requieren los permisos de
ingreso al pais expedidos por el ICA, entidad encargada de verificar las condiciones de
importacion y dictar las medidas tendientes a preservar la sanidad agropecuaria, ademas,
cumplir con la. (machado)

2.6 Método

e Tipo de investigacion: EI proyecto serd una investigacion experimental se
presenta mediante la manipulacién de una variable experimental no comprobada, en
condiciones rigurosamente controladas, con el fin de describir de qué modo o por qué causa

se produce una situacién o acontecimiento particular.

e Enfoque de la investigacion: Cuantitativo.

e Técnica de recoleccidon de datos: Observacion.
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e Fuentes de informacidn : Primarias porque va hacer por medio de formatos los
cuales van a permitir hacer seguimiento al comportamiento diario para la produccién de la
biomasa. Para las fuentes Secundaria se hard mediante la recoleccion de referencias de

bibliotecas las cuales nos permiten confirmar los hallazgos de la investigacion a realizar.

e Técnicas de investigacion: Se hara mediante observacion directa y mediciones de

laboratorio.

¢ Instrumento para recolectar la informacion: Los instrumentos de la informacion
se hara mediante observacion directa, y sera registrada en tablas digitales donde se
establecera inicialmente item de horas de luz irradiada, temperatura y aireacion brindada
segun cada prototipo de biorreactor previamente seleccionado, adicional por medios de
iméagenes obtenidas con el microscopio. Y finalizando un formato donde se observara las
iméagenes y se relacionada el crecimiento celular y la biomasa recolectada. Las mediciones
de laboratorio seran obtenidas por medio de equipos tales como , termohigrémetro para
detectar la temperatura de cada prototipo de biorreactor , temporizador digital para
establecer iluminacion programada del cultivo , Peachimetro para medicién de PH de cada
muestra de cultivo, microscopio para obtencion de imagenes de crecimiento celular de
muestras de microalgas, centrifugadora para la mezcla entre el agua y la biomasa y por

Gltimo la gramera analitica para indicar el peso de la biomasa recolectada de cada muestra.

e Modo de aplicacién: Dirigida y de manera presencial. Bomba Para bombas

centrifugas, la caudal minimo reportado es de 0.378 m3 /min que corresponde a una
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eficiencia de 45%, € = 0.45; debido a que la bomba que se necesita para este proceso, posee
un caudal por debajo del minimo reportado por la literatura, se asume un € = 0.45 (Turton y
Bailie, 2003). Las condiciones de operacion se muestran en la Tabla 11, seguida por los
calculos realizados para calcular la potencia de la bomba de aire. Tabla 11. Valores
asumidos para la corriente de aire. Temperatura (°C) 25 Aumento de la Presion (Bar) 0.4
Fraccion de vapor 0 Flujo volumétrico (m3/h) 1 &) * () min (()3FmPbar P KW A =
P=Potencia de la bomba 48 F= flujo volumétrico AP=Aumento de presion en la bomba KW
m bar P KW 0.015 0.45) *(0.4)() min 0.017( () 3 == La potencia requerida por la bomba

para nuestro proceso sera de 15 W

o Sistema de hipotesis y variables o de Presupuestos y categorias de analisis:
Hipdtesis nula: La aireacion y el fotoperiodo no generara una buena produccion de biomasa
microalgal. Hipétesis alterna: La aireacion y el
fotoperiodo generara una buena produccion de biomasa microalgal.

La Variable Independiente: Aireacién y fotoperiodo. La

Variable dependiente: Biomasa seca, pH

e Técnica de andlisis y procesamiento de la informacion:
Los resultados estadisticos de las variables de medicion para determinar el mejor
parametro para la obtencidn de biomasa seca. Estos datos, seran analizados por analisis de

varianza ANOVA y adicionalmente la prueba de diferencia minima significativa de Fisher.
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e Para el desarrollo de la investigacion se realizara las siguientes fases:
Determinacion de las condiciones del cultivo inicial de la microalga Spirulina Platensis Se
utilizara la microalga Spirulina ,se desarrollard un pre in6culo, el cual serd mantenida
durante 20 dias a una temperatura de 30+/- 2 °C y a 3000 lux en medio Zarrouk modificado
(Romero, Guevara, & Gomez, 2017). Para mantener la cepa en crecimiento se realizara
cambio de cultivo cada 10 dias y se mantendra en condiciones de luz led. La cantidad de
pre inoculo sera de 500 ml

e Evaluacion del parametro de crecimiento de la microalga Spirulina Platensis

Para la obtencion de la biomasa se trabajara el siguiente disefio experimental

Tabla 1 Condiciones iniciales de los prototipos para cultivar

Tratamientos Fotoperiodo (horas) Aireacién (vvm)
1 12 12 1
1 12 12 3
2 14_10 1
2 14_10 3
3 16_8 1
3 16_8 3

Fuente los autores

o Se realizara un disefio experimental 2 x 2 con dos factores (fotoperiodo y
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aireacion) y cada uno con 2 niveles, las variables respuesta seran produccion de

biomasa, pH. Cada uno de los tratamientos se realiz6 por duplicado.

e Extraccién de la biomasa seca generado en el sistema cerrado: Para ello, se
realizara un proceso de centrifugacién a una velocidad de 5000 r.p.m. durante 10
minutos. Una vez realizado el proceso de centrifugacion, se extrae el pellet del
sobrenadante y se realiza el pesaje para determinar la cantidad de biomasa

(Huarachi, Yapo, & Duefias, 2017).

2.7 Desarrollo de la investigacion

Elaboracion del prototipo produccion de fotoperiodo

llustracion 1 Prototipos de Biorreactores Establecidos

Fuente los autores
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Tabla 2 Materiales utilizados para elaboracion de prototipos

Materiales Cantidad
Bombillo de 3000 lumines 3

Toma leviton 3

Plafén portatil 3

Cables duplex 3mt
Temporizador analogo 3

Bomba para acuario 15 2

w

Papel piedra laminas cuartos 12

33
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Cartulina negra 6
cuarto
Fomi negro cuarto 3

Tijeras bisturi,

silicona

Fuente los autores

e Objetivo 1: Identificar de las condiciones en la fase exponencial de la

cepa adquirida de la microalga ( Spirulina arthospira).

/\Qh La cepa para la reproduccion de microalgas fue obtenida
A\

NUTRE del NUTRE S.A'S es una empresa colombiana que se
IMENTA LO MEJOR DE dedica principalmente al cultivo, procesamiento y
comercializacién de la microalga Spirulina.

Donde se obtuvo 100 ml de cepa de microalgas spirulina platensis en una
concentracion de 0.1 gr por litro ademas 3 litros de medio de cultivo zarrouk

Medio de cultivo Zarrouk (Zarrouk, 1966)
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Sustancia Concentracion (g/L)

Tabla 3 Dosificacion de minerales medio de cultivo Zarrouk

NaHCO3 13.61
Na2CO3 1.03
K2HPO4 0.50
NaNO3 2.50
KSO4 1.00
NaCl 0.20
MgSO4 7H20 0.04
CaCl2 2H20 0.01
FeSO4 7H20 0.05
H3BO3 2.86
MnCI2 4H20 1.81
ZnS04 7TH20 0.22
NaMoO4 2H20 0.39
CuS04 5H20 0.079
Co(NO3) 2 6H20 0.049
VOSO4 5H20 49.6 mg
K2Cr2(S04)4 2H20 96.0 mg
NiSO4 7TH20 47.8 mg
Na2W0O4 2H20 17.9 mg
TiOSO4 33.3mg

Co(NO3)2 6H20 44.0 mg
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Fuente los autores

El sulfuro es un constituyente de algunos aminoacidos esenciales, vitaminas y
sulfolipidos, que ayudan al crecimiento del alga. El bicarbonato actta no solo como fuente
de carbonos, sino que regula las condiciones alcalinas en el cultivo. La Spirulina por ser una
Cyanobacteria no-diazotrépica requiere 23 nitrégeno en el medio generalmente suministrado
por el NaNO3. Ademas, este Ultimo es fundamental para el crecimiento y no se debe tener
en concentraciones menores a 2.5 g/l (Raoof et al., 2006), el nitrdgeno también es requerido
para la sintesis de aminoacidos que hacen las proteinas y otros componentes celulares como
la ficocianina (Colla et al., 2007). Una reduccion en el NaCl refleja una reduccion en el
crecimiento, por lo que NaCl es requerido en pequefias proporciones. El magnesio ocupa una
posicion estrategica en el aparato fotosintético como centro de la molécula de clorofila,
entonces, todas las cianobacterias tienen un absoluto requerimiento de este elemento, asi
mismo tiene un rol en la agregacion de ribosomas en unidades funcionales y en la formacion
de catalasa. Por ultimo, la reduccion de CaCl2 conduce a un decrecimiento significativo del
crecimiento del alga, y el calcio es un requerimiento esencial para la actividad en la

membrana celular y un catalizador en reacciones enzimaticas (Raoof et al., 2006)

llustracion 2
Microalgas Spirulina

llustraciéon 3 Medio de
cultivo Zarrouk
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llustracién 5vista inicial microscopio lente 4 _ llustracion 4 Vista
microscopio lente 40

Fuente los autores

Cepa de 100 ml para diluir en 1200 ml serian 6 erlemeyer de 200 ml cada uno.
Inicialmente se extrajo 20 ml de cepa y se vertio en 100 de medio para reservar esa cepa sin

modificar.

llustracion 6 Inoculacion de cepa en medio de cultivo

S b

Fuente los autores

Después de separa el cultivo a conservar se dispone a diluir los 80 ml de cepa en los 1200 ml

demedio donde cada erlemeyer contendria 13.3 ml de cepa a una concentracion del 6.6 %
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Montaje inicial dia sabado 17 de marzo

Montaje inicial bajo las siguientes condiciones

Temperatura inicial 32.5 ° C en cada prototipo

lustracion 9 prototipos lustracion8 lustracion7
biorreactores escala laboratorio temperatura inicial inoculo inicial 200 ml

Fuente los autores

Analisis densidad celular de la cepa inicial inoculada con el medio del cultivo

Observacion en microscopio densidad celular inicial de cada Erlenmeyer del prototipo

llustracion 10

llustracion 12 caja lHustracion 11 Toma
con iluminacion led de temperatura

aireacion
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llustracion 14

lHustracién 15 Erlenmeyer llustracion 13 inoculacion de cepa inicial 100 ml de
con 200 ml de medio de cultivo y 13 ml cepa de microalga spirulina en medio de medio 1 gr de spirulina
de cepa microalga spirulina cultivo Zarrouk 1000 ml NUTRE

Fuente los autores

Se compraron Cepa cultivo de micro algas spirulina platensis 100 ml concentracion
0.1 gr/ltr , Medio de cultivo zarrouk 2 litros

Se reservan 100 ml de medio con 20 ml de cepa

Cultivos en los 6 diferentes Erlenmeyer de 200 ml cada uno

1200 ml de medio por 80 ml de cepa.

200 ml de cultivo mas 13,3 ml de cepa en cada Erlenmeyer

)]0 E— 100%

80 ml---------=---- $?  6.25 9% de cepa

Recientes enfoques consideran el uso de iméagenes de microscopia de alta calidad sobre la
cual un Clasificacion Estadistica algoritmo se utiliza para realizar la deteccion automatizada
de la célula y contando como un Analisis de imagen Generalmente se realiza con una tasa
de error constante como un proceso de tipo off-line (batch). Una gama de clasificacién de la

imagen técnicas pueden emplearse para este propdsito
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Hustracion 17 llustracién 16 Muestra llustracion 18 Micro

Erlenmeyer 200 ml muestra inicial con sistema de aireacion ~ g0ta eén porta objetos para
observacion de microscopio

inicial

llustracion 20 llustracion 19

. . . - llustracién 21Prototi Biorreactor
Prototipo de biorreactor Prototipo de Biorreactor _ fustracio ototipo de Biorreacto
) " Fotoperiodo muestra 3
fotoperiodo muestra 1 fotoperiodo muestra 2

Fuente los autores

Estado inicial de la muestra

Tabla 4 Observacion en microscopio cepa inicial

Numero de lente Imagen crecimiento celular

Lente 4

40
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Lente 10

Lente 100

Fuente los autores
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Estado de biorreactores

Tabla 5 Condiciones iniciales establecidas

Prototipo lHluminacid Aireacio Temperatur
S n luz led (horas) n (vwm) a

1 12 12 1 35°C

‘X:i’ Luz enciende 380 ppm

@ 6am Luzse

apaga 6 pm

1 12 12 3 35°C

3% Luz enciende 6am 380 ppm

@ Luz se apaga 6pm

2 14 10 1 35°C
%} Luz enciende 5am 380 ppm

@ Luz se apaga 7 pm

2 14 10 3 35 °C
3% Luz enciende 5am 380 ppm

@ Luz se apaga 7 pm

3 16_8 1 35°C
3. Luz enciende 6am 380 ppm

@ Luz se apaga 12pm

3 16 8 3 35°C
%:X’ Luz enciende 6am 380 ppm
@ Luz se apagal2

pm

Fuente los autores
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e Objetivo 2 Evaluar los pardmetro de densidad de la microalga (Spirulina

Platensis) Bajo los fotoperiodos expuestos.

Para realizar la evaluacion de densidad de la microalga y las condiciones de su proceso de
produccion se tuvieron en cuenta las mediciones por medio de la centrifugacion y de la
observacién del microscopio. Al momento de utilizar el microscopio se obtuvieron imagenes
que hacen referencia al estado del crecimiento celular de los cultivos de microalgas y en el
proceso de la centrifugacion donde el agua se combina con la biomasa se obtiene el resultado
del peso de la biomasa donde se diferencia el mayor rendimiento segin el fotoperiodo
aplicado.

Martes 29 de marzo (12) dias después del inicio de reproduccién primer analisis

en microscopio y centrifuga

llustracion 22 Gotero
con Muestra nimero uno para
analisis en microscopio

lustracion 24 llustracion 23 crecimiento
Crecimiento  exponencial  de d microalga prototipo de biorreactor
biomasa inicial
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MATIN e s

> PR PR PR RO, o . Lt :
llustracion 27 Primera llustracion 26Primera [lustracion 25Primera
observacion de prototipo observacion de prototipo

observacion de prototipo
muestras fotoperiodo 1

muestras fotoperiodo 2 muestras fotoperiodo 3

Fuente los autores

e Microscopio

Tabla 6 Imagenes recolectadas observacion de microscopio toma 1

Prototipo

OBSERVACION EN MICROSCOPIO TOMA 1
PROTOTIPO 1 Numero de lente

Imagen crecimiento celular

Fotoperiodo 1 linea A

Lente 4

Lente 10
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45

Lente 40

Lente 100

Fotoperiodo 1 linea  Numero de

lente

Lente 4
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Lente 10

Lente 40

Lente 100

PROTOTIPO 2 Numero de  Imagen crecimiento celular

Fotoperiodo 2 linea A lente
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Lente 4

Lente 10

Lente 40

47
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Lente 100

Fotoperiodo 2 linea  Numero de lente  Imagen crecimiento celular

Lente 4

Lente 10
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49

Lente 40
Lente 100
PROTOTIPO 3 Numero de Imagen crecimiento celular
Fotoperiodo 3 linea A lente

Lente 4




FOTOPERIDOS Y AIREACION EN EL CRECIMIENTO DE MICROALGAS 50

Lente 10

Lente 40

Lente 100
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Numero de Imagen crecimiento celular

51

Fotoperiodo 3 linea
lente

Lente 4

o
>
3
o
=
Q
Qo
L

Lente 10

Lente 40
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Lente 100

Fuente los autores

RECOLECCION DE MUESTRA CENTRIFUGACION Y PESAJE TOMA 1
e Centrifugacion

Seis muestras de 10 ml correspondientes al respectivo cultivo de cada biorreactor.

Centrifuga Therma Scientific

5000 Rpm por 15 min

lustracion 29 Tubos de ensayo de plastico centrifuga
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lHustracion 30Centrifuga Therma Scientific

lustracion 31 Muestra prototipol linea AY B

Fuente los autores

lustracion 33Muestra prototipo 3 linea Ay B
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Martes 26 de abril segunda recoleccion de muestras

lustracion 34 Muestra segunda
2% recoleccion

lustracién 35 Imagenes recolectadas observacion de microscopio toma 2

Prototipo OBSERVACION EN MICROSCOPIO TOMA 3
PROTOTIPO 1 Numerode Imagen crecimiento celular
Fotoperiodo 1 linea A lente

R i Lente 4

Ly

R GAN A i ok i e el
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Lente 10

Lente 40

Lente 100

Fotoperiodo1llineaB  Numerode Imagen crecimiento celular

lente

55
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Lente 4

Lente 10

Lente 40
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Lente 100
PROTOTIPO 2 Numero de  Imagen crecimiento celular
Fotoperiodo 2 linea A lente
Lente 4

Lente 10
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Lente 40

Lente 100

Fotoperiodo 2 linea  Numerode Imagen crecimiento celular
I Bk I

lente

Lente 4
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Lente 10

M

s
LA u'{,/v, P

% P

Lente 40

Lente 100

59

PROTOTIPO 3

Fotoperiodo 3 linea A

Numero de lente

Lente 4

Imagen crecimiento celular
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Lente 10

Lente 40

Lente 100

Fotoperiodo 3 linea  Numerode Imagen crecimiento celular

B lente
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Lente 4

Lente 10

Lente 40

Lente 100

61
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Fuente los autores

RECOLECCION DE MUESTRA CENTRIFUGACION Y PESAJE TOMA 2

"
.E

lHustracion 36Peso de Biomasa cultico fotoperiodo 1a 1len gramera analitica

llustracion 39Peso de Biomasa prototipo 2b en gramera analitica
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llustracion 40Peso de Biomasa prototipo 3a en gramera analitica

lHustracion 41Peso de Biomasa prototipo 3b en gramera analitica
Fuente los autores

Martes 3 de mayo tercera recoleccion de muestras

llustracion 43Recoleccion de Biomasa nimero 3 en tubos para centrifuga

Fuente los autores

63



FOTOPERIDOS Y AIREACION EN EL CRECIMIENTO DE MICROALGAS

Tabla 7 Imagenes recolectadas observacion de microscopio toma 3

64

Prototipo OBSERVACION EN MICROSCOPIO TOMA 3
PROTOTIPO 1 Numerode Imagen crecimiento celular
Fotoperiodo 1 linea A lente

Lente 4

Lente 10

Lente 40
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Lente 100

Fotoperiodo 1  Numerode Imagen crecimiento celular

linea B lente

Lente 4

Lente 10
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66

Lente 40

Lente 100
PROTOTIPO 2 Numero de Imagen crecimiento celular
Fotoperiodo 2 linea A lente

Lente 4
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Lente 10

Lente 40

Lente 100

67
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Fotoperiodo 2  Numerode Imagen crecimiento celular

linea B lente

Lente 4

Lente 10

Lente 40
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Lente 100
PROTOTIPO 3 Numero  Imagen crecimiento celular
Fotoperiodo 3 linea A de lente

0 Lente4

Lente 10
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Lente 40

Lente 100

70

Fotoperiodo 3 Numero  Imagen crecimiento celular

linea B de lente
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Lente 4

Lente 10
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Lente 40




FOTOPERIDOS Y AIREACION EN EL CRECIMIENTO DE MICROALGAS

72

Lente 100

Fuente los autores

RECOLECCION DE MUESTRA CENTRIFUGACION Y PESAJE TOMA 3

lHustracion 4544Recoleccion de Biomasa numero 3 fotoperiodo 2a y 2b pesaje en gramera analitica
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lustracion 46 Recoleccion de Biomasa numero 3 fotoperiodo 3a y3 b pesaje en gramera analitica

Fuente los autores

lHustracion 47 Peso cultivo final prototipo 1

llustracion 49Peso del cultivo final prototipo 3
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Fuente los autores

SCHOTT

llustracion 50
Toma final de muestra de
PH

Tabla 8 Muestra PH final

Muestra Peso de la muestra (g) pH
1 microalgas 2.06 10.2

Fuente los autores

e Objetivo 3. Identificar los resultados obtenidos bajo las diferentes
condiciones como luz, oscuridad, aireacion, pH y nutrientes

suministrados. Para definir el fotoperiodo més eficiente.



FOTOPERIDOS Y AIREACION EN EL CRECIMIENTO DE MICROALGAS

75

OBSERVACION DE
IMAGENES OBTENIDAS

POR EL MICROSCOPIO

Tomal

Lente 4x

Al momento de observar la muestra
nimero uno que hace parte del
prototipo 1 se identifica que esta se
destaca en la linea b se presenta
una mayor multiplicacién celular y
una definicién en su forma

Al momento de observar Ila
muestra por medio del microscopio
la tanto la linea a y b ubicado en el
lente 4 que significa un aumento de
40 veces se puede observar que la
microalga presentd un importante
crecimiento  celular que se
identifica por medio de la cantidad
de filamentos espirulados que se
agrupan en gran proporcion y
mantienen una forma definida
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Lente 10x En la observacion utilizando el
lente nimero 10 que significa un
aumento de 100 se evidencian
agrupaciones y espacios entre cada
espiral aun asi se mantiene su forma
definida y gran cantidad de células

Lente 40x En la observacion con el lente
numero 40 que corresponde a un
aumento de 400 veces se identifica
una agrupacion y una intercalacion
entre los espirales con una baja
definicidn en su forma de espiral y
espacios mas notorios

Lente 100x Al momento de utilizar el lente
niumero 100 que  permite el
aumento de 1000 veces se puede
identificar la forma perfecta de la
célula en espiral con su coloracion
verde que indica una buena
produccion de fotosintesis y un
buen estado de la microalga

Toma 2 Lente 4x Al observar la muestra
perteneciente  al  fotoperiodo
namero 2 bajo el lente 4 nos indica
una multiplicacion mucho mas
pronunciada ya que se encuentran
espacios oscuros debido a la
concentracion de las células no se
observa filamentos rectos lo que
indica un crecimiento saludable y
exponencial de la microalga

Lente 10x En el prototipo ndmero 2
fotoperiodo 2 bajo la muestra
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utilizada con el lente numero 10
con una multiplicacion de 100
veces se logra identificar mas
claramente las forma espirulada de
la célula no se observan espacios en
blanco lo que significa que hay una
mejor produccién de células

Lente 40x Utilizando el lente nimero 40 se
logra la multiplicacion de 400
veces la observacion de la
microalga en este caso se presenta
una mayor proporcion de espirales
distribuidos por todo el objetivo lo
que permite describir un mayor
crecimiento y una mayor calidad de
la microalga

Lente 100x Al utilizar el lente ndmero 100
obtenemos como resultado un
aumento de 1000 veces este
acercamiento permite identificar el
estado de la microalga y su
coloracion verde oscura que
manifiesta un crecimiento con los
nutrientes adecuados y necesarios

Toma 3 Lente 4x Para esta tercera toma de analisis
perteneciente  al  fotoperiodo
numero 3 es mucho mas visible el
incremento 'y la multiplicacion
celular que ha permitido este
fotoperiodo ya que se observa
acumulacion intensiva de espirales
sin dejar espacios definidos a pesar
de ser el lente con un aumento de
40 veces

Lente 10x Para este lente que indica una
multiplicacion de 100 se puede
observar el intercalo que presenta
los diferentes espirales unos a otros
pudiendo definir que la microalga
se encuentra en un proceso de
crecimiento y  posiblemente
requiera de mas medio de cultivo

Lente 40x Utilizando el lente numero 40
correspondiendo a 400 veces su
aumento se identifica una
acumulacion en la parte superior
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donde se observa espirales
definidos y oscuros que se
sobreponen unos a otros haciendo
referencia a la busqueda de espacio
para mayor crecimiento de las
células

Lente 100x Para este fotoperiodo numero 3
tanto en la linea 1 como en la linea
2 utilizando el lente 100 que nos
aumenta 1000 veces la imagen se
logra identificar una produccion en
aumento 'y  con posibles
requerimientos de espacio ya que
hay intercalo de  espirales
impidiendo un crecimiento natural
y una forma definida

RECOLECCION DE MUESTRA

CENTRIFUGACION Y PESAJE

Recolecciéon 1

Tabla 9 Resultados peso Biomasa primera
centrifugacion

Muestras 10 ml de Peso biomasa

cultivo viva obtenida

Fotoperiodo 1 linea A 5.5023mg

Fotoperiodo 1 linea B 5.7521mg

Fotoperiodo 2 linea A 5.4679mg

Fotoperiodo 2 linea B 5.8376mg

Fotoperiodo 3 linea A 5.6504mg

Fotoperiodo 3 linea A 5.8803mg

Recoleccién 2

Tabla 10 Resultados peso Biomasa segunda
centrifugacion
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Muestras 10 ml

de Peso hiomasa

cultivo viva obtenida
Fotoperiodo 1 linea A 5.7154 mg
Fotoperiodo 1 linea B 5.7482 mg
Fotoperiodo 2 linea A 5.5399 mg
Fotoperiodo 2 linea B 5.6547 mg
Fotoperiodo 3 linea A 5.7628 mg
Fotoperiodo 3 linea B 5.7186 mg

Recolecciéon 3

Tabla 11 Resultados peso Biomasa tercera

centrifugacion

Muestras 10 ml

de Peso biomasa

cultivo viva obtenida
Fotoperiodo 1 linea A 5.2974 mg
Fotoperiodo 1 linea B 5.3919 mg
Fotoperiodo 2 linea A 5.5129 mg
Fotoperiodo 2 linea B 5.3480 mg
Fotoperiodo 3 linea A 5.6045 mg
Fotoperiodo 3 linea B 5.5185 mg
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Tabla 12 peso final sin centrifugar

Muestra sin Peso en gr Pesoengr
centrifugar Linea 1l Linea 2
Prototipo 435.3 427.7
fotoperiodol
Prototipo 443.6 427.0
fotoperiodo 2
Prototipo 435.6 449.7
fotoperiodo3

Fuente el autor
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3. RESULTADOS

Objetivo 1. EI cultivo de microalgas inicial, se encontré en las siguientes condiciones
100 mil de cepa de spirulina cultivo de microalgas spirulina platensis 100 ml concentracion
0.1 gr/lt ,con unas condiciones encontradas y observadas por medio del microscopio, lente
4x con una proliferacion de células Spiruladas no muy concentradas , con espacios en blanco
notables y dispersos , en el lente nimero 10 x se observa filamentos spirulados bien definidos
con un conteo de 17 células encontradas en una micro gota Después se separa el cultivo a
conservar y se dispone a diluir los 80 ml de cepa en los 1200 ml de medio donde cada
Erlenmeyer contendria 13.3 ml de cepa a una concentracion del 6.6 % .
Cultivos en los 6 diferentes Erlenmeyer de 200 ml cada uno,1200 ml de medio por 80 ml de
cepa ,200 ml de cultivo mas 13,3 ml de cepa en cada Erlenmeyer. Finalmente, una

concentracion inicial de.6.25 % de cepa spirulina platensis.

Objetivo 2. Para la evaluacion de las condiciones del proceso de produccion se tuvieron
en cuenta las mediciones por medio de la centrifugacion y de la observacion del microscopio.
Al momento de utilizar el microscopio se obtuvieron imagenes que hacen referencia al estado
del crecimiento celular de los cultivos de microalgas y en el proceso de la centrifugacion se
obtiene el resultado del peso de la biomasa donde se diferencia el mayor rendimiento segun
el fotoperiodo aplicado. Por medio del respetivo pesaje con gramera analitica las muestras
que mas destacaron por sus pesos fue el fotoperiodo 3 con una incidencia de luz de 16 hry
una etapa de oscuridad de 8 hr. Prototipo 3a muestra 1 (5,6504 mg) 3b (5,8803 mg),
fotoperiodo 3a muestra 2 (5,7628 mg) 3b (5,7186 mg), fotoperiodo 3a muestra 3 (5,6045 mg)

3b(5,5185 mg) fotoperiodo 3 muestra final sin centrifugar 3a (435,6 gr )3b (449,7).
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Objetivo 3. Los resultados obtenidos en la investigacion para identificar las condiciones
de fotoperiodos para la produccién de microalgas en un prototipo de biorreactor fueron las
siguientes. Al utilizar el Termohidrémetro para toma de temperatura en todos los
fotoperiodos, se identificd que tuvo una constancia de temperatura de 32,2 °c, la medicion
con el Peachimetro de 10,28 de pH en su toma final. Los tres modelos transportan el aire
con 100 — 140 mbar como minimo. Con los respectivos nutrientes suministrados con Medio
de cultivo Zarrouk en mili gramos por litro. Bicarbonato de sodio 13.6, carbonato de
s0diol.03, nitrato de sodio 0.50, sulfato de potaciol.00, cloruro de sodio 0,2 Sulfato de
magnesio 0.04, cloruro de calcio 0.01, sulfato ferroso 0,05, &cido trixoborico 2.86,
tetrahidrato de cloruro 1.81, sulfato de zinc 0.22mg, permanganato de sodio 0.39, sulfato de
cobre 0.079mg, nitrato de cobalto 0.049, oxisulfato de anadio pentahidratado 49.6 mg,
alumbre de cromo 96.0 mg. Nickel(ll) sulfato heptahidrado 47.8 mg, tungstato de sodio

dihidratado 17.9 mg, solucion de oxisulfato de titanio 33.3 mg, nitrato de cobalto 11 44.0 mg.

4. CONCLUSIONES

Una vez realizado el prototipo se identific que la condicién en la fase exponencial de la
cepa de microalga spirulina platensis adquirida es 100 ML con una concentracién de 0,1
gramos por litro, obteniendo una concentracion para los seis elementos de 1200 ML de medio
por 80 ML de sepa que corresponde a 200 ML de cultivo + 13,3 ML de cepa en cada linea
de los fotoperiodos con un porcentaje de concentracion de 6,25% de cepa. De igual manera
se identifica por medio de la observacion en microscopio que en el lente 4 presenta una

cantidad notoria de células con espacios en blanco y en el lente 10 con un aumento de 100
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veces se puede contar las células de microalgas que corresponden a 17 espirales por micro
gota de muestra.

Con la evaluacion de los parametros de densidad de la microalga bajo los fotoperiodos
indicados se logro cuantificar el crecimiento por medio de observacién y pesaje de biomasa
producida en cada biorreactor establecido por medio del uso de microscopio, utilizando los
lentes 4x 10x 40x y 100x qué proporciond imagenes notorias sobre el crecimiento celular
,también se logré identificar el peso de la muestra de biomasa recolectada por medio de la
gramera analitica como instrumento para el pesaje de la biomasa obtenida de cada muestra
resultado de la centrifugacién de 10 ml de microalga de cada fotoperiodo establecido.

Se identificaron los resultados obtenidos con las diferentes condiciones como luz
oscuridad , pH y nutrientes suministrados identificando el fotoperiodo mas eficiente por
medio de microscopio se logro definir un crecimiento celular observado por medio de los
lentes en aumento del microscopio donde se demostro que hay mayor concentracion celular
en el fotoperiodo nimero 3 con una iluminacion de 18 horas luz y 6 horas de oscuridad se
determind una temperatura constante de 32 grados centigrados adicional por medio de la
centrifugacion y el pesaje en gramera analitica se logro evidenciar que el mayor crecimiento
se present0 en el fotoperiodo3, Describiendo una diferencia notable en gramos respecto a los
demas fotoperiodos tanto en la recoleccion nimero 1 la recoleccion numero 2 y la recoleccion
numero 3 haciéndolo mas evidente con el peso final sin centrifugar donde se obtiene en la
linea numero 2 un peso de 449,7 g a diferencia del fotoperiodo 1 con un peso de 427,7 gy

fotoperiodo numero 2 con 427,0 g.
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5. RECOMENDACIONES

Se recomienda al momento de realizar los prototipos incluir en las paredes de la
caja el color blanco y no el negro para promover mayor incidencia de luz
adicional si se llega a utilizar luz led por medio de bombillas usar maximo de
irradiacion de 3000 lux.

Utilizar bombas de Acuario para la respectiva aireacion que sean todas de la
misma cantidad de oxigenacién aplicada.

Utilizar medio de cultivo elaborado bajo investigacion para identificar qué
minerales influyen en el crecimiento celular.

Realizar medicion de cromatografia para determinar la calidad nutricional e
inocuidad de la biomasa de microalga Spirulina obtenida

Se recomienda no dejar el cultivo mas de 4 dias sin sus respectivas condiciones
ambientales como la irradiacion de luz, la toma de temperatura maximo de 35
grados, incidencia de aire con potencia y alimentacion con nutrientes
especificados segun cantidad a producir

Incrementar el estudio de laboratorio y llevarlo a utilizar en estanques de mayor
tamafio para promover produccion de microalgas spirulina en un medio
productivo de mayor amplitud donde se logre obtener una cantidad de biomasa
microalgal que pueda beneficiar a los productores con el uso de la misma ya sea
en granjas o fincas productivas implementandola en la alimentacion pecuaria o
acuicola y para la fertilizacion
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