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RESUMEN

TITULO: EFECTO DE LA INYECCION CONTINUA DE CO, EN EL CRECIMIENTO DE Chlorella
Vulgaris UTEX 1803 EN FOTOBIOREACTORES A ESCALA LABORATORIO.”

AUTORES: CARLOS AUGUSTO GODOY RuUIZ,
JUAN DAVID MONROY AVILA.

PALABRAS CLAVES: Microalgas, Cultivo Autotréfico, Chlorella Vulgaris, Dioxido de carbono,
Fotobioreactores.

Las microalgas han sido sugeridas como una respuesta adecuada para la produccion de
combustibles debido a sus ventajas relacionadas con altas tasas de crecimiento, alta eficiencia
fotosintética y alta produccion de biomasa comparada con otros cultivos terrestres energéticos.

Se estudié el efecto de la inyeccion continua de CO, en la productividad de biomasa de Chlorella
vulgaris UTEX 1803 a escala de laboratorio, mediante la variacién en la cantidad de CO, inyectado
y de nitrato de sodio (NaNOj) presente en el medio. El cultivo se desarroll6 de manera
fotoautétrofa, utilizando como medio de crecimiento el medio Bold Basal.

Se realizaron cultivos en condiciones Autotroficas a 23+1°C, con ciclos luz-oscuridad 12:12h por
triplicado durante periodos establecidos de 5 dias. Los cultivos se efectuaron a concentraciones de
NaNO; (0,59mM; 1,18mM; 1,76mM; 2,35mM) y flujos continuos con %(v/v) CO, (2,3; 3,8).
Finalmente se analizé el comportamiento entre las mejores concentraciones de NaNO; (0,59mM;
1,18mM) tomando un punto medio y manteniendo el mejor flujo de CO,. Todos los cultivos se pre-
adaptaron a la presencia de CO, en el medio.

Para los experimentos realizados, las mejores productividades fueron 0,28(g L"'d™")y 0,44(gL™"d™")
a condiciones (2,23 %CO,, 0,59mM NaNQO;) vy (3,8 %CO,, 1,18mM NaNQO;) respectivamente.

Este trabajo se realizd en el Centro de Investigaciéon para el Desarrollo Sostenible en Industria y
Energia (CIDES) de la escuela de Ingenieria Quimica de la Universidad Industrial de Santander en
apoyo del Ministerio de Agricultura y el Instituto Colombiano de Petréleo (ICP). Proyecto,
Bioprospeccién de Microalgas Colombianas para la produccion de biodiesel.

*Proyecto de grado
**Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingeria Quimica. Directores: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov y M.Sc. Crisdstomo Barajas. Codirector: Bidlogo Andrés Fernando Barajas S.
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ABSTRACT

TITLE: INFLUENCE OF Chlorella Vulgaris GROWTH UNDER CO2 FLOW IN LABORATORY-
SCALE PHOTOBIOREACTORS.*

AUTHORS: CARLOS AUGUSTO GODOY RuUIZ,
JUAN DAVID MONROY AVILA.

KEY WORDS: Microalgae, Autotrophic culture, Chlorella vulgaris, Carbon di
photobioreactors.

Among many attempts to reduce the quantity of CO, in the atmosphere, biotechnology using
microalgae in a photo-bioreactor has extensively been studied. CO, sequestering by Microalgae
could become a profitable industry that would help to mitigate global warming (GLW) and probably,
enable environmentally neutral utilization of fossil fuels until their full replacement by alternative
energy sources.

The aim of this study was to find the influence of microalgae growth under two different CO2 flows.
The algal strain used in this work was Chlorella vulgaris UTEX 1803. Chlorella vulgaris UTEX 1803
was cultured using Bold Basal Medium in accordance with using artificial freshwater formulation
(Culture Collection of Algae and Protozoa, Oban, The UK). Microalgae was grown in
photobioreactors (PBR) with 2000 ml of culture at 23+1°C under 12/12 hours light/dark cycles with
constant CO, flow. lllumination was provided by four fluorescent lights combined to give the desired
light intensity.

The growth response of C. vulgaris was studied under varying concentrations of carbon dioxide
(%v/v) (2,3; 3,8) and sodium nitrate as nitrogen source NaNO; (0,59mM; 1,18mM; 1,76mM,;
2,35mM ). Later, an additional experiment was carried out between the best productivity conditions.
The highest Productivity (0,44g L™ d™), and chlorophyll concentration (69,46mg L") were recorded
at 3,8% CO2 level and 1,18mM NaNOs.

This work is part of the "Bioprospecting Colombian Microalgae for biodiesel production"” code
2008D32006-6710 funded by the Ministry of Agriculture and Rural Development, with the
participation of the Universidad Industrial de Santander, the Colombian Petroleum Institute ICP-
ECOPETROL and Morrosquillo Institute Corporation.

*Thesis.
**Faculty of engineering physics chemistry. School of Chemical engineering. advisors: Ph.D.
Viatcheslav Kafarov y M.Sc. Cris6stomo Barajas. Supervisor: B. Sc. Andrés Fernando Barajas.
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INTRODUCCION

La creciente preocupacién medioambiental debido a los gases de efecto
invernadero (GEI) que causan el calentamiento global, han llevado a un aumento
en la demanda por combustibles alternativos y renovables. EI CO; vertido a la
atmosfera es considerado el principal GEI (Kondili and Kaldellis, 2007; Bilanovic et
al., 2008; Chinnasamy et al., 2009) y se estima que sus emisiones anuales
aumentaron un 80% entre 1970 y 2004, afectando la estabilidad econdémica, social
y ambiental del planeta (Loera-Quesada and Olguin, 2010). Por ello su mitigacion

y utilizacién se ha estudiado de manera considerable (Jeong et al., 2003).

Las microalgas presentan ventajas tales como la alta tasa de crecimiento, alta
eficiencia fotosintética y alta produccion de biomasa comparada con otros cultivos
terrestres energéticos (Hwan-Byung and Kim, 2009; Scarsella et al., 2009;
Sostarié et al., 2009). Enlazar este tipo de cultivos con la biofijacién de diéxido
de carbono, tiene el potencial, no sélo para reducir los costos en la obtencidén de
productos de valor agregado (Biodiesel y otros) (Jeong et al., 2003; Morais and
Costa, 2007; Crutzen et al., 2008), sinotambiénla compensacion de las

emisiones de carbono (Beneman and Hughes, 1997).

El objetivo de este trabajo es realizar el estudio sobre la influencia de la inyeccion
continua de CO, como fuente de carbono en el crecimiento de Chlorella vulgaris
UTEX 1803 en fotobioreactores a escala laboratorio, a diferentes concentraciones
de NaNOj; por debajo del estipulado por el medio de crecimiento Bold Basal, a las

condiciones del laboratorio.
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1. FUNDAMENTO TEORICO

1.1 GENERALIDADES

Las algas representan alrededor del 0,5% de la biomasa global. Sin embargo
producen alrededor del 70% del oxigeno neto en la tierra. En el proceso, el CO; es
fijado por medios fotosintéticos en grandes cantidades y la biomasa se enriquece
en lipidos la cual puede ser usada para la produccion de biodiesel (Hall, 2008).
Las microalgas son un grupo de microorganismos unicelulares o multicelulares
simples, como organismos fotosintéticos que necesitan la energia solar, el didxido
de carbono, agua y nutrientes. EI suministro y el control eficiente de estos

parametros definen la produccién final (Van Hermelen et al., 2006).

Las microalgas poseen una alta tasa de crecimiento, siendo entre 10 a 50 veces
mas eficientes en fijacién de CO, que las plantas terrestres (Costa et al., 2000),
ademas de requerir menor energia para la elaboracion de biomasa (Bilanovic et
al., 2008; Li et al., 2008).

En teoria, las microalgas pueden fijar cerca del 9% de la luz solar incidente y
generar 280 toneladas de biomasa seca por ha™ y afio” y consumir alrededor de
513 toneladas de CO, (Bilanovic et al.,, 2008). Estas pueden fijar CO, del
ambiente, hasta en lugares con concentraciones 1000 veces mas altas que las
ambientales, lo cual podria ser util para controlar los altos niveles de CO,
industriales (Papazi et al., 2008). Teniendo en cuenta un enfoque bioldgico, el CO,
es convertido en productos de valor agregado tales como proteinas, vitaminas,
alimento, combustibles entre otros (Jeong et al., 2003; de-Morais and Costa,
2007a). La fijacion del CO, por medio de microalgas es ecolégicamente sostenible

cuando se combina con otros procesos de proteccion ambiental tales como el
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tratamiento de aguas residuales (Mallick, 2002) o la remocién de metales pesados
(Jacome-Pilco et al., 2009).

1.1.1 Chlorella vulgaris.

Chlorella sp. posee un ciclo de vida simple. Esta puede crecer de forma
fotoautotréfica usando como fuente de carbono el CO,, o heterotrofica, en la cual
la fuente de carbono es una sustancia organica (Richmond, 2004); C. vulgaris es
un alga verde unicelular de 2 a 10 micras de diametro, que puede dividirse en
cuatro células cada 20 horas (Song et al.,, 2008) con un contenido de
lipidos acumulados alrededor del 20% (Griffiths and Harrison, 2009); pertenece al
Reino:  Protista; Division:  Chlorophyta; Clase Chlorophyceae; Orden:

Chlorococcales; Familia: Oocystaceae; Género: Chlorella; Especie: vulgaris.

1.2 FOTOSINTESIS Y RESPIRACION

La fotosintesis ha existido y ha formado parte del medio ambiente de la tierra por
mas de 3,5 billones de anos, proporcionando la fundacién de toda la vida aerobia
(Raven, 1997). Una célula algal es construida generalmente por la conversion
energética a través de la fotosintesis, la cual proporciona una manera de convertir
y almacenar la energia luminica en energia quimica (Brennan and Owende, 2010).
Este proceso convierte los compuestos de carbono inorganico y la energia
luminica en compuestos organicos (Spolaore et al., 2006); es decir, la captura del
diéxido de carbono, agua y luz para convertirlo en carbohidratos y oxigeno como lo

muestra la reaccion.

6C0, + 6H,0 + luz — C4Hy,04 + 60, (1)
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El proceso de la fotosintesis esta dividido en 2 fases, la fase de luz y la fase
oscura. Empieza con la denominada fase de luz, cuando los fotones son captados
por la clorofila, sustancia verde que se encuentra comunmente como clorofila a o
clorofila b en los cloroplastos (Patifio, 2007). La energia luminica es convertida en
energia quimica dando como productos NADPH2 y ATP. NADPH2 es un agente
reductor bioquimico y el ATP es un compuesto altamente energético. En la fase
oscura, el NADPH2 y ATP son usados en la reduccion del diéxido de carbono en

carbohidratos (Brennan and Owende, 2010).

En la fotorespiracion, el carbono organico es convertido en diéxido de carbono. La
fotosintesis y la fotorespiracion ocurriran dependiendo de la concentracion relativa
de oxigeno y de didéxido de carbono. La tasa de aireacion del CO», la transferencia
eficiente de masa del CO; junto con la intensidad de luz son los mayores factores
en la asimilacion fotosintética del carbono en plantas y en otros organismos
fotosintéticos (Hodaifa et al., 2009; Jacob-Lopes et al., 2009b; Ryu et al., 2009).
Pulz (2001) encontré que el balance entre CO,/O, es también un factor primordial
en el logro de una mayor tasa fotosintética; un exceso de oxigeno puede
convertirse en un problema para el cultivo del alga, debido a que esto limita la tasa
de fotosintesis (fotorespiracion) (Pulz, 2001; Richmond, 2004). Los cultivos
fototroficos, por lo general, presentan dificultades para alcanzar tasas altas de

crecimiento y productividad (Xiong, 2010).

1.3 REQUERIMIENTOS PARA EL CRECIMIENTO
El buen desempeno de una cepa de microalgas depende de muchos factores tales

como la intensidad de la luz, concentracion de CO,, medio de cultivo, temperatura

y el disefio del fotobioreactor (Ho et al., 2011).
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1.3.1 Luz

En cultivos fotosintéticos, la disponibilidad luminica es un factor que determina la
productividad. De manera general, la cantidad de energia luminica recibida, el
periodo de exposicion a la misma y la energia luminica almacenada por las
células tiene una relacion directa con la productividad en la biomasa y la tasa de

crecimiento (Jacob-Lopes et al., 2009b).

La cantidad de luz requerida para la fotosintesis es aproximadamente de un quinto
a una decima parte de la cantidad de luz disponible al medio dia (Richmond,
2004). La tasa de crecimiento aumenta, de la misma manera que aumenta la
irradiacion de luz hasta una irradiacion maxima, en la cual el crecimiento es
inhibido, generando un fenémeno conocido como fotoinhibicién (Lee and Pirt,
1984; Blanchemain and Grizeau, 1996; Molina Grima et al., 1996; Lee, 1999;
Melis, 1999), esta es una de las mayores causas en la reduccion de la
productividad del alga (Eiichi et al., 2010).

A una mayor densidad celular en el cultivo, menor la cantidad de luz que puede
penetrar al mismo. La zona donde la luz puede llegar y puede brindar soporte a la
fotosintesis es llamada la regién iluminada y la zona donde la fotosintesis no
ocurre debido a la ausencia de luz es llamada la regién oscura, dentro de un

sistema de cultivo (Richmond, 2004).

Si el cultivo presenta una zona oscura, las células pueden estar expuestas a la
sombra dentro del reactor, conllevando a que las microalgas experimenten ciclos
de luz y oscuridad (en presencia de burbujeo/agitaciéon). Estos ciclos pueden ser
cortos, de milisegundos o pocos segundos, dependiendo de que tanto puede
penetrar la luz al medio de cultivo y a la turbulencia del mismo. La cantidad de luz
a la que esta expuesta la microalga depende de la razén a la cual el alga esta

expuesta a los ciclos de luz y oscuridad y a la frecuencia del ciclo. Con una mayor
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frecuencia del ciclo es posible usar la energia luminica de manera mas efectiva
(Richmond, 2004).

1.3.2 Fuente de carbono

La fuente de carbono es el mayor contribuyente en la producciéon de biomasa para
la microalga. El carbono puede ser agregado en compuestos organicos como la
peptona o el acido acético, o en compuestos inorganicos como el didéxido de
carbono (Richmond, 2004). Durante la fotosintesis, las microalgas pueden fijar el
diéxido de carbono de diferentes fuentes, incluida la atmosfera, gases industriales
de chimenea y soluciones salinas de carbonato (NaHCO3; and Na,COs) (Sostarié
et al., 2009).

La fijacion del CO, por parte de las microalgas implica un crecimiento
fotoautotréfico de las células, la capacidad de fijacidon del CO, para algunas
especies, puede estar relacionada con el crecimiento de las células y el adecuado
aprovechamiento de la luz (Jacob-Lopes et al., 2009a,b). Ademas, la eficiencia de
la fotosintesis en microalgas decrece con un incremento de la temperatura, ya que

la solubilidad del CO, decrece de manera significativa (Pulz, 2001).

Entre los factores que afectan la eficiencia de la utilizacion del CO, y el
crecimiento celular se encuentra la concentraciéon de CO,, la tasa de aireacion, el
tamafo de burbuja y el tiempo de residencia de la burbuja (Hsueh et al., 2007;
Zhang et al., 2002). En general, el obtener una amplia area de interface
aire/liquido es el primer paso vital para aumentar la transferencia de masa del CO,
(Carvalho and Malcata, 2001; Ryu et al., 2009). Sélo una baja fraccion del diéxido

de carbono inyectado se incorpora a la biomasa de las microalgas.

Utilizando unicamente el CO, presente en el aire (0,036%) se obtiene una baja

productividad. Por lo tanto la solucion a este déficit es mezclar CO, con aire en
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bajas proporciones del total del flujo de gas para obtener un buen crecimiento (Lee
and Pirt 1984; Merchuk et al., 2000; Morita et al., 2001; Babcock et al., 2002;
Chiu et al., 2008).

La disoluciéon del  diéxido de carbono enel aguaescompleja debido a
las reacciones reversibles en fase liquida, las cuales generan 4 especies
diferentes presentes en el medio; dioxido de carbono (CO;), acido carbdnico
(H2CO3), ion bicarbonato (HCO3), y ion carbonato (CO37), cuyas concentraciones

en el equilibrio dependen del pH.

Para su disolucion en agua, el CO, sufre tres reacciones quimicas (Hill et al.,
2001):

H20 + CO2, (ag)e—"2_, H2CO; )
H,COs «X' » H*'+HCOs (3)
HCO; <«2 4 H'+CO; 4)

En las reacciones anteriores, las constantes de equilibrio (Ko, Ki, K3) son
funciones de la temperatura y de las concentraciones de las especies quimicas. El
valor de K, es tal que la concentracion de CO; disuelto excede por mucho la de
H,CO3; a cualquier condicién. Aunque debido a que las conversiones de las
reacciones 2 y 3 son mucho mas rapidas que las de la reaccion 1, el CO, disueltoy
el H,CO3; en especies neutras son considerados como un solo componente y

llamado acido carbénico, HoCOs.

La habilidad de la C. vulgaris de crecer en altas concentraciones de diéxido de
carbono ha sido demostrada en multiples estudios (Je-Keffer, 2002; Yoo et al.,
2010). Ha sido mostrado que C. vulgaris es un organismo muy efectivo para la
fijacion del CO, en comparacién con otros tipos de alga del mismo género (Yun et

al., 1997; Chisti, 2008). El género Chlorella presenta un mayor contenido lipidico
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en un rango de 2-5% de COZ2. Por otra parte, C. vulgaris presenta una mayor

fijacion de CO, a concentraciones de 1% CO2 (Lv et al., 2010).

Fue encontrado que a las condiciones de pH 5,7 y 243 ppm de CO,, el medio del
alga contiene 4,61x10™M de CO, acuoso (H,COs) y 8,92x107*M del ion
bicarbonato (HCO3'). Esto indica que C. vulgaris utiliza el CO, acuoso (en un 80%)
y el ion bicarbonato acuoso (en un 20%) para la fijacidon biolégica del CO, (Jeong
et al., 2003).

1.3.3 Medio de cultivo

Como cualquier otro organismo vivo, el alga necesita de nutrientes para su
sostenibilidad, crecimiento y prosperidad. Estos nutrientes son similares a los que
las plantas requieren y consisten principalmente en nitrégeno, fosforo, potasio y
trazas de hierro y otros metales (Zame, 2010). Los nutrientes son suministrados
por un medio de cultivo. Diversos medios para el cultivo de microalgas se
han propuesto y muchos de estos se han derivado del analisis quimico a sus
habitats naturales (Vonshak, 1986).

Después de la fuente de carbono, el nitrégeno es el segundo nutriente mas
importante para la produccién de biomasa por parte del alga. Alrededor del 10%
de la biomasa puede consistir en nitrégeno. La forma mas comun de agregar el

nitrogeno al medio es en forma de nitrato (NO3") (Richmond, 2004).

Se observo que la limitacion de nitrdgenoda lugar a un incremento del
contenido de lipidos en algunas cepas de Chlorella sp. (Reitan et al., 1994). La
deficiencia de nitrégeno conduce a una caida del contenido de este nutriente en el
peso seco del 8 % al 2 % y una reduccion en el contenido de clorofila. Ademas, los
productos de la fotosintesis cambian de proteinas a carbohidratos y lipidos (Syrett,
1962; Reitan et al., 1994; Li et al., 2008; Rodolfi et al., 2009).
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Muchos otros nutrientes como S, K, Na, Fe, Mg, Ca, P y trazas de elementos tales
como B, Cu, Mn, y Mo también son importantes siendo usados en las reacciones
enzimaticas (Richmond, 2004). En la preparacion del medio de crecimiento a nivel
de laboratorio se usa agua destilada, agua filtrada o desionizada. Sin embargo,
para los cultivos a gran escala se hace uso de agua domestica o proveniente de

alguna fuente hidrica (Richmond, 2004).

1.3.4 Temperatura

Diferentes algas poseen diferentes temperaturas optimas de crecimiento. C.
vulgaris tiene un descenso en la tasa de crecimiento si la temperatura del medio
esta por encima de los 25 °C. Esta continda creciendo a temperaturas por encima
de por lo menos 40 °C. Pero la tasa de crecimiento es menor comparada con la
registrada a 25°C (Edberg, 2010).

1.3.5 pH

El pH del medio de cultivo determina la solubilidad del CO; y de los minerales, asi
como la distribucion relativa de las formas inorganicas de carbono (CO2, H,COs,
HCO3, CO37), e influyen directa e indirectamente en el metabolismo de las
microalgas (Abalde et al., 1995).El CO, puede ser utilizado para controlar el pH del
cultivo (Lee and Pirt, 1984; Delente et al., 1992; Babcock et al., 2002); Segun lo
demostrado por Hill et al., (2001), aunque se inyecte grandes cantidades de COa,
el pH del medio llega a un equilibrio debido al consumo del CO, por parte de las

microalgas y por la presencia de nitratos en el medio.

El pH en el medio de cultivo afecta el crecimiento de la C. vulgaris. A un pH 4 o
menor el alga no crece. El crecimiento es mas rapido a un pH de 6 que a un pH
de 8, pero después de 18 dias la misma concentracién de biomasa de lograra en

ambos casos. Entre pH 10 y 12 el crecimiento sera menor con respecto al
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crecimiento en pH 8. La literatura recomienda que el cultivo contenga un pH de

aproximadamente 6 (Lustigman, 1994; Edberg, 2010).

1.4 SISTEMAS DE CULTIVO

Las algas pueden ser cultivadas en sistemas abiertos o en sistemas cerrados. Los
sistemas abiertos pueden ser sistemas naturales como lagos, lagunas, y sistemas
artificiales como piscinas o contenedores. Los sistemas abiertos son mas faciles
de construir y de operar que los sistemas cerrados. Las limitaciones en las
piscinas abiertas incluyen poco aprovechamiento de la luz por las células del alga,
perdidas de agua por evaporacion, difusibn del CO, a la atmosfera y el
requerimiento de grandes areas terrestres. Otros problemas incluyen Ila
contaminacioén de las piscinas por microorganismos y otros heterétrofos de rapido
crecimiento.  Fotobioreactores cerrados han tomado mayor interés por que
permiten un mejor control en la captura del CO,y produccion de biomasa (Ugwu et
al., 2008).

Los fotobioreactores de columna vertical son aireados desde el fondo y son
iluminados a través de las paredes trasparentes. Este tipo de bioreactores son
efectivos cuando se trata de mezclar el cultivo; tienen la mayor tasa de
transferencia volumétrica y son los que poseen un mayor control en las
condiciones del cultivo (Brennan and Owende, 2010). Por esto son tomados con
mayor interés ya que poseen un mejor control en la captura del CO,y produccién

de biomasa (Ugwu et al., 2008).
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1.5 CONCEPTOS DE ANALISIS BIOTECNOLOGICOS.

La maxima concentracion de biomasa alcanzada en un fotobioreactor es
designada como Xmax (g L™). La productividad (P, g L™ d ™) fue obtenida usando la
ecuacion P = (X; —Xo)/ (t-to) (5) donde X; es la concentracién de biomasa (g L") en
el tiempo t(d) y Xo es la concentracion de biomasa en el inoculo a ty. (Schmidell et
al., 2001). La maxima productividad durante un cultivo es designada como Pmax (9
L™ d™).

La relacion entre la densidad Optica y la cantidad de biomasa esta dada por la ley
de Beer-Lambert:

Abs = K * X % L (6)

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

concentracion y L el espesor de la cubeta (Franco-Lara et al., 2006).
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2. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La experimentacion se realizd en 3 fases. Las 2 primeras fases contaron con un
(%v/v) de CO,, diferente para cada caso, una concentracién inicial de biomasa
(0,6; g L") y cuatro diferentes concentraciones de nitrato de sodio. Estas dos
ultimas condiciones se mantuvieron constantes. Una tercera fase fue la realizacion
del mismo sistema pero solo con el valor medio de las concentraciones iniciales de
nitrato las cuales obtuvieron las mayores productividades. Cada cultivo estuvo
sometido a ciclos de 12:12 horas de luz/oscuridad y a una temperatura de 23+1°C.
La inyeccidon continua de CO, fue proporcionada por una bala de CO, (Praxair
Oxigenos de Colombia-20 Kg) y fue controlada por medio de un rotametro durante
el tiempo de luz. La luz fue suministrada por fluorescentes dispuestos de tal
manera que la intensidad luminica fuera constante para cada cultivo. Para cada

condicion, se contd con 3 replicas y tuvo una duracion de 5 dias.

2.1 METODOS DE CULTIVO

La microalga Chlorella vulgaris UTEX 1803, fue adquirida de la coleccién de cepas
proveniente de la Universidad de Texas (Austin, Tex, USA). Esta se cultivd en
Medio Bold Basal modificado (MBBM), de acuerdo con (Culture Collection of Algae
and Protozoa, Oban, UK)(Anexo 2). La solucion de Cada cultivo se desarrollé en
medio compuesto por (mg L7): MgSO47H.O (75); NaCl (25); K.HPO, (75),
KH2PO4 (175); CaCl2-:2H20 (25); ZnS04-7H20 (8,82); MnCl-4H,0 (1,44); MoOs3
(0,71); CuSO45H,0 (1,57); Co(NO3)-6H,0O (0,49); H3sBOs (11,42); EDTA (50);
KOH (31); FeSO47H,O (4,98); 0,001mL H>SO4conc), Yy utilizando diferentes

concentraciones de NaNO3z; como fuente de nitrégeno por debajo del estandar.
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2.2 FOTOBIOREACTORES

Se usaron botellas plasticas transparentes de 2% litros (L) con diametro interno de
14cm y 35cm altura con un volumen del cultivo de 2 L. Los reactores se acoplaron
a un sistema de aireacion por burbujeo (tubo-difusor) para la inyeccion de aire y

CO.. Con este sistema se buscé mejorar la homogeneidad de todo el cultivo.

Figura 1. Montaje de laboratorio.

Fuente: Autores

2.3 METODOS ANALITICOS.

2.3.1 Concentracion de Biomasa

Para las mediciones de concentracion de biomasa, se tomd una muestra de 6 ml
de cada cultivo. Posteriormente se diluy6é a una relacién muestra / agua destilada
de 1:8. Luego se utilizdé un espectrofotometro (Spectroquant® Pharo 300, rango de
longitud de onda de 190-1100nm) con el cual se midié la densidad éptica de cada

muestra a una longitud de onda de 500nm (estos valores se estuvieron entre 0,1 —

29



0,9). La densidad optica (D.O) fue correlacionada con la cantidad de biomasa (g

L-1) de acuerdo a:

CB = 1,4602 * DO500 (7)

2.3.2 Concentracién de Clorofila total

Se tom6é 10 ml de muestra de cada fotobioreactor, se centrifugé a 3400 rpm
durante 7 minutos (Centrifuga PowerSpin™ MX, velocidad variable 1000 a 3400
rpm, rotor para 24 tobos de 2 a 10 ml). Luego se extrajo el sobrenadante con el fin
de eliminar el medio presente. El pellet (biomasa resultante) fue resuspendido en 3
ml de etanol al 99%. La mezcla se llevo a calentamiento en bafio maria durante 5
minutos. Luego de un posterior enfriamiento se agregé 2 ml adicionales de etanol
y se centrifugd por 1 minuto a 2000 rpm. La concentracién de clorofila en el
sobrenadante se calculé leyendo la absorbancia (A) del pigmento en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 650 y 665 nm. La relacion de la
cantidad de clorofila (a+b) en el sobrenadante Ca+, (Mmg/L) con la densidad optica

fue correlacionada de acuerdo a la ecuacion de Becker, (1994).

ClOTOfila (a + b) = (4‘ * A665) + (25,5 * A650) (8)

2.3.3 Otros métodos

Para realizar un control del desempefio de cada uno de los fotobioreactores, el pH

se midié en el momento de la extraccion de las muestras. Esto se hizo por medio
de un medidor de pH (PH- METRO Handylab pH 11 SCHOTT Instruments).
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2.4 ANALISIS ESTADISTICO

Se estudidé la influencia del % de carbono y concentracion de nitrégeno,
involucrados en la productividad de biomasa y cantidad de clorofila (a+b) de C.
vulgaris en cultivos Autotroficos, mediante el analisis de 2 disefios factoriales de 2
factores utilizando el software Demo-MINITAB. Los factores a estudiar son: %CO,
con 2 niveles (2,3%; 3,8%) y concentracion de NaNO; con 4 niveles (0,59mM;
1,18mM; 1,77mM; 2,35mM).
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3. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

Teniendo en cuenta las fases mencionadas anteriormente se obtuvieron los
siguientes resultados.

A partir de la figura 2 se puede inferir que la mayor cantidad de biomasa obtenida
fue de 1,416 (g L"), por el cultivo que contenia una concentracion inicial de 0,59
mM de NaNOj; debido a que este cultivo comenzé su crecimiento exponencial
desde el dia 0 sin presentar una fase de adaptacion. Esto se debe a la escases de

nitrégeno, lo cual obliga a la microalga a consumir rapidamente el carbono
presente en el medio (2,3% COy,).

Figura 2. Concentracién de biomasa (g L™) obtenida a partir de
(Aire+2,3%CO0,).

2,5

—e—0,59 mM
—8—1,18 mM

20 1,76 mM
= —%—2,35 mM
o)
\51 5 % 2,94 mM (Control)
(%)
©
€1,0
9
2]

0,5

0,0

0 1 2 3 4 S

tiempo (dias)

Fuente: los autores.

Cultivos con 0,59 y 1,18mM de NaNOj tuvieron un comportamiento similar,
aunque sus Pvax en la fase exponencial fueron diferentes (tabla 1). Segun Fan et.,

al (2008) a un cambio en las condiciones del cultivo la microalga presentara una
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fase de adaptacién por un cierto tiempo y seguidamente entrara a la fase de
crecimiento. Los cultivos con 1,76 y 2,35mM presentaron una fase de adaptacion
hasta el dia 2 y 3 respetivamente en donde comenzaron la fase de crecimiento
exponencial, con mayores Pwax Y asi obtuvieron cantidades finales de biomasa

similares al cultivo con 1,18mM al dia 5 como se muestra en la figura 2.

Tabla 1.Velocidades maximas especificas de crecimiento (uuwax) fase 1.

Concentracion de
nitrégeno NaNO; (mM) Hwax (d7)
0,59 0,2471
1,18 0,2179
1,76 0,3002
2,35 0,3154

Fuente: los autores.

A partir de la figura 3, se puede analizar que los cultivos tuvieron una fase se
adaptacién dentro del medio, siendo mas largo para los cultivos con
concentraciones iniciales de 1,18mM y 2,35mM de NaNOs;. Sin embargo todos los
cultivos tienden a aumentar su cantidad de clorofila hasta el dia 5 y esto es
debido a que en el medio hay suficiente nitrégeno para suplir las necesidades del
alga. La mayor produccion de clorofila para la fase 1 se alcanzé en el cultivo con
una concentracion inicial de nitrégeno de 1,18mM; a pesar que la fase de
adaptacion llego hasta el dia 3, su tasa de produccion de este pigmento fue mayor

con respecto a los otros cultivos.

A partir de la grafica 4 se puede inferir que durante los 5 dias las tasas de
crecimiento fueron mayores que en la fase 1, debido al aumento en el %CO,
suministrado. Se realizé un analisis de la cinética para estos cultivos y se obtuvo
que el mayor puax fue para el de una concentracion inicial de 1,18mM de NaNO;
como se puede observar en la tabla 2, generando una cantidad de biomasa de
2,199(g L™"). Cada cultivo tuvo un determinado dia donde su crecimiento comenzé

a ser exponencial, siendo un factor en la produccioén final de cada cultivo.
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Figura 3. Concentracién de clorofila (mg L™) obtenida a partir de (Aire-

2,3%CO0,).
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=—4—(0,59 mM
45 | —m—1,18 mM
= 40 1,76 mM
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Fuente: los autores

Figura 4. Concentracién de biomasa (g L™) obtenida a partir de
(Aire+3,8%CO0y,).
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Fuente: los autores.

Tabla 2.Velocidades maximas especificas de crecimiento (uwax) fase 2

Concentracion de
nitrégeno NaNO; (mM) Hwax (d7)
0,59 0,3342
1,18 0,394
1,76 0,2755
2,35 0,3239

Fuente: los autores.
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La figura 5 permite deducir que todos los cultivos tuvieron una fase de bajo
crecimiento hasta el dia 3. Esto se pudo deber al aumento en la cantidad de CO,
suministrado, el cual permite que el alga aumente su tasa fotosintética. Sin
embargo, el alga necesita estabilizarse a sus nuevas condiciones para que su
metabolismo funciones correctamente. Después del dia 3 todos los cultivos
realizaron un aumento en sus tasas fotosintéticas de este pigmento con respecto a
los dias anteriores, indicando la adaptacién a las condiciones para esta fase. El
cultivo con una concentracién inicial de nitrogeno de 0,59mM presenta una caida
en su concentracion de clorofila. Esto me indica que al dia 4 para este cultivo, los
requerimientos de nitrdgeno por parte del alga no son encontrados en el medio,
llevando al alga a utilizar sus reservas internas de nitrégeno, representadas en la

clorofila.

Figura 5. Concentracion de clorofila (mg L™) obtenida a partir de
(Aire+3,8%CO0.).
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Fuente: los autores

La figura 6 permite ver claramente que a un aumento en la cantidad de CO,,
aumenta su productividad. Esto confirma el hecho de que al aumentar la
concentracion de CO;, presente en el medio, se obtiene una mayor cantidad de
biomasa con las mismas concentraciones de nitrégeno y en el mismo tiempo. Esto

indica que la concentracién de carbono es una de las principales variables en el
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crecimiento de la microalga. El nitrégeno es otro factor importante en el
crecimiento del alga pues, este nutriente permite la produccion de compuestos

nitrogenados como pigmentos fotosintéticos y proteinas.

Figura 6. Produccion de biomasa a diferentes concentraciones de carbono y

nitrégeno
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Fuente: los autores

Figura 7. Produccion de biomasa a diferentes concentraciones nitrégeno a

3,8%CO0.,.
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Fuente: los autores
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A partir del experimento adicional (fase 3), llevado a cabo con una concentracion
de 0,88 mM de NaNOs, con una productividad de 0,43 (g L™ dia™) y utilizado como
anexo en la figura 7, se puede inferir que no existe un maximo local en el intervalo
de concentracion de 0,59 — 1,18mM de NaNO3 con un flujo de 3,8% CO,, por el

contrario se obtiene una productividad de +0,42 (g L™ dia™).

3.1 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron 2 disefios factoriales de 2 factores, con un total de 24
observaciones, con el fin de analizar el efecto que tienen los factores %CO,,
concentracion de NaNOs y su interaccion en las variables de respuesta
Productividad (Pmax) y Clorofila (a+b) (Caxb).

3.1.1 Disefio factorial variable de respuesta Ppmax.

Primero se analizé la influencia de los 2 factores en cada uno de los valores de

productividad maxima (Pmax) de biomasa de C. vulgaris (tabla 4).

Se aplicé una serie de pruebas de normalidad y un test de homogeneidad de
varianza del efecto carbono/nitrato sobre la productividad para evaluar la
normalidad del conjunto de datos a analizar. Los métodos empleados por el
software Minitab incluyen pruebas como Kolmogorov-Smirnov, Ryan-Joner y
pruebas de Bartlett y Levene (ANEXO 6). De este analisis se concluyé que se
cuenta con una distribucion de datos normalizados y homogeneidad en las
varianzas, ya que a valores p > 0,05 no hay evidencias significativas de rechazar

lo anterior.
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Tabla 3. Factores y niveles para variable de respuesta Productividad.

Modelo lineal general: Pmax vs. NOz (mM). CO2 (%)
Factor Tipo Niveles Valores
NaNO; (mM) fijo 4 0,59.1,18.1,76. 2,35
CO2 (%) fijo 2 0,023. 0,038

Fuente: Demo-Minitab

Tabla 4. Disposicién general para el disefio bifactorial en la variable de
respuesta Productividad (g L™ dia™).

Concentracion %C0O2
inicial NaNO3; (mM) 2.3 3,8
0,280 0,397
0,59 0,256 0,345
0,307 0,455
0,246 0,472
1,18 0,299 0,408
0,192 0,441
0,229 0,292
1,76 0,224 0,293
0,232 0,315
0,270 0,454
2,35 0,211 0,316
0,242 0,352

Fuente: autores.

Teniendo en cuenta el andlisis de la tabla 5, Se concluye que la variacion tanto
del %CO,, como la variacion en la concentracion de NaNOs; son efectos
significativos en la Pmax Obtenida en un cultivo de C. vulgaris. Esto debido a que en
el andlisis de varianza (ANOVA) se obtienen valores p < 0,05, indicando evidencia
significativa de ello. Por otro lado, se puede decir que el efecto de interaccion

entre los 2 factores no es significativo.
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Tabla 5.Analisis de varianza para Pmax.

Analisis de varianza para Pmax, utilizando SC ajustada para pruebas
Fuente |GL |SCSec. [sCAjust [cMAjust |F |P

3 0,024202 0,024202 0,008067 4,69 0,016
gaor;o(g/o()mM) 1 0,100325  0,100325  0,100325 58,37 0,000
NaNO5(mM)*CO2(%) 3 0,011563 0,011563 0,003854 2,24 0,123
Error 16 0,027498 0,027498 0,001719
S =0,0414565 R-cuad. =83,19% R-cuad.(ajustado) =75,84%

Fuente: Demo-Minitab.

Como auxiliar en la interpretacion de los resultados de este experimento resulta
util la construccion de graficas de respuesta promedio de cada combinacion de

tratamiento. Esto se muestra en la figura 8.

Teniendo en cuenta la respuesta promedio del %CO, en Pnax (figura 8a), vemos
que a un mayor valor de %CO; obtenemos una mayor Pmax. A las concentraciones
1,78 - 2,35mM solo hay un incremento en la magnitud al pasar de 2,3 a 3,8% CO,,
mientras que a concentraciones de 0,59 — 1,18mM vemos una diferencia en la
direccion de la respuesta. Es decir, no todas las productividades crecen al

aumentar la cantidad de CO; presente en el medio.
Observando la figura 8b, podemos resaltar de forma general el incremento en el

Pmax €n presencia de un flujo 3,8%CO; a cualquier concentracion de NaNO;

comparada con uno a 2,3% COa,.
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Figura 8. Respuesta promedio de cada combinacién.
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3.1.2 Disefio factorial variable de respuesta Ca+p.

Se analizé la influencia de los 2 factores en cada uno de los valores de cantidad

de Clorofila (a+b) (Ca+p) final obtenidos (ANEXO 6, Tabla 6-A6).

Con el analisis de variancia (ANOVA) aparece en la tabla 7, se concluye que tanto
él % de CO,, como la concentracion de NaNOs son efectos significativos en la
cantidad de C,+, obtenida en un cultivo de C. vulgaris. Esto debido a que valores

p < 0,05 indican evidencia significativa de ello. De la misma manera, se puede

decir que el efecto de interaccion entre los 2 factores es significativo.

Como auxiliar en la interpretacion de los resultados de este experimento resulta

util la construccion de una grafica de respuestas promedio de cada combinacién

Tabla 7. Factores y niveles para variable de respuesta Ca+n).

Modelo lineal general: Clorofila vs. CO2 (%). NaNO3z (mM)

Factor Tipo Niveles Valores
CO2 (%) fijo 2 0,023. 0,038
NaNO; (mM)  fijo 4 0,59.1,18.1,76. 2,35

Fuente: Demo-Minitab

de tratamiento.
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Tabla 8. Analisis de varianza para Ca+b).

Analisis de varianza para Clorofila, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
CO2 (%) 1 1961,54 1961,54 1961,54 34,72 0,000
NaNO; (mM) 774,03 774,03 258,01 4,57 0,017
CO2 (%)*NaNO; (mM) 763,26 763,26 254,42 4,5 0,018
Error 16 903,94 903,94 56,5

Total 23 4402,77

S=7,51641 R-cuad.=79,47% R-cuad.(ajustado) =70,49%

Fuente: Demo-Minitab

Figura 9. Respuesta promedio de cada combinacion para datos Casb).
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A partir de la grafica 9a, podemos deducir que el aumento a 3,8% CO; tuvo una
mayor influencia en el aumento de la cantidad de clorofila, a excepcion de la
presentada a una concentracién de 0,59 mM de NaNOj;, donde se observo un
decrecimiento en la cantidad de clorofila y su valor final tuvo un valor similar al
reportado con 2,3%CO,. Ademas, observando la grafica 9b, se puede inferir que
dentro del intervalo de concentraciones 1,18 — 1,76mM, la influencia de la
concentracion de NaNOs; no es muy significativa, ya que la pendientes en ese

intervalo son similares.
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CONCLUSIONES

La cantidad de carbono suministrado, representado por el CO, genera una mayor
influencia en comparacién con la concentracion de clorofila en el crecimiento de C.

vulgaris a escala de laboratorio a las condiciones establecidas.

El contenido de clorofila en un cultivo, creci6 de manera estable a bajas

concentraciones de CO,, ya que el tiempo de adaptacion tiende a ser menor.

Para las concentraciones de CO, suministrado en el medio, se encontré que las
mejores productividades estan en los cultivos con concentraciones iniciales de
NaNO; de 0,59y 1,18mM.

A un 3,8 %CO, y 0,59mM de NaNOs; se observa un decrecimiento en el contenido

de clorofila indicando un déficit de nitrégeno tendiendo una mayor capacidad de

carga lipidica en la biomasa
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RECOMENDACIONES

Con base a los resultados obtenidos, se sugiere trabajar dentro del intervalo de

0,59 mM y 1,18mM conservando las condiciones establecidas en el cultivo.

Para posteriores estudios, se recomienda determinar la calidad y el contenido
lipidico en las células de C. vulgaris a las condiciones previamente establecidas,
ya que estas han sido consideradas como prometedoras candidatas para la

produccion de lipidos.
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ANEXOS

ANEXO 1. REACTIVOS

Tabla 9-Al1. Reactivos utilizados en el medio de cultivo.

REACTIVO FORMULA
Nitrato de sodio NaNO;
Sulfato de magnesio

heptahidratado MgSQO4-7H,0O
Cloruro de sodio NaCl
Fosfato monoacido de

potasio KoHPO,
Fosfato diacido de potasio KH,PO4
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,2H,0
Sulfato de zinc

heptahidratado ZnS0O47H,0
Cloruro  de manganeso

tetrahidratado MnCl,-4H,0
Trioxido de molibdeno MoO3;
Sulfato de cobre

pentahidratado CuS04-5H,0
Nitrato de cobalto

hexahidratado Co(NO3),-6H,0
Acido borico H;BO3
Etilen-diaminotetraacetato EDTA
Hidréxido de potasio KOH
Sulfato ferroso

heptahidratado FeSO,4-7H,0
Acido sulfurico H,SOy4
Acido clorhidrico HCI
Hidréxido de sodio NaOH
Acetato de sodio trihidratado C,H30,Na-3H,0
Alcohol etilico C2H602
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ANEXO 2. MEDIO BOLD BASAL.

Tabla 10-A2. Preparacién de las soluciones Stock.

Macronutrientes
Soluciones Stock Para 400 mL
(1) NaNOs 10,0 g
(2) MgS0,4.7H,0 3,09
(3) NaCl 1,09
(4) KoHPO, 309
(5) KH,PO4 709
(6) CaCl,.2H,0 109
Micronutrientes
Soluciones Stock Parall
(7) ZnS0O4.7H,0O 8,82 ¢g
MnCl,.4H,0 1,44 g
MoOs3 0,71 g
CUSO4.5H20 1,57 g
Co(NO3),.6H,0O 0,49 g
(8) H3BO3 11,42 g
Soluciones de [ (9) EDTA 50,09
elementos de traza KOH 31,09
(autoclave para | (10) FeS0O4.7H,0 4,98 g
disolverse) H,SO, (concentrado) [ 1,0 mL
Medio Bold Basal
Soluciones Stock Para2 L
Macronutrientes 20,0 mL de cada uno
Micronutrientes 2,0 mL de cada uno

Fuente: Culture Collection of Algae and Protozoa, Oban, UK)

Para los cultivos Autotroficos empleados, se modifico la cantidad de Stock 1
(solucion de NaNO3) con el fin de obtener limitaciones de nitrogeno en el medio
teniendo como base de referencia el medio Bold Basal. La limitacion de nitrégeno

se realizo de la siguiente forma:
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Tabla 11-A2. Concentracion de nitrégeno utilizado.

Concentracion de
NaNO3;(mM) en el Volumen
% N stock 1 medio Utilizado (mL)

20%N 0,5883 4
30%N 0,8825 6
40%N 1,1766 8
60%N 1,7649 12
80%N 2,3532 16
100%N 2,9415* 20"

*Concentracion (mM) estandar utilizada en MBB para 2L.
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ANEXO 3. MONTAJE DEL CULTIVO DE C. vulgaris.

Primero se esterilizaron las botellas de 2 % litros (L) con lavados consecutivos de
agua domestica, solucion diluida de HClsc), solucion diluida de NaOHc) y agua
destilada. Posteriormente se preparé el medio Basal Bold con agua destilada
como solvente y las cantidades de soluciones de cada uno de los nutrientes como
lo indica la tabla (9-A2), excepto la solucion stock (1-NaNO3). Luego se realizo el
inoculo a una concentracion de biomasa de 0,6 (g L™) en un volumen de 2L.
Finalmente se agreg6 la cantidad de solucion stock de NaNO3; deseada a cada
cultivo (ANEXO 2).

Figura 10-A3. Material de inoculo.

Fuente: Autores

Sistema de aireacion e inyeccién del CO;

El aire se suministro por burbujeo al fotobioreactor por medio de un compresor
(Thomson oilness de 2 Hp, el cual trabajo a 1,0 psi.), en la siguiente ruta:
compresor — manguera - filtro (carbén activado) — manguera — difusor. El
suministro de CO, también se realizé por burbujeo. Una serie de mangueras

conectadas a una manguera principal, y esta a un cilindro de CO.. El flujo de CO;
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fue controlado con un regulador conectado al cilindro, un rotametro el cual estaba
conectado a uno de los cultivos, a la frecuencia de ascenso de burbujas y al
tamafno de burbujas. El tamafio de las burbujas para el CO; eran de aprox. 2 mm
de diametro.
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ANEXO 4. PORCENTAJE DE CO, UTILIZADO.

De acuerdo con la ecuacion presentada en la grafica A1 se encontré el %CO,

Utilizado en las etapas del proyecto.

Figura 11-A4. Calibracion de Tabla 12-A4. Flujos de CO,
rotametro. utilizados.
Calibracion Rotametro
8 Etapas Flujo Flujo (L h™)
%6 rotdmetro botella
4 1 9 3,7228
@)
L2 y =0,422x- 0,057 2 15 6,2743
R?=0,998
S0 3 15 6,2743
- 3 6 9 12 15
rotametro

Fuente: Autores
Flujo total de CO, para cada fotobioreactor.

El aire posee (0,036% de CO,) y como el flujo de aire es de 160,5948 (L h™),

contamos con =0,058 (L h™") de CO,. Teniendo en cuenta el flujo de CO, presente

en el aire y el suministrado de forma directa por una bala de CO2, hallamos el

porcentaje utilizado en el laboratorio.

flujo CO,

flujo aire + flujo CO2

Wit~ (e
, + 3,7228

%C0; (etapa 1) = 2300796 = 2,3

0,057814 + 3,7228
160,594796 + 3,7228

%C0; (etapa 2—3) = 3794659 = 3,8

%CO0, (etapa1) = ( ) * 100

>*100

%CO, (etapa 2-3) = ( > *100
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ANEXO 5. MAXIMA SOLUBILIDAD TEORICA DEL DIOXIDO DE CARBONO EN
EL MEDIO.

Para encontrar el punto de saturacién tedrico en agua pura, se han realizado
varios estudios (Bahadori et al., 2009), (Carroll et al., 1991), (Dodds et al., 1956),
(Duan and Sun, 2002).

Con el fin de encontrar de encontrar la cantidad maxima tedrica de CO, que
puede disolver la cantidad de medio, se encontré la solubilidad del CO, en agua
pura. Los otros compuestos presentes en el medio y la cantidad de alga son
tomados como ruido. Esta solubilidad permite contar con un limite superior con
respecto al intervalo de cantidad de gas diluido en el medio. La fraccién molar de
saturacion de CO;, en una soluciéon a las condiciones de 1 atm de presién y
temperatura de 25 °C es de 0,609 * 1073 (Carroll et al., 1991).

Tomando como referencia esta fraccion molar, la solubilidad del CO, en agua pura
a las condiciones establecidas es 0,1489 (g CO, / 100 g H20).

Xcoz = 0,609 * 1073
Xcoz + Xpao =1
Xuz0 =1 — Xco2

X0, = 0,999391

BASE DE CALCULO: 100 g de agua = 50/9 moles de CO;
Xcoz = Nco2/ (Ncoz + Nizo)

Despejando el numero de moles de CO»

Ncoz = Xcoz * Neo2/ (1 + Xco2)
Ngo, = 3,385395039 * 103
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Luego,
Nco2 = CANTIDAD DE CO2/MASA MOLAR DE CO2
CANTIDAD DE CO2 = N¢o, * MASA MOLAR DE CO2
CANTIDAD DE C0O2 = 0,148957381 gramos de CO2

Esta es la cantidad de CO, presente en 100 g o 100 ml de agua. Este resultado
fue corroborado con los datos relacionados por (Dodds, W.S, et al)

Ahora,
CANTIDAD DE CO2 DISUELTO EN LOS 2000 ml DE MEDIO

= 0,148957381 * 2000/100
CANTIDAD DE CO2 DISUELTO EN LOS 2000 ml DE MEDIO
= 2,978 gramos de CO2
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ANEXO 6. ANALISIS DEL DISENO FACTORIAL, DATOS SOFTWARE DEMO-
MINITAB.

Algunas pruebas utilizadas para determinar la normalidad en la distribucién de los
datos (P > 0,05). Este analisis se desarrollo en el software Demo-Minitab antes de
realizar el disefo factorial completo.

1. Disefio factorial variable de respuesta Pmax.

Figura 12-A6. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. (Pmax)

Prueba de normalidad (Kolmogorov-Smirnov)
Normal

Media

0,3138
Desv.Est. 0,08434

888838 8§
T o S

Porcentaje

N 24
204
Ks 0,154
7 Valor P 0,143
N
1 T T T
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5

Figura 13-A6. Prueba de normalidad de Ryan- Joner. (Pmax)
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Pruebas de normalidad e igualdad de varianzas.

Figura 14-A6. Homogeneidad de Varianzas (Pmax)-

Prueba de igualdad de varianzas para Pmax
NaNO3 (mM)  CO2 (%)
0,59 2,3%-1 #—
3,8%1 o——m
1,18 2,3%1 Oo——— Prueba de Bartlett
3,8%- o—— Estadistica de prueba 11,94
Valor P 0,103
176 230%] 1 Prueba de Levene
' ' Estadistica de prueba 0,96
3,8%7 o—i Valor P 0,494
2,35 2,3%1 —
3,8%- e i
T T T T T T T T
00 02 04 06 08 1,0 1,2 14
Intervalos de confianza de Bonferroni de 95% para Desv.Est.

Figura 15-A6. Grafica de Probabilidad normal (residuos) en el analisis de Ppax.

Gréafica de probabilidad normal
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2. Disefio factorial variable de respuesta Clorofila 4+p.

Tabla 13-A6. Disposicion general para el disefio bifactorial en la variable de

respuesta clorofila (mg L™).

Concentracion inicial NaNO3 %CO2

(mM) 2,3 3,8
42,920 48,740

0,59 45,214 37,452
40,626 40,488
46,550 71,484

1,18 63,366 67,360
29,718 69,524
40,012 58,132

1,76 44,714 69,968
35,390 54,480
34,980 65,504

2,35 32,818 55,572
28,348 62,924

También para este analisis se aplicO pruebas de normalidad y un test de
homogeneidad de varianza del efecto carbono/nitrato sobre la cantidad de
clorofila, obteniendo valores p > 0,05. Por lo tanto se cuenta con datos distribuidos

normalmente.

Figura 16-A6. Prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirnov. Ca+b)

Prueba de normlidad (Kolmogorov-Smirnov)
Normal

Media 49,43
Desv.Est. 13,84
N 24
KS 0,127
Valor P >0,150

Porcentaje
8

T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Clorofila
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Figura 17-A6. Prueba de normalidad (Ryan- Joner). C+p)

Prueba de normlidad (Ryan-Joiner)
Normal

%0
0
2 1 Media 49,43
'uc: 24 Desv.Est. 13,84
g N 24
a 304
] RJ 0,975

Valor P >0,100

T T T
10 20 30 40 50 60 70 80 920
Clorofila

Figura 18-A6. Homogeneidad de Varianzas para datos Ca+p)

Prueba de igualdad de varianzas para Clorofila
CO2 (%)  NaNO3 (mM)

2,3% 0,591 &—i
1,18 te {
1,764 ——1
Prueba de Bartlett
2,351 ¢—1 Estadistica de prueba 11,81
Valor P 0,107
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Figura 19-A6. Grafica de Probabilidad normal (residuos) en el analisis de Ca+p).
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(la respuesta es Clorofila)
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ANEXO 7. RELACION DENSIDAD OPTICA — BIOMASA

Figura 20-A7.Dispersion de los datos para obtencion del coeficiente masico de

extincion.

1,0
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0,8 y= 1,460X
0.7 R2 = 0,997
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0,4
0,3
0,2
0,1
0,0
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0,0 0,2 04 0,6 0,8
Biomasa

Para determinar la relacién lineal entre las dos variables (Densidad oéptica —
biomasa), se elabor6 un diagrama de dispersion (figura 20-A7) utilizando los datos

hallados a las mismas condiciones y en pruebas anteriores por Gonzales, (2010).

La regresion lineal obtenida en la figura (20-A7), brinda una ecuaciéon que

representa la ley de Beer-Lambert.
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ANEXO 8. ANALISIS CINETICO DE LOS CULTIVOS

El analisis cinético se realizo con base a modelo planteado por monod.

Las cantidades de biomasa obtenidas a partir de las densidades Opticas, se
graficaron de manera semilogaritmica con respecto al tiempo, es decir In(10*X)

con respecto a los 5 dias de cultivo.

Posteriormente se analizaron los puntos para cada cultivo con el fin de encontrar
la fase de crecimiento descrita por una linea recta. Esta linea recta, su pendiente
representa la velocidad maxima especifica de crecimiento, tal como lo muestra la
ecuacion,

Iy = ey + 1t
M es la pendiente de la recta en la fase de crecimiento, Xo es la cantidad de
biomasa inicial y X es la cantidad de biomasa en el tiempo t (dias).

Figuras para la primera fase

Figura 21-A8. Cinética de crecimiento para 0,59mM de NaNO3

o

/ y =0,247x+1,786
T/ R2 = 0,985
1,5

0 1 2 3 4 5 6
dias

3,5

w
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N
(95 ]

N

Fuente: los autores
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Figura 22-A8. Cinética de crecimiento para 1,18mM de NaNO3

3 /
2,5 <
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w
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Fuente: los autores

Figura 23-A8. Cinética de crecimiento para 1,76mM de NaNO3

3
<2,5 /
*
o /
=
g2 'S
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Fuente: los autores

Figura 24-A8. Cinética de crecimiento para 2,35mM de NaNO3

3
s /
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5 . e
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Fuente: los autores
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Figuras para la segunda fase de experimento.

Figura 25-A8. Cinética de crecimiento para 0,59mM de NaNO3
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Figura 26-A8. Cinética de crecimiento para 1,18mM de NaNO3
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Figura 27-A8. Cinética de crecimiento para 1,76mM de NaNO3
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Figura 28-A8. Cinética de crecimiento para 2,35mM de NaNO3;
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