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Resumen

Esta investigacion motivada en la economia circular evalué una nueva forma de revalorizar la
melaza de cafia de azUcar y los purines porcinos, ambos subproductos agricolas. Estos se probaron como
una fuente revalorizable de nutrientes para intentar sustituir la glucosa pura y el nitrato de potasio
respectivamente, ambos insumos de uso tradicional necesarios para la produccién de biomasa microalgal
de Chlorella vulgaris cepa G120. Esto con el fin de intentar volver mas rentable una emergente
tecnologia de produccién de biogés rico en hidrégeno con potencial biocombustible aprovechando el
metabolismo de esta microalga. Asi mismo, a la vez que se reduce la carga contaminante de dichos

subproductos agricolas que son generalmente aguas de descarga.

En una primera etapa se evalud la capacidad de crecimiento microalgal y la concentracién de
clorofila en células de la Chlorella vulgaris cuando se us6 los medios nutritivos tradicionales con glucosa
y nitrato de potasio. Esto bajo las tres rutas troficas posibles de la microalga: autotrofia (usando solamente
minerales (K3)), mixotrofia y heterotrofia (usando glucosa con minerales (GM)). Se obtuvieron los
siguientes rendimientos en términos de biomasa microalgal seca, de mayor a menor, con la mixotrofia
(5.58 + 0.31 g/L), la heterotrofia (4.23 + 0.12 g/L) y la autotrofia (1.05 + 0.05 g/L). Y una concentracion
de clorofila en las células con autotrofia (4.56 + 1.36%) fue significativamente mayor que en mixotrofia
(2.01 + 0.23%) y heterotrofia (1.22 + 0.17%), siendo estas Ultimas sin diferencias significativas. En las
pruebas de mixotrofia y heterotrofia la glucosa se consumi6 completamente. Estos resultados demuestran
la capacidad de la microalga de seguir acumulando biomasa aprovechando la energia de carbohidratos
exdgenos para crecer cuando necesita dispensar parcial o completamente de la luz, lo cual es importante
de demostrar pues en la siguiente etapa se pretendia utilizar la melaza como fuente revalorizada de
carbohidratos, la cual presenta la fuerte desventaja de tener una importante opacidad que podia significar

una reduccion de la capacidad fotosintética de las microalgas.

Entonces, una vez verificado que la Chlorella vulgaris aprovecha la glucosa para crecer en
oscuridad, en una segunda etapa se evalu6 nuevamente el crecimiento microalgal y concentracion de
clorofila en las células, pero solamente en mixotrofia y heterotrofia, y ahora reemplazando la glucosa
con la melaza, y el nitrato de potasio con los purines porcinos. Se evaluaron entonces tres medios
nutritivos alternativos: melaza con minerales (MM), melaza con minerales, pero remplazando el nitrato
de potasio con purines (MP) y glucosa con minerales, pero remplazando el nitrato de potasio con purines

(GP). Se us6 24.0 g/L de melaza 'y 109.0 ml/L de purines para intentar remplazar respectivamente los 10



g/L de glucosa y los 2 g/L del nitrato de potasio. Se encontré que, comparando los mismos medios
nutritivos, pero entre las dos diferentes rutas metabdlicas, siempre en mixotrofia se produjo més biomasa
que en heterotrofia, teniendo el mismo comportamiento en ambas rutas metabdlicas de un mayor
rendimiento cuando se us6 MM y el menor rendimiento con MP, quedando el rendimiento cuando se usé
GP entre ambos. Las mayores concentraciones de clorofila en las células se obtuvieron usando MM
tanto en mixotrofia como heterotrofia (1.14 £+ 0.09% y 0.98 + 0.04% respectivamente) y los niveles mas
bajos cuando se uso los medios con purines (GP, MP) en ambas rutas metabolicas. Al evaluar el efecto
de la opacidad de la melaza se encontré que duplicar la cantidad de luz solamente incrementa la
concentracion de clorofilaen las células de 1.15 + 0.15 % a 1.55 + 0.12 %, pero no aumenta el crecimiento
microalgal (3.88 + 0.20 g/L y 4.13 + 0.14 g/L). Estos resultados demuestran que las microalgas son
capaces de metabolizar los azucares de la melaza para crecer, lo cual era necesario demostrar para evaluar
este insumo en la siguiente etapa de produccion de hidrégeno. Los purines evaluados no demostraron ser
un buen sustituto del nitrato de potasio, y por el contrario se podria suponer que estan asociados a una

baja acumulacion de clorofila.

Tras todos los experimentos realizados en esta segunda etapa hubo una remocién casi completa
de los azUcares de la melaza y de compuestos nitrogenados de los purines, por lo que desde el punto de
vista biorremediativo se logroé reducir considerablemente la carga contaminante de ambos subproductos

agricolas, logrando reciclar estos nutrientes en la produccién de biomasa microalgal.

En una ultima etapa se evalu6 la produccion de hidrégeno Unicamente en mixotrofia, comparando
los medios nutritivos alternativos MM y MP contra el medio nutritivo tradicional GM. ElI mayor
rendimiento volumétrico de biogas producido se obtuvo con GM acumulando 966.7+ 38 mL, del cual
190 + 13 mL eran de hidrégeno (19.6% de pureza), obteniendo un rendimiento de 1.07 + 0.07 mg de
hidrogeno por gramo de glucosa empleado en el medio. Con el medio sustituto MM se produjo 450.0 +
23.0 mL de biogas, del cual 50.0 + 3.0 mL eran de hidrogeno (11.1% de pureza), obteniendo un
rendimiento de 0.12 + 0.007 mg de hidrdgeno por gramo de melaza empleado en el medio. Esto demostrd
la capacidad de esta microalga de trasformar los azlcares, incluso de la melaza, en un biogas con
hidrogeno. Tras evidenciar una muerte prematura de las microalgas en los experimentos con el medio
MP, se podria suponer que utilizar purines para la produccion de hidrdégeno es tdxico, posiblemente por
la alta concentracion de cloro que tenian debido al uso de este en la limpieza de los corrales, o por la
trasformacion del amonio en amoniaco que no podia escapar de forma gaseosa y es altamente toxico para

las microalgas.
Vi
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1 INTRODUCCION
Una de las principales ramas novedosas de la ingenieria en biosistemas y de las ciencias
bioldgicas es reducir el impacto que tienen las grandes industrias agropecuarias y las actividades
humanas sobre la naturaleza, desarrollando y optimizando tecnologias bajo el enfoque de economia
circular y bioeconomia. Esto para obtener un maximo provecho de los recursos naturales utilizados en la

produccion de los alimentos, principalmente revalorizando los subproductos.

Entre los principales recursos utilizados por los humanos estan el agua y la energia. El agua se
utiliza para el riego de cultivos, crianza de animales, lavados de espacios e higiene humana y por lo
general, el subproducto de estas actividades es un efluente que puede contaminar cuerpos de agua
naturales si no es tratado adecuadamente. En cuanto a consumo de energia, entre los principales
demandantes también estd implicada la industria alimentaria, pero principalmente los hidrocarburos
utilizados para los medios de transporte de humanos, que como veremos mas adelante es uno de los

principales puntos a mejorar en nuestro pais, incluyendo aqui también la maquinaria agricola.

La presente investigacion, con enfoque de revalorizacion de subproductos agricolas, evalla una
forma novedosa de reducir la carga contaminante de efluentes agricolas extrayendo energia en el proceso
basandose en la capacidad de la microalga Chlorella vulgaris, cepa G120 de producir hidrégeno. Estos
efluentes son los vertidos del lavado de un establo porquerizo, usado como fuente de nutrientes, y la

melaza de cafia de azUcar, usada como fuente de carbohidratos.

Lo novedoso de la Chlorella vulgaris G120 es que se ha evidenciado que tiene una relacion
respiracion/fotosintesis muy alta, lo que potencia no solo la produccién de hidrégeno al poder obtener
mas energia del medio, sino que puede alcanzar la anaerobiosis rapidamente al consumir el oxigeno de
la fotosintesis para la oxidacion de carbohidratos. Con cepas estudiadas anteriormente que no tiene esta

capacidad existe el problema de que el oxigeno de fotosintesis inhibe la produccion de hidrdgeno.

Para producir hidrégeno es necesario tener suficiente biomasa de Chlorella vulgaris. Por lo que
esta investigacion ofrece resultados de produccion de biomasa de esta microalga bajo las diferentes rutas
metabolicas: fotosintesis, respiracion o ambos simultdneamente (mixotrofia), cuando se usé tanto medios
nutritivos minerales como los medios nutritivos alternativos con melaza y purines porcinos. Tambiéen
resultados de produccion de hidrégeno con los medios nutritivos alternativos, y una metodologia

detallada de la aclimatacion y puesta en marcha del cultivo para conseguir que produzca el hidrégeno.



1.1 Justificacion

El incremento de la demanda energética para consumo humano también implica un aumento de
la contaminacion medioambiental. Costa Rica es reconocido mundialmente como pais verde pues genera
el 98% de la electricidad de fuentes renovables [1], pero cuando se considera toda su matriz energética
incluyendo el transporte, un 72.9 % es alimentada de derivados de petroleo [2], demostrando asi la
importancia de descarbonizar el sector transporte. Los motores tradicionales alimentados con derivados
del petroleo liberan cuantiosas cantidades biogases, principalmente dioxido de carbono (CO2), 6xido
nitroso (N20), metano (CHa), clorofluorocarbono (CFC), ozono (O3) y hexafluoruro de azufre (SFe), que
se acumulan en la atmosfera promoviendo el Efecto Invernadero. Este fendmeno implica acontecimientos
meteoroldgicos extremos [3] que comprometen recursos como el agua y que a su vez ponen en riesgo el
desarrollo humano. A nivel mundial se estima que las emisiones de estos gases, solamente del sector
energia, incrementen de 32.3 mil millones de toneladas en 2012 a 43.2 mil millones de toneladas en 2040
[4], incrementando el calentamiento global. Como se explica a continuacién, el hidrégeno como
combustible sustituto de los hidrocarburos ha mostrado potencial para descarbonizar el transporte

siempre y cuando provenga de fuentes limpias.

Una ventaja del hidrégeno como portador de energia para descarbonizar el transporte es que tiene
una alta eficiencia de conversién energética, su combustidn produce s6lo agua, es facil de trasportar y se
ha demostrado que muchos vehiculos de combustion interna de hidrocarburos pueden ser alimentados
con hidrogeno tras pocas modificaciones [5]. Ademas, los vehiculos de hidrégeno ofrecen la ventaja de
tener tiempos de recarga significativamente menores respecto a los eléctricos, en el transporte publico
tiempos de recarga menores significa a mayor productividad de los vehiculos [6]. Por estos y otros
motivos se espera que la demanda total de hidrogeno mundial incremente de 10 EJ en el 2020 a 78 EJ
para el 2050, de los cuales 22 EJ van a ser demandados por el sector transporte y 16 EJ por la industria
energética [7]. Actualmente el 96 % del hidrégeno producido proviene de derivados del petroleo [8], por
lo que es necesario buscar una produccion sostenible con métodos alternativos a los hidrocarburos, como

los basados en métodos bioldgicos.

Las investigaciones de produccién de hidrégeno basado en métodos biolégicos con microalgas y
cianobacterias han tenido buenos resultados [9] [10], pero se basan en principios que dificultan el
escalamiento de la tecnologia al intentar evitar que el oxigeno producto de la fotosintesis inhiba enzima
hidrogenasa la cual es la productora del hidrégeno [11]. La microalga verde Chlorella vulgaris G120 al

tener una tasa de respiracion notablemente mas alta que otras especies [12] consume rapidamente el
2



oxigeno producido en la fotosintesis en los procesos de oxidacion de carbohidratos, logrando la
anaerobiosis y asi evitando que la hidrogenasa se inhiba y se pueda mantener una produccion sostenida
de hidrégeno [13]. Ademas, al tener esta capacidad de realizar respiracion de carbono exdgeno y
fotosintesis al mismo tiempo [13] tiene una mayor produccion de biomasa y por lo tanto de metabolitos

[14] como seria el hidrégeno.

Como se vio anteriormente, para que la microalga verde Chlorella vulgaris G120 pueda tener una
alta tasa de respiracion y por lo tanto pueda sostener la produccién de hidrégeno, es necesario una fuente
exogena de carbohidratos, ademas de los minerales tradicionales, principalmente fosforo y nitrégeno. El
alto costo econémico de estos insumos limita competitivamente esta tecnologia respecto a formas
tradicionales de produccion de hidrogeno[12] [15] por lo que se vuelve necesario buscar fuentes de estos

nutrientes de fuentes revalorizables como los efluentes agricolas.

Con la intensificacion de la agricultura en los Gltimos afios para aumentar los rendimientos de
produccién de alimentos, hay consigo mayor consumo y contaminacién del agua. Por ejemplo, la
ganaderia es la principal fuente de contaminacién del agua del sector agricola [16]. A nivel mundial, la
cria de pollos, cerdos y vacas son responsables de entre el 74 % y el 88 % de los nutrientes que se vierten
en rios. En el 2010, el efluente sin tratamiento de estas actividades represento la liberacién en rios de 22
Tgy 1.8 Tg de nitrogeno y fdsforo total disuelto, respectivamente [17]. En Costa Rica para el 2016, del
total de extraccion de agua para todas las actividades humanas, el 71% (610.14 hm?) corresponden a las
actividades de agricultura, ganaderia, pesca y silvicultura, de los cuales se generaron 200.22 hm? de aguas
residuales [18] principalmente de procesos postcosecha y ganaderia. Una forma comUnmente utilizada
de tratar las aguas de descarga ganaderas es utilizdndolas como abonos liquidos, pero esto puede afectar
las comunidades microbianas del suelo, cambiar la composicién del forraje, acumular antibiéticos [19],

trasmitir enfermedades a humanos y la posible eutrofizacion de fuentes de agua naturales [20].

Esta investigacion integra los retos mencionados anteriormente, el de la necesidad de una fuente
de hidrégeno sostenible y del saneamiento de aguas residuales agricolas. Esto mediante una tecnologia
que utiliza el metabolismo de la microalga Chlorella vulgaris G120 para que produzca hidrogeno como
potencial combustible cuando se usé efluentes agricolas como fuente de nutrientes reduciendo asi su
carga contaminante. En este caso se utilizan purines porcinos como fuente de nutrientes minerales y

melaza de cafia de azGcar como fuente de carbohidratos. Ademas, la biomasa que se produjo en el proceso



tiene potencial como alimento en acuicultura, para extraccion de pigmentos, como fertilizantes, entre

otros.

Utilizar melaza como insumo tiene la ventaja de que su produccidn es relativamente centralizada
y estable durante los afios. Para el 2016 se produjeron 746 119 toneladas seca (50,0% CH) de melaza
solamente en nuestro pais [21], la cual se aprovecha para la produccién de alcoholes y alimento para
ganado [22]. Como lo que se necesita es un agua de descarga rica en carbohidratos, también se podria
utilizar otras fuentes agricolas como aguas miel de los beneficios o subproductos de procesado de frutas,

pero estas no se evallan en esta investigacion.

La melaza y las aguas de descarga de chanchera, como medio de crecimiento, tienen cierta
opacidad que disminuye el paso de luz a través de ellas reduciendo la tasa fotosintética de las microalgas
que crecen en ellas. Pero debido a que la Chlorella vulgaris G120 también consume carbohidratos como
fuente de energia, depende menos de la luz [11] y su crecimiento no se deberia afectar significativamente
por dicha opacidad, capacidad que se evaluara en esta investigacion. Esto permitiria el disefio y
escalamiento de fotobiorreactores que no necesitarian una relacion de area de exposicion a la luz respecto

al volumen tan alta, lo que significa reduccion de costos [23].

La informacion disponible sobre metodologias de aclimatacidn del cultivo de Chlorella vulgaris
G120 en medios ricos en azUcares para estimularlo a la produccion de hidrégeno es muy escaza. Por lo
tanto, también se vuelve importante divulgar este tipo de informacion como se hace en la presente
investigacién. Mas cuando se trata de una tecnologia nunca evaluada en nuestro pais y que ademas
muestra tener tanto potencial para continuar con su estudio. Y desde los enfoques de la ingenieria en
biosistemas de revalorizacién de subproductos agricolas y reduccion su carga contaminante, se justifica
que esta investigacion, incluso partiendo con la incertidumbre de poder incluso producir hidrégeno aun
con los nutrientes puros de uso tradicional de laboratorio, lo intentara hacer con subproductos agricolas

sin ningun tipo de pretratamiento.



1.2 Alcance del proyecto

Este trabajo evalla la capacidad la microalga Chlorella vulgaris, especificamente la cepa G120
de absorber nutrientes de dos tipos de aguas contaminadas por agroindustria para crecer y producir
hidrogeno, a la vez reduce la carga contaminante de las mismas. Se evalla la melaza de cafia de azlcar
como fuente de carbohidratos (glucosa, fructosa y sacarosa), y los purines porcinos como fuente de
nitrégeno (amonio), esto como sustituto a la glucosa y nitrato de potasio respectivamente, insumos

nutritivos utilizados hasta ahora en el cultivo de microalgas y que representan alto costo econémico.

Para producir hidrogeno, primeramente, hay que tener suficiente biomasa microalgal. Se evalta
entonces bajo cual modo tréfico la microalga tiene mayor produccion de biomasa y de clorofila en las
células, si en autotrofia, heterotrofia o mixotrofia. Esto cuando se usé medios nutritivos minerales.
Dichos resultados a su vez nos permiten tener un punto de partida para evaluar los medios alternativos

basados en melaza y purines porcinos.

Luego con los medios alternativos, igualmente se mide el crecimiento de biomasa de las
microalgas y la concentracion de clorofila en las células para mixotrofia y heterotrofia. Esto nos permite
entender cudl es el impacto de utilizar la melaza o lo purines porcinos sobre el crecimiento de las

microalgas.

Finalmente se evalla la capacidad de la microalga para producir hidrégeno, en términos de
volumen de biogas producido y la concentracion de hidrogeno, con los medios nutritivos alternativos y
se compara con el rendimiento obtenido usando el medio tradicional de glucosa y minerales. Un resultado
importante obtenido en esta seccion es que se describe la metodologia de aclimatacién de la microalga

para producir hidrégeno.



1.3 Objetivos del proyecto

1.3.1 Objetivo general

Evaluar la capacidad de la microalga Chlorella vulgaris G120 de crecer bajo diferentes rutas
nutritivas, para la determinacion del potencial de la melaza y aguas de descarga porcinas como medios

alternativos revalorizados para la produccién de biomasa e hidrogeno.

1.3.2 Objetivos especificos

1.3.2.1 Determinar bajo cual ruta nutritiva (autotrofia, heterotrofia o mixotrofia) la microalga Chlorella
vulgaris G120 tiene un mejor crecimiento cuando se us6 medios nutritivos tradicionales de
laboratorio.

1.3.2.2 Evaluar purines porcinos, como fuente de nutrientes, y melaza de cafia de azlcar, como fuente
de carbohidratos, para produccion de biomasa de la microalga Chlorella vulgaris G120 en
mixotrofia y heterotrofia, y evaluar la reduccion compuestos nitrogenados y azlcares como
parametros biorremediativos.

1.3.2.3 Cuantificar la cantidad de hidrdgeno producido por la microalga Chlorella vulgaris G120 en
mixotrofia comparando medios nutritivos tradicionales de laboratorio contra los medios

nutritivos alternativos con la melaza y purines porcinos.



2 MARCO TEORICO
Para comprender la respuesta de la microalga Chlorella vulgaris G120 ante los experimentos de
crecimiento y produccion de hidrogeno a los que se sometio en este estudio, en necesario conocer al
menos sus conceptos teoricos basicos implicados en la investigacion. Como se ha mencionado
anteriormente el potencial de esta microalga es su alta tasa de respiracion, por lo que se explica este y los
otros mecanismos tréficos que esta puede llevar a cabo: la fotosintesis, fermentacion y mixotrofia, para
entender como la energia que se produjo puede sostener el crecimiento y la eventual produccién de

hidrogeno de esta microalga.

Esta microalga como ser vivo ve afectado su crecimiento y la produccién de hidrogeno debido a
factores externos como aireacion, nutrientes, pH, iluminacién, agitacion, temperatura, entre otros
factores. También se explican el impacto que tienen los anteriores factores externos sobre el crecimiento
de las microalgas, y en especifico de la Chlorella vulgaris G120 la cual se estudia en esta investigacion.
Se hace especial mencion en el papel de los nutrientes, pues esta investigacion se basa en evaluar la
sustitucion de la glucosa y el nitrato de potasio por melaza de cafia de azlcar y purines porcinos
respectivamente. También se ofrece informacion sobre estos dos residuos agricolas, y cuales podrian ser

sus propiedades contraproducentes al utilizarlos como fuentes de nutrientes para microalgas.

2.1 Microalgas

Las microalgas son organismos unicelulares eucariotas microscopicos (normalmente miden entre
2 um —200 pum). El habitad es principalmente el agua, ya sea dulce o salada. Las microalgas contienen
cloroplastos que les permite fotosintetizar y utilizan la energia solar para producir ATP (energia) y
NADPH: (poder reductor) que luego invierten en sintetizar las moléculas necesarias para su metabolismo
[15]. Las microalgas también obtienen energia heterotréficamente respirando o fermentando
carbohidratos, que almacenaron producto de la fotosintesis, o carbohidratos exdgenos, presentes en el
medio en el que se encuentran, por lo que podrian dispensar de la luz [15]. Finalmente, las microalgas
pueden estar en un modo tréfico denominado mixotrofia, donde obtienen energia de la via fotosintética

y de la respiracién o fermentacion simultdneamente.

Es importante aclarar que cuando se habla de crecimiento microalgal, no se refiere a que las
células aumenten de tamafio, sino a que la cantidad de células aumenten en un volumen definido, es
decir, que aumente su densidad. La cinética de crecimiento y la reproduccion de microalgas en un sistema

discontinuo se describe en la Figura 1 donde la grafica muestra como en el tiempo (eje x), se va dando
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un cambio en la densidad de biomasa microalgal (eje y), establecimiento las cinco fases de un cultivo en
un sistema de este tipo. (1) Fase de aclimatacion: las microalgas se adaptan a las condiciones ambientales
nuevas a las que estd expuesta, por ejemplo, cambiando al modo tréfico mas conveniente seguin los
recursos energéticos disponibles. Explicado de otra manera; si un cultivo de microalgas crecio en
completa oscuridad realizando respiracion de carbohidratos y de pronto pasa a condiciones diferentes
con un medio completamente mineral sin carbohidratos y ademés con luz, para aprovechar los recursos
de sus nuevas condiciones y sobrevivir como cultivo, debe pasar de realizar respiracion a fotosintesis, y
este proceso requiere de tiempo de aclimatacion por parte de las microalgas pues deben activar nuevos
mecanismos troficos intracelulares. (2) Fase exponencial o logaritmica: una vez la microalga se adapta
entonces se presenta un rapido crecimiento de la poblacion mediante fision binaria de las células, donde
una célula se divide en dos iguales. Aqui es importante puntualizar que cuando se habla de crecimiento
de microalgas, no se refiere al aumento de tamario individual de cada célula, sino a la multiplicacién de
estas y aumento de densidad de estas en un volumen donde se encuentran. (3) Disminucion relativa del
crecimiento: ocurre cuando esta limitado algin elemento requerido para que suceda division celular,
como nutrientes, luz, entre otros factores, que se explican mas adelante. (4) Fase estacionaria: la division
celular estd detenida casi por completo por falta de recursos para el crecimiento. (5) Muerte: también
Ilamado lisis, es la fase cuando las microalgas no pueden realizar sus procesos metabdlicos basicos y su

poblacion decae [15].

Densidad 3 4
celular o

| Fase de aclimatacién

2 Fase exponencial

3 Disminucion relativa del
crecimiento

4} Fase estacionaria

5 Muerte

Edad del cultivo

Figura 1 Cinética de crecimiento y reproduccion de microalgas [15]

El ciclo de vida descrito anteriormente ocurre en la naturaleza a distintas tasas de crecimiento,
dependiendo que se presenten o no las condiciones apropiadas para su desarrollo. Pero para su maximo
aprovechamiento, las microalgas se pueden cultivar en Biorreactores de forma artificial donde se puede

controlar los factores de crecimiento y sostener el cultivo en la fase 2 de crecimiento exponencial. Dichos
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factores de crecimiento de microalgas que se deben controlar son: (1) Factores fisicoquimicos como pH,
nutrientes y temperatura, (2) Factores de procesamiento como agitacion e intensidad de luz y (3) Factores

bidticos como especies invasoras 0 depredadoras.

2.2 Microalga Chlorella vulgaris cepa G120

La Chlorella vulgaris G120 es una microalga verde no transgénica de entre 3 y 5 um registrada
primeramente en 1996 en Republica Checa por el Instituto de Botanica de Ttebon, y con la capacidad de

crecer de forma autotrofica, heterotréfica y mixotrofica.

Esta microalga en condiciones mixotroficas ha mostrado producir mayor concentracion de
biomasa que de manera autotrdfica [24], debido a que en un cultivo mixotrofico las células también
realizan respiracion de carbohidratos permitiéndoles continuar su crecimiento durante los periodos
oscuros, 0 en zonas donde la radiacion es limitada [25]. Ademas, en mixotrofia aumenta la acumulacion
de lipidos y carbohidratos en la célula[26]. Se puede inferir que el rendimiento total para crecer de un
cultivo mixotrofico es la suma de los rendimientos de biomasa que se produjo por la via fotoautétrofa y
heterétrofa [27]. Por otro lado, esta microalga tiene un gran potencial para la produccién de hidrogeno
por la via mixotréfica, y los rendimientos obtenidos justifican una eventual produccion industrial de
biohidr6geno[28].

2.3 Rutas metabolicas presentes en la Chlorella vulgaris G120

Como se explicé anteriormente, la Chlorella vulgaris G120 puede realizar diferentes rutas
tréficas dependiendo de las condiciones en las que se encuentre, las cuales activan diferentes procesos
fisiolégicos y de flujo de energia que definen su crecimiento y produccién de hidrégeno. De forma
general, para que la microalga crezca la energia que se produjo debe dirigirse hacia la ruta de fijacion de
carbono dada en el RuBisCo, pero para que se produzca hidrdgeno, esta energia debe tomar otro camino
hacia la hidrogenasa. La microalga siempre va a buscar fijar carbono para crecer, y no expulsar energia
en forma de hidrogeno. Por este motivo es necesario atrofiar la ruta hacia el RuBisCo si lo que se quiere

es producir hidrégeno, como se explica en esta seccién.

2.3.1 Via fotosintética

La fotosintesis es la via autotrofa de sintesis de sustancias organicas complejas necesarias para su
crecimiento a partir de la energia de la luz y moléculas inorganicas simples, es decir, es un proceso

trasformacion y almacenamiento de energia luminica en energia quimica. De forma general para producir
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una molécula de glucosa (CsH120s), en el proceso de fotosintesis se requieren seis moléculas de dioxido
de carbono (CO3) y doce moléculas de agua (H20); y se obtienen ademas seis moléculas de oxigeno (Oz)

y seis més de agua [29], como se muestra en la siguiente ecuacion:

6C0, + 6H,0 + luz - CsHy,04 + 60,

Ecuacion 1 Reaccion quimica de la fotosintesis

Los pigmentos fotosintéticos ubicados en los cloroplastos de las microalgas son los encargados
de absorber los fotones para la fotolisis del agua y producir la energia requerida en los procesos de
fijacion de carbono mediante la sintesis de carbohidratos [30]. La clorofila a y la clorofila b absorben
principalmente luz en longitudes de onda rojas (600 nm a 700 nm) y azules (400 nm a 500 nm)
respectivamente, esta luz es la fotosintéticamente activa (PAR) y representa un 45% del total de luz solar
disponible, y los carotenoides longitudes entre 300 nm y 600 nm [31].

2.3.2 Respiracion

La respiracion es la via heterotrofica de degradacion de sustancias organicas complejas en
moléculas inorganicas simples mediante la oxidacidn extrayendo energia en el proceso. La microalga
Chlorella vulgaris G120 tiene la capacidad de degradar fuentes de carbono almacenadas durante la
fotosintesis 0 exdgenas para obtener energia. Esta adaptacion evolutiva se dio para superar periodos o
situaciones donde tenia poca luz disponible o estrés por nutrientes, pues en esas condiciones ya no era
eficiente depender solamente de la via fotosintética [32]. Algunas fuentes de carbono que se han utilizado
en procesos heterotréficos con Chlorella son: glucosa, sacarosa, fructosa, xilosa, glicerol, acetato, etanol,
lactosa, galactosa, succinato [33]. La Chlorella vulgaris G120 puede realizar respiracion o fermentacion
dependiendo de la disponibilidad de oxigeno, un solo cultivo puede tener una parte realizando
fermentacién y la otra respiracion, seguin cual esté mejor expuesta al oxigeno, y variar los metabolitos
producidos [34].

Para la respiracion celular aerobia de una molécula de glucosa se requieren seis moléculas de
oxigeno, y da como resultado seis moléculas de didxido de carbono, seis moléculas de agua y energia en
forma de 38 moléculas de adenosin trifosfato (ATP). Cuando la respiracion parte de otras fuentes de
carbono méas complejas que la glucosa que deben ser degradadas primero al piruvato se requiere energia

para hacerlo.
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2.3.3 Via mixotréfica

La microalga Chlorella vulgaris puede realizar tanto fotosintesis como respiracion. Cuando la
microalga tiene disponible solamente minerales, luz y CO: realiza fotosintesis para crecer y acumular
carbohidratos, y en el caso que la fotosintesis se limite, toma los carbohidratos acumulados para realizar
la respiracion para sobrevivir. Si la microalga se encuentra en condiciones donde la fotosintesis no se
puede realizar, pero hay carbono exdgeno metabolizable se favorece la respiracion o fermentacién para
sobrevivir. Pero si la microalga esta en condiciones donde puede realizar fotosintesis y ademas tiene una
fuente de carbono exdgena que puede metabolizar para producir energia, y por lo tanto realiza fotosintesis
y respiracion simultaneamente, se dice que esta en condiciones mixotroficas. En mixotrofia al tener mas

energia disponible, el crecimiento es teéricamente mayor al dado por fotosintesis o respiracion.

Durante la mixotrofia, el oxigeno producido durante la fotosintesis es consumido en la
respiracion. Si este oxigeno no es suficiente entonces podria iniciar la fermentacion lactica. Encontrar un
equilibrio entre ambas rutas metabdlicas es necesario para tener el maximo beneficio de cada una, y como

se vera mas adelante, esto es crucial durante la produccion de hidrégeno.

2.4 Condiciones de cultivo para crecimiento de la Chlorella vulgaris cepa G120

El cultivo de la Chlorella vulgaris esta condicionado principalmente por la dosis de luz y los
nutrientes, sin embargo, también son cruciales otros factores como pH, temperatura, la concentracion

inicial de microalgas, agitacion, entre otros [35].

Una dosis adecuada de luz es importante para promover una mejor tasa de crecimiento autétrofo
y de esta manera regular la fijacion méxima de CO:y evitar la fotoinhibicion por exceso de luz, en el
caso de mixotrofia una dosis de luz menor a la autotrofica promueve la respiracion y por lo tanto un

mayor crecimiento [36].

El tipo de carbono orgéanico empleado para la respiracion limita el crecimiento en un proceso
mixotrofico, la glucosa es la fuente exdgena mas comunmente utilizada en microalgas para promover la
heterotrofia, aunque también se pueden utilizar otras fuentes como etanol, glicerol y acetato [35]. Se ha
encontrado que un exceso de COz y luz promueve un incremento de la autotrofia limitando la heterotrofia

y afectando como tal el proceso mixotréfico, perjudicando las ventajas que esta ofrece [25].

La temperatura por debajo de la 6ptima de 32 °C puede provocar inhibicion en el crecimiento

pues reduce el transporte de electrones, y por consecuencia se reduce la tasa de fijacién de CO, afectando
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el fotosistema Il pues se inhibe la sintesis de proteinas, al igual que aumentar la temperatura por encima

del rango 6ptimo reduciendo el crecimiento de las microalgas [37].

El pH afecta la actividad enzimatica de las microalgas especialmente en lo relacionado con el
suministro de protones a la hidrogenasa para la produccién de hidrégeno y otros parametros fisiol6gicos
[38]. Por ejemplo, en cultivo mixotrofico con Chlorella vulgaris ESPnd31 se obtuvo un mejor
crecimiento en glucosa cuando no se controld el pH, pero al controlar el pH en 8.5 se produjo mas
biomasa microalgal en fructosa y acetato de sodio [39], evidenciando que el pH tiene efecto sobre la

sintesis de carbohidratos exdgenos.

2.5 Papel de los nutrientes sobre el crecimiento de la Chlorella vulgaris cepa G120

Para garantizar el oOptimo crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris G120 se han
desarrollado dos medios de crecimiento que garantice cumplir todas sus demandas nutricionales. Estos
medios son medio nutritivo mineral K3 y medio nutritivo de fermento con glucosa, utilizados para
autotrofia o heterotrofia respectivamente. La composicion y preparacién de ambos se describe en el

apartado 3.2.1.

La composicion quimica de las microalgas puede variar dentro de la misma especie, segun las
condiciones de crecimiento y la disponibilidad de nutrientes [40] y esto puede afectar seriamente cuando
se desea producir biomasa con una composicién quimica estandarizada, pero puede favorecer cuando se
desea cambiar la composicién hacia un contenido especifico de compuestos deseados [41], como mayor
concentracion de lipidos o proteinas. Sin embargo, de forma general se dice que la materia seca de
Chlorella vulgaris esta compuesta por: 51 a 58 % de proteina, 12 a 17 % de carbohidratos y 14 a 22 %
de lipidos [42].

Los iones metalicos como Fe 2*, Mg 2* y Mn 2* son otro factor de crecimiento, pues son necesarios
en los procesos de algunas microalgas para mantener un buen contenido y proporcion de pigmentos
fotosintéticos y afectan en la acumulacion de cidos grasos [38]. Otros metales pesados como el Fe 2*

puede disminuir el crecimiento, pero aumentar la produccion de acidos grasos [43].

El nitrégeno y fésforo tienen una mayor influencia en la composicion de la C. vulgaris afectando
significativamente en su crecimiento, absorcion de otros nutrientes y contenido de clorofila [44]. Una

deficiencia de nitrogeno y fosforo promueve la composicion hacia los lipidos. El nitrogeno es
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especialmente importante en la sintesis de proteinas, acidos nucleicos y pigmentos fotosintéticos,
mientras que el fosforo en la sintesis de acidos nucleicos, fosfolipidos de la membrana, ATP [45].

El estrés en las microalgas por limitacion de nitrogeno disminuira la concentracion de clorofila a
en las microalgas volviendo el cultivo amarillento, lo que a su vez las incrementara la fijacion de didxido

de carbono y la acumulacion hacia los carbonos en carbohidratos y lipidos [46] [47].

2.6 Condiciones de cultivo para produccion de hidrégeno de la Chlorella vulgaris cepa G120

La produccion de hidrégeno ha obtenido mejores resultados con cultivos mixotroficos respecto
con cultivos autétrofos, porque la mayor la tasa crecimiento y de produccion de energia que ofrece la
mixotrofia representa un aumento en la tasa de produccion de los metabolitos deseados[10], pero esta

debe partir de un crecimiento heterotr6fico como se vera mas adelante.

En microalgas verdes, la produccion de hidrogeno esta catalizado por la enzima hidrogenasa en
un proceso dependiente de la luz, pues esta se acopla a la cadena fotosintética de electrones por medio
de una ferredoxina [48], sin embargo, este proceso se ve seriamente limitado por el mismo oxigeno que
se produjo durante la fotosintesis, que es un inhibidor irreversible de la actividad catalitica de la
hidrogenasa [49] [50] [38].

La microalga Chlorella vulgaris G120 tiene una alta tasa de respiracion respecto a otras
microalgas lo que le permite consumir rapidamente el oxigeno producido por la fotosintesis evitando la
inhibicion de la hidrogenasa. Esto le permite a esta microalga en particular entrar rapidamente en
anaerobiosis en presencia de luz e iniciar la produccién de hidrégeno de manera mas anticipada respecto

a otras microalgas estudiadas como la Chlamydomona y las cepas autotréficas de Chlorella [13] [51].

La presion parcial del hidrogeno en los fotobiorreactores también inhibe la hidrogenasa por
retroalimentacion, se ha encontrado que se puede aumentar la produccidn de hidrdgeno si este se remueve

contantemente del biorreactor [52].

2.7 Cadena energética intracelular en la produccion de hidrégeno en microalgas mixotroficas

La microalga Chlorella vulgaris G120 produce hidrégeno en fotosintesis, respiracion o
mixotrofia (fotosintesis y respiracion al mismo tiempo), pues lo Gnico que necesita es que llegue energia
en forma de electrones a la enzima hidrogenasa y que la misma no esté inhibida por el oxigeno. Varios
experimentos preliminares han mostrado una mayor tasa de produccion de hidrégeno por la via

fotosintética, pero se inhibe rapidamente la hidrogenasa por el oxigeno producido en el fotosistema Il
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[50]. Es entonces donde la respiracion viene a ser una via complementaria cuyo principal papel es
consumir el oxigeno, pero que a su vez aporta energia para las células. Los flujos energéticos hacia la
produccidn de hidrogeno se explican a continuacion de manera general. Otra ruta que puede proveer de

energia para la produccion de hidrogeno es la fermentacion oscura, pero esta no consume oxigeno.

El flujo energético dependiente de luz hacia la produccion de hidrogeno inicia en el fotosistema
Il donde se utiliza la energia de los fotones para hidrolizar el agua y producir electrones y protones de
hidrogeno. Estos inician su recorrido por la cadena de electrones pasando por la feofitina, plastoquinona,
citocromo B6F, plastocianina hasta el fotosistema I donde se utiliza nuevamente la energia de los fotones
para incrementar ain mas el nivel energético de la cadena de electrones. Luego, normalmente, del
fotosistema I los electrones son llevados hasta la enzima RuBisCO por medio de proteinas trasportadoras
donde inicia el proceso de sintesis de carbohidratos. Pero en la produccién de hidrogeno es necesario que
estos electrones no lleguen al RuBisCo, sino que a la enzima hidrogenasa, la cual toma dichos electrones
para convertir protones de hidrégeno en moléculas de hidrogeno[50]. Para inhibir el RuBisCO y que los
electrones lleguen a la hidrogenasa, antes de exponer las microalgas a la luz para producir hidrégeno se
deben crecer en periodos de completa oscuridad para degradar esta enzima. Esta metodologia es uno de
los aportes de esta investigacion. Otra forma de inhibir el RuBisCo no explorada en esta investigacion es

mediante la limitacidn de nutrientes como es azufre.

El flujo energético proveniente del glucolisis de carbohidratos hacia la produccion de hidrégeno
inicia con la inyeccion directa de los electrones producidos del glucolisis al nivel de la plastoquinona,
misma de la cadena de transporte entre el fotosistema Il y el fotosistema I, lo cual incrementa la cantidad
de electrones que llega a la hidrogenasa y por lo tanto la produccién de hidrogeno. Pero también el
piruvato producido del glucolisis puede ofrecer los electrones que libera, al degradarse en acetil-COA,
directamente a la hidrogenasa [50]. En la siguiente Figura 2 se muestra en flujo energético hacia la
hidrogenasa por la via dependiente e independiente de la luz:
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Figura 2 Rutas energéticas hacia la hidrogenasa; dependiente e independiente de la luz. Elaboracién propia

2.8 Melaza: propiedades quimicas y fisicas

La melaza es un jarabe compuesto principalmente de solidos solubles totales, azlcares, cenizas,
calcio, sodio y potasio. Esta se obtiene después de la cristalizacion de azlcar a partir de jugo de cafia.
Hay varios grados de melaza segln el nivel de extraccion final, mientras mayor sea la extraccion mas
oscura y viscosa sera la melaza. Tradicionalmente se ha utilizado como alimento para animales y mas
recientemente para la sintesis de varias sustancias como etanol principalmente y otras como vinagre,
glicerina, acido lactico cuando se us6 bioprocesos [53]. A continuacion, se detallan las propiedades

fisicas y composicién quimica de la melaza:

Tabla 1 Propiedades fisicas y composicion quimica de la melaza [53], [54], [55]

Parametro Valor

Parametro Valor

Materia seca 76.8%
Solidos totales 46%
Solidos volatiles 48.1%

DQO 70100 g/L

DBO (5d, 27 °C) 40g/L
pH 5a55

Nitrogeno total <0.2 % MS

Ceniza 10.25%
Sacarosa 39.2a67.3% MS
Glucosa 4a9% MS
Fructosa 5a12 % MS

Al 054 ug/g
As  0.24 ng/g
Cu 8.7ug/g

N — NH* 200 - 215 g/kg Fe 0.35pug/e

Acetil-CoA
+ CO2




Fosforo 3 % MS Mn 111 pg/g
Potasio 2.89 % MS Zn  19.7 ug/g

El color oscuro de la melaza es debido a pigmentos de caramelo, pigmentos de Maillard y
compuestos de polifenoles [56]. Para remover los pigmentos de la melaza se han explorado métodos
fisicos como la absorcion con carbon activado o filtracién por microporos porque estos tienen valor

comercial [57].

La melaza evita que gran parte de la luz pase a través de ella debido a su absorbancia, parametro
fisico afectado por la concentracién de pigmentos. La absorbancia se define como la relacion logaritmica
entre la intensidad de luz que incide en una muestra y la intensidad trasmitida a través de la muestra, es
decir, indica cuanta luz queda “atrapada” por la muestra [58]. Dependiendo de los pigmentos presentes
en la melaza, estos van a absorber mas luz en ciertas longitudes de onda, o de lo contrario, dejar pasar
mas luz en ciertas otras longitudes de onda y esto podria afectar la disponibilidad de luz sobre las
microalgas de ciertos rangos del espectro que son necesarios para activar los sistemas fotosintéticos

afectando la clorofila a (600 nm a 700 nm) o la clorofila b (400 nm a 500 nm).

2.9 Purines porcinos: propiedades quimicas y fisicas

Las aguas residuales de las chancheras, o purines porcinos, son el producto del lavado de las
porquerizas. Estdn compuestas por una mezcla de agua, excretas de los cerdos, restos de alimento y
productos utilizados para la limpieza y desinfeccion de las porquerizas. La cantidad de residuos por cerdo
de entre 57 kg a 97 kg varia entre 5.7 1 y 7.6 |. El principal tratamiento de los purines porcinos es reducir
la carga de materia organica mediante biodigestion anaerobia para producir metano, y luego la de
nutrientes, principalmente nitrégeno, mediante la aplicacion como fertilizante liquido [59]. La
composicion de los purines varia segun la cantidad de agua empleada en el lavado de la porqueriza, la
alimentacion de los animales, tratamientos previos, la época del afio, entre otros. Los purines pueden
tener un maximo de 7.99 g/kg de nitrégeno amoniacal (N- NHs"), un minimo de 1.65 g/kg y una media
de 4.54 g/kg. También pueden tener un maximo de 1.38 g/kg de fésforo, un minimo de 0,09 g/kg y una
media de 1.38 g/kg [60].

El amonio NH4" es un compuesto nitrogenado acuoso a presion y temperatura ambiente. El
amonio puede transformarse en amoniaco segun el pH del medio. Cuando el pH es inferior a 6.0 aumenta

la proporcion de amonio a partir de amoniaco. En pH mayor a 8.0 se empieza a convertir el amoniaco en
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amonio, y a un pH mayor a 11 todo el amonio se transforma en amoniaco, el amoniaco es facilmente
evaporable porque su estado a presion y temperatura ambiente es gaseoso. En medios liquidos tanto el
amoniaco como el amonio puede estar en forma acuosa como se muestra en la siguiente ecuacion, y la

proporcidn entre estos dos también se ve influenciada por el pH como se describid anteriormente.
NH; + H,0 & NH} + OH™

Ecuacién 2 Reaccion de amonio a amoniaco

Las microalgas requieren nitrégeno para la produccion de proteinas, y comunmente se utiliza el
nitrato como fuente de nitrégeno en su cultivo. EI amonio es una fuente metabolizable de nitrogeno para
las microalgas, y de hecho es mas ventajosa que el nitrato pues requiere un menor costo energetico para
su absorcion [61]. Sin embargo, se ha informado sobre el efecto inhibidor que tiene el amonio sobre el
crecimiento de las microalgas [62], razon por la cual se debe diluir las aguas ganaderas residuales entre
10y 20 veces antes de emplearlas para el cultivo de microalgas [63]. Ademas, las aguas residuales ricas
en amonio suelen tener amoniaco acuoso el cual es altamente toxico y debe ser removido con procesos
como extraccion con aire que requieren energia y también remueve parte del amonio [64]. La Chlorella
vulgaris tiene buena tolerancia al amonio, pero es necesario mantener el pH los valores neutros para que
pueda metabolizar el amonio eficientemente [65]. Muchas microalgas empiezan a tener inhibicion a
partir de 184 mg/L de amonio provocando la produccion de materia organica extracelular como forma

de aclimatacion [66].

Normalmente en el lavado de las porquerizas se emplea diluciones de cloro para destruir
organismos patogenos y reducir las enfermedades en los cerdos. La cantidad de cloro aplicada depende
de los héabitos de desinfeccion, siendo en muchos casos que se dé una aplicacién mas que la necesaria.
La microalga Chlorella vulgaris, al igual que muchas otras son altamente sensibles al cloro pues
provocan dafios en su membrana y en los sistemas fotosintéticos, siendo letal especificamente para esa

variedad concentraciones superiores a 0.25 mg/L de hipoclorito de sodio [67].
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3 METODOLOGIA

El disefio experimental de esta investigacion consta de tres etapas experimentales dependientes
entre si, por lo que debian irse concluyendo en orden para pasar a la siguiente. La primera evalud la
capacidad de la Chlorella vulgaris G120 de crecer en autotrofia, mixotrofia y heterotrofia con los medios
nutritivos tradicionales completamente minerales Kolkwitz triplo (de ahora en adelante K3) y de glucosa
con minerales llamado de fermento (de ahora en adelante GM). Luego se evalud la capacidad de esta
misma microalga de crecer en mixotrofia y heterotrofia con los medios nutritivos alternativos con melaza
y purines como alternativos de la glucosa y el nitrato de potasio respectivamente, ademas también se
aprovecharon estos mismos experimentos para evaluar la biorremediacion que las microalgas hacian
sobre ambos medios. Finalmente, se evalud la capacidad de producir hidrogeno en mixotrofia con los
medios nutritivos alternativos comparandolos con el medio tradicional GM. A continuacion, se muestra

mas detalladamente la metodologia para llevar a cabo dichos experimentos.

Esta investigacion implicd el disefio y puesta en marcha de experimentos preliminares para
entender el comportamiento de aclimatacion, crecimiento y supervivencia de la microalga Chlorella
vulgaris G120 en medios nutritivos alternativos con purines porcinos y melaza, las fuentes de nutrientes
a evaluar. Principalmente porque esta microalga podia verse afectada por sustancias presentes en dichos
efluentes como el cloro o amonio, por lo que hubo la necesidad de evaluar diferentes niveles de
concentracion de ambos efluentes para evitar eventuales inhibiciones. Adicionalmente se disefiaron y
realizaron varios experimentos preliminares para encontrar las condiciones de aclimatacion en las que la
microalga iniciaria a producir hidrogeno. También se realizaron pruebas con varios Biorreactores para

encontrar uno que se adecuara a las necesidades experimentales de produccién de hidrégeno.

En esta metodologia se explica la procedencia del inoculo inicial de Chlorella vulgaris G120 en
3.1, como se reprodujo para aumentar la biomasa disponible necesaria para llevar a cabo los experimentos
para los tres objetivos de esta investigacion en 3.1.1 y como se determind la concentracion inicial de
celular en cada uno de ellos en 3.1.2. Luego se explica los procedimientos preparativos y experimentales
realizados para cumplir los tres objetivos de esta presentacion: en 3.2 se detalla como se determiné bajo
cual ruta metabdlica (mixotrofia, autotrofia o heterotrofia) esta microalga evaluada crece mejor cuando
se usé medios tradicionales de laboratorio K3 y GM, luego en 3.3 se describe como de compararon los

medios alternativos con melaza y purines porcinos (MM, GM, MP) a los medios tradicionales en
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términos del crecimiento que presentaban los cultivos con ellos y finalmente en 3.4 se explica como fue
la preparacion y puesta en marcha de los experimentos para produccién de hidrdégeno, comparando el

medio tradicional de fermento contra los alternativos basados en melaza y purines.

3.1 Obtencién y escalamiento de la Chlorella vulgaris G120 para los experimentos

El inoculo de la microalga Chlorella vulgaris cepa G120 se obtuvo del cepario de coleccion de

microalgas del Centro de Investigaciones en Ciencias del Mar y Limnologia (CIMAR).

3.1.1 Escalamiento del cultivo

Del cepario se tomaba una pequefia cantidad de células de Chlorella vulgaris G120y se inoculaba
en Erlenmeyer de 200 mililitros de los medios nutritivos tradicionales K3 o de fermento segln cual medio
se iba a evaluar, la composicion de estos se detalla en 3.2.1. Normalmente luego de dos dias, cuando se
evidenciaba un crecimiento significativo, la biomasa de microalgas se separaba del medio nutritivo
mediante centrifugado, y luego se suspendia en Erlenmeyer de 2 litros con medio nutritivo fresco para

continuar el crecimiento hasta alcanzar suficiente biomasa para iniciar los experimentos.

Todos los procesos de inoculacién, escalamiento y experimentacion se realizaron con medios y
cristaleria (incluyendo los biorreactores) estériles y en una cdmara de flujo laminar Clean Bench High
Ten 4GH-24 para evitar contaminacién bacteriana. Se autoclavo cristaleria y medios a 120 °C y 1.4

kg/cm? por dos horas en la autoclave 657555/M220ndIB marca AC Lac.Equipment.

3.1.2 Calculo de concentracion inicial de células de microalga para los diversos experimentos

La concentracién inicial de células de Chlorella vulgaris G120 elegida para cada experimento
dependié de los resultados de los experimentos preliminares sobre aclimatacion. La concentracion inicial

se estimo cuando se usé el siguiente método.

Al cultivo que se creci0 para usar en cada experimento, luego de centrifugarlo y resuspenderlo en
medio fresco, se le midio la concentracion de células por el método de clorofila total (ver 3.2.3.1). La
medicion de clorofila total es una medida indirecta de concentracion de microalgas, pero permitio ser
consistente con la concentracion inicial de estas entre experimentos. Luego se utiliz la siguiente
ecuacién para conocer cuanto de ese cultivo habia que disolver en el volumen de medio que se queria
preparar.

_VpxCl

1 Cly
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Ecuacion 3 Calculo de concentracion inicial del cultivo en los experimentos

Donde:

~ V1 (ml/L): es el volumen del cultivo inicial a disolver.

~ Cl¢ (mg/L): concentracién de clorofila del cultivo inicial a disolver.

~ Cl2(mg/L): concentracion de clorofila en el cultivo que se desea preparar.

~ V2 (ml): volumen de cultivo que se desea preparar.

~ El medio se preparaba entonces disolviendo una cantidad V1 en un volumen de medio V-
menos V1.

3.2 Comparacion de crecimiento entre las rutas nutritivas (autotrofia, heterotrofia o mixotrofia)

de microalga Chlorella vulgaris G120 con medios tradicionales de laboratorio

Esta seccion describe los procesos preparativos y experimentales que se realizaron para completar
el objetivo 1. Se inicia describiendo en 3.2.1 como se prepard y cual es la composicién de los medios
nutritivos tradicionales de laboratorio K3 y de fermento, ambos utilizados durante el escalamiento y los
experimentos. Luego se describen los biorreactores utilizados y como se controld las diferentes variables
que influyen en el crecimiento de las microalgas en 3.2.2. Seguidamente en 3.2.3 se explica como se
tomo las muestras de dichos biorreactores y los métodos que se utilizaron para analizarlas y determinar
el crecimiento que se iba presentando, en términos de clorofila total y biomasa seca. Luego se explica en
3.3.4 como se analizd el medio nutritivo residual tras finalizar los experimentos para asociar su
composicién a la ruta nutritiva que se pretendia se estaba realizando, principalmente si se consumieron
los carbohidratos en las pruebas con autotrofia. Finalmente, en la Ultima subseccion 3.2.5 se explica el

disefio experimental y en andlisis estadistico que se realizo.

3.2.1 Preparacion de medios nutritivos tradicionales K3 y de fermento

Los medios K3 (minerales) y de fermento (glucosa y minerales) se hicieron con agua desionizada

y se autoclavaron (ver 3.1.1). La composicién y preparacion de estos medios se describe a continuacion.

3.2.1.1 K3
Para este medio K3 se preparan 5 diluciones patrones en agua desionizada con las siguientes

concentraciones de gramos de mineral por volumen de agua desionizada:

1) Nitrato de potasio (68.4 g/400 ml).

2) Fosfato de potasio (16.8 g/400 ml).

3) Sulfato de potasio (10.8 g/400 ml).

4) EDTA de sulfato de hierro (mezcla de 11.9 g/120 ml de EDTANay 9.96 g/280 ml de sulfato
de hierro disueltos por burbujeo y agitacion por 24 horas).
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5) Microelementos (mezcla de: 0.715 g de &cido borico, 0.4525 g de sulfato de manganeso,
0.0555 g de sulfato de zinc, 0.0575 g de molibdato de sodio, 0.02 g de sulfuro de cobre y
0.00875 g de cloruro de cobalto; en 250ml).

Para preparar un litro de este medio, se toman 10 ml de la dilucion patron de nitrato de potasio,
10 ml de la de fosfato de potasio, 1 ml de la solucion FEEDTA y 1 ml de micronutrientes y se afora a
600 ml con agua destilada en un Erlenmeyer. En otro Erlenmeyer aparte se toman 10 ml de sulfato de
magnesio y se afora a 400 ml con agua destilada. Se autoclavan por aparte, y luego se mezclan frios. En
la siguiente Tabla 2 se muestra la concentracion de nutrientes minerales de 1 litro de medio K3 ya

preparado y listo para utilizar:

Tabla 2 Concentracion por litro de diferentes compuestos del medio nutritivo mineral K3

Molécula Nomenclatura Concentracién
Macroelementos (g/L)
Nitrato de potasio KNOs 1.71
Fosfato de potasio K2HPO4 0.42
Sulfato de magnesio MgSO4 7H20 0.27
Sulfato de hierro EDTA  FeEDTA Fe(SO4)37H20 24.9
Microelementos (mg/L)
Acido borico H3BOs 2860
Sulfato de manganeso MnSO4 4H20 1810
Sulfato de cinc ZnS04 7H20 222
Molibdato de sodio Na;MoO4 2H20 230
Sulfato de cobre CuSO4 5H20 80
Cloruro de cobalto CoCl25H20 35

3.2.1.2 Medio de fermento
El medio de fermento que se utiliz6 para los experimentos se prepard con un sexto de la
concentracion de nutrientes que tiene el medio tradicional original. Dicha preparacion se hizo de la

siguiente manera.
Primero se deben reparar 4 soluciones patron de microelementos con agua desionizada diluyendo;

1. Cloruro de calcio (22 g/L).
2. Acido bérico (1.24 g), sulfato de cobre (0.50 g), sulfato de zinc (0.57 g), sulfato de cobalto
(0.56 g) y cloruro de manganeso (2.10 g); todo en un litro.
3. Molibdato de amonio (2 g/L).
4. Férrico de sodio EDTA (37 g/L).
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Para preparar un litro de este medio se vierten en un Erlenmeyer 6 ml de la solucion patron de
cloruro de calcio, 3 ml de las otras tres soluciones patron de microelementos, 10 g de glucosa, 2 g de
nitrato de potasio, 0.33 g de fosfato de potasio y 0.55 g de sulfato de magnesio. Se autoclavan y luego
tras enfriar se ajusta el pH a 6.2 con una solucion de hidroxido se sodio estéril. la siguiente Tabla 3 se
muestra la concentracion de nutrientes organicos y minerales de 1 litro de medio de fermento ya

preparado y listo para utilizar:

Tabla 3 Concentracion de diferentes compuestos del medio nutritivo de fermento

Molécula Nomenclatura Concentracién
Macroelementos (g/L)
Glucosa CeH120s6 10
Nitrato de potasio KNOs 0.2
Fosfato de potasio K2HPO4 0.33
Sulfato de magnesio MgSQO4 7H20 0.55
Microelementos (mg/L)
Sulfato de hierro EDTA FEEDTA 111
Fe(S04)37H20
Acido boérico H3BOs 18.54
Sulfato de cinc ZnS047H20 8.58
Sulfato de cobre CuS0O4 5H0 7.44
Sulfato de cobalto CoS0O4 7H20 8.4
Cloruro de magnesio MnCl; 4H.0 6.3
Molibdato de amonio (NH4)sM07024 4H20 6
Cloruro de calcio CaCl; 132

3.2.2 Biorreactores para crecimiento del cultivo

Se utilizé 3 biorreactores como los que se muestran en la Figura 3 para el crecimiento con control

de variables como se describe a continuacion:

a. Los biorreactores son botellas de vidrio de 5 cm de espesor interno y de un litro de trabajo.
Cuentan con cinco aberturas en la parte superior que se utilizan para intercambio gaseoso,
extraccion de muestras, agitacion y control de pH.

b. La mezcla del medio de cultivo en cada reactor se realizé con un juego de agitadores de 3
propelas tipo hélice marina de 4 aspas y un impulsor tipo barra al fondo del reactor que
también funcionada como anclaje. El eje motriz fue impulsado por ser servomotor a 200 rpm.

c. Al medio de cultivo se inyect0 aire (98/2 v/v aire/CO,) de manera constante para contribuir a

la agitacion y remocion del exceso de oxigeno producido evitando la anoxia de las células.
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d. Se control6 el pH en un valor de 7 inyectando CO3 dosificado por una electrovalvula que se
activa segun las variaciones de pH registradas por un pHmetro que se encuentra inmerso en
el cultivo. EI pHmetro PHNd803 tiene una sensibilidad de 0.02 pH.

e. Lailuminacidn se realizo con luces fluorescentes blancas frias (Dulux L, 55 W / 840, Osram,
Italia) sobre una de las caras de la botella, y se midi6 en la superficie de los cultivos con un
sensor cuantico plano de coseno corregido (LInd250 A, LIndCOR). Los cultivos se
iluminaron a 170 pumolsotones:M?-S.

a. En el experimento de mixotrofia con melaza se pusieron estas luces a ambos lados del
reactor para duplicar la cantidad de luz, pero siempre a 170 pmolfotones:m?-s en cada
cara.

b. En los experimentos de oscuridad no se utilizaron las ldmparas, y los biorreactores se

forraron con papel aluminio para evitar contaminacion con otras fuentes de luz.

f. Latemperatura se mantuvo constante a 35°C + 2°C con a un “bafio Maria” marca PolyScience

SD15Rnd30ndA11B.

Figura 3 Biorreactores para medir crecimiento con los controladores de variables. a) dosificador de aire, b) pHmetro y
electrovalvula para CO, como controlador de pH, ¢) motores para agitacion, d) botellas de vidrio, €) controlador de

temperatura.
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3.2.3 Pruebas para medir crecimiento del cultivo

Las pruebas se realizaron cada 24 horas, se extrae una muestra de cultivo del reactor y se divide
para la prueba de clorofila total y de peso seco. Las mediciones se realizaron hasta el dia que no hubo
cambios significativos tanto en la clorofila como en el peso seco respecto con los resultados del dia

anterior.

3.2.3.1 Clorofila total en el cultivo

Se realiza por duplicado para cada botella. Las muestras con cultivo se centrifugaron a 6 000 rpm
por 5 minutos para separar el medio de la biomasa. Se elimina el sobrenadante y a la biomasa se le agrega
1 ml de acetona al 90% y perlitas para extraccion de clorofila y se pone en el agitador tipo “vortex” por
6 minutos para garantizar la ruptura de todas las células. Luego se agrega 2 ml mas de la acetona a la
muestra y se centrifugaba a 6 000 rpm por 8 minutos para separar las perlitas y las células rotas del
liquido sobrenadante, que es una mezcla de acetona y clorofila, el cual se lleva al espectrofotometro
Evolution 201 marca Thermo Fisher Scientific y se media la absorbancia a 430 nm, 450 nm, 630 nm,

645 nm, 663 nm, 665 nm y 750 nm, el valor de clorofila se calculd con la siguiente ecuacién:

Vacetona

Clorofila total =

muestra
* ((11.64 * ABS(abses3o — abs;50) — 2.16 x ABS(absgys — abs;so) + 0.1 x ABS(absze — abs;s))

+ (20.97 * ABS(abse4s — abs;5o) — 3.94 x ABS(absgez — absysg) — 3.66 * ABS(absseo — abs750)))

Ecuacion 4 Calculo de la clorofila a partir de absorbancias
Donde:

~ Clorofila total (mg/L): la clorofila a més la clorofila b de la muestra.

~  Vacetona (MI): volumen de acetona empleado, siempre 3 ml.

~  Vmuestra (MI): volumen de cultivo a analizar, variaba de 10 a 2 ml segln la concentracion.
~ abs, (nm abs): es la absorbancia para la longitud de onda n.

3.2.3.2 Peso seco

Se realiza por triplicado diariamente. Primero los filtros de 1.6 um se pesaban secos antes del
filtrado para tener sus pesos sin biomasa. Luego, cada muestra se pasaba por los filtros cuando se usé
una bomba de vacio. Estos filtros ahora con la biomasa se colocaban en un horno de secado a 105 °C por
dos horas. Finalmente se pesaban de nuevo para obtener la masa de cada filtro, pero ahora con la biomasa.
Se utilizo la balanza analitica digital HR200 marca A&D con incertidumbre de 0.1 mg. El peso seco se

calculaba con la siguiente ecuacion:
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PFdespues - PFantes

PS = 1000 =*

muestra

Ecuacion 5 Calculo del peso seco mediante diferencia de peso de filtros

Donde:

~ PS (g/L): es la biomasa de microalgas seca en un litro de cultivo.
~  PF (mg): peso del filtro con la biomasa luego de ser secado.

~  PF (mg): peso del filtro seco sin biomasa.

~  Vmuestra (MI): volumen de muestra que se pasé por el filtro.

3.2.3.3 Concentracion de clorofila en células
La concentracion de clorofila en las células de estima indirectamente a partir de los resultados de
clorofila en el cultivo y biomasa en peso seco. Se calcula dividiendo la masa de clorofila en el cultivo

entre la masa de microalgas en peso seco.

3.2.4 Analisis de azUcares y metabolitos residuales

Se analiz6 el medio de fermento resultante de cada experimento en el Centro Nacional de Ciencia
y Tecnologia de Alimentos (CITA) para cuantificar la reduccion de las azucares, esto para los
experimentos de mixotrofia y heterotrofia. Ademas, se analiz6 &cidos orgénicos (&cido lactico, &cido
acético, acido malico, &cido butirico, acido férmico, &cido succinico, &cido propidnico) y alcoholes
(etanol y metanol). ElI método empleado para los analisis de azucares fue HPLCndDIR,
PndSAndMQnd006 [68], para el analisis de acidos organicos fue el método HPLCndPDA, Intercambio
i6nico, deteccién 210 nm, PndSAndMQnd051 [69] y para alcoholes el método por Cromatografia de
gases (GCndMS), PndSAndMQnd052 [70].

3.2.5 Disefo experimental y andlisis estadistico para crecimiento con medios nutritivos tradicionales

de laboratorio

Se evalud el efecto de una variable independiente, ruta metabdlica inducida por tres regimenes de
crecimiento diferentes: autotrofia, mixotrofia y heterotrofia, sobre unas variables dependientes,
crecimiento, el cual se expresd en términos de clorofila que se produjo y biomasa en peso seco que se
produjo. Por lo tanto, se realiza un modelo factorial de 3 x 1, por lo que se realiza tres configuraciones

experimentales, con tres repeticiones cada uno:

e Autotrofia: inducida con medio nutritivo mineral K3y luz.

e Mixotrofia: inducido con medio nutritivo de glucosa mas minerales y luz.
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e Heterotrofia: inducido con medio nutritivo de glucosa més minerales y oscuridad.

Se obtuvo nueve series de datos de clorofila y nueve series de datos de peso seco que se
compararon entre si con Andlisis de Varianza Multifactorial con interaccién y se interpretan los
resultados con el método Tukey con un nivel de significancia p<0.05. Se utilizo el software InfoStat
Version Estudiantil L 2020.

3.3 Evaluacién purines porcinos como fuente de nutrientes y melaza de cafia de aztcar como
fuente de carbono y energia para produccién de biomasa de la microalga Chlorella vulgaris
G120.

Esta seccidn describe los procesos preparativos y experimentales que se realizaron para completar
el objetivo 2. Se inicia describiendo en 3.3.1 y en 3.3.2 el origen y la caracterizacién de parametros
importantes d de la melaza y los purines porcinos respectivamente. Luego en 3.3.3 se detalla la
preparacion de los medios alternativos, que consisten en el medio de fermento, pero en un caso
sustituyendo la glucosa por melaza (MM), en otro sustituyendo la glucosa por melaza y el nitrato de
potasio por purines porcinos (MP) y el tercero sustituyendo solamente el nitrato de potasio por los purines
(GP). En 3.3.4 se especifica como se determind los residuos de amonio, nitratos y amoniaco de los medios
con purines porcinos. Finalmente, en 3.3.5 se especifica el disefio experimental y analisis estadistico
correspondiente a estos resultados.

Para este experimento se utilizaron los mismos biorreactores y controladores de variables
mencionados en 3.2.2. El andlisis de reduccidn azucares de la melaza se realiz6 en el CITA hasta el final
de la prueba como en 3.2.4. Se monitoreo el crecimiento como en 3.2.3.

La concentracién inicial, estimada como en el apartado anterior, dependié de los resultados

preliminares de toxicidad y aclimatacion a la melaza y los purines porcinos.

3.3.1 Melaza de cafia y su caracterizacion

3.3.1.1 Abastecimiento de la melaza

Se obtuvo de la distribuidora de insumos ganaderos Aguilar y Solis en Vasquez de Coronado.
Dicho producto fue almacenado en recipientes de 3 litros y trasportados al Centro de Investigacion en
Ciencias del Mar y Limnologia (CIMAR) de la Sede Rodrigo Facio de la Universidad de Costa Rica
(UCR) donde se almacené a -20 °C.
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3.3.1.2 Analisis de nutrientes y perfil de azlcares

Se realiz6 un andlisis de nutrientes en el Centro de Investigaciones Agrondémicas (CIA) de la
UCR. Dicho andlisis quimico lo realizan para fertilizantes liquidos organicos e incluye los siguientes
elementos (nitrégeno, fosforo, calcio, magnesio, potasio, azufre, hierro, cobre, zinc, manganeso y boro),
donde usaron los siguientes métodos: nitrogeno por digestion himeda con Acido Sulfdrico y
determinacion Colorimétrica en el Analizador de Inyeccion de Flujo (FIA) y el resto por digestion con

HNOs y determinacion por Espectrofotometria de Emision Atémica con Plasma [71-73].

El perfil de azucares se realizd en el CITA con los métodos descritos en 3.2.4. Dicho anélisis
mostro solamente el porcentaje de masa himeda de la melaza correspondiente a fructosa, glucosa y

Sacarosa.

3.3.2 Efluente porcino y su caracterizacion

3.3.2.1 Origen del efluente

El efluente de purines porcinos se obtuvo el 3 de febrero del 2022 de una chanchera ubicada en
Turrialba con 150 animales entre adultos y jovenes, el mismo producto del lavado de la porqueriza. Al
punto de recoleccion, el efluente paso por dos sistemas sedimentadores. Se recolectaron 50 litros en dos
pichingas, se llevaron de inmediato al CIMAR donde, una cantidad necesaria para las pruebas se

centrifugo por duplicado para remover todas las particulas y se almaceno a -20 °C en botellas de 400 ml.

3.3.2.2 Analisis de nutrientes de los purines

En andlisis de nutrientes se realiz6 con un cromatdgrafo de iones y cationes en el laboratorio de
Aguas, Suelos y Ambiente de la Escuela de Ingenieria en Biosistemas. Dicho analisis quimico incluye
los siguientes elementos (aniones: fluoruros, cloruros, nitritos, bromuros, nitratos, fosfatos y sulfatos;
Cationes: sodio, amonio, potasio, calcio y magnesio). El cromatdgrafo es marca Metrohm modelo 883
Basic IC con un detector de conductividad. Para los analisis de aniones se utilizé la columna Metrosep
A Supp 5nd150/4.0 con el eluente de carbonato de sodio a 3.2 mmol/L y bicarbonato de sodio a 1.0
mmol/L. Para los andlisis de cationes se utilizé la columna Metrosep C 4nd150/4.0 con el eluente de

acido nitrico 1.7 mmol/L y acido dipicolinico 0.7 mmol/L [74, 75].

3.3.3 Preparacion de los medios alternativos con melaza como glucosa y purines porcinos como

nitrato de potasio.

Los medios alternativos se preparan exactamente igual al medio de fermento (ver 3.2.1.2), pero

segun corresponda, en vez de agregar glucosa se utiliza melaza y en vez de agregar nitrato de potasio se
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agregan purines porcinos. Como en ambos casos el volumen de los alternativos es diferente al de los

insumos tradicionales, el volumen final del medio se garantiza igual aforando con agua desionizada.

3.3.3.1 Calculo de la cantidad de melaza y purines a utilizar en los medios alternativos.
Los resultados del CITA de perfil de azlcares para la melaza mostraron que esta tiene glucosa,
fructosa y sacarosa. EI medio de fermento tiene 10 g/L de glucosa, para obtener esta cantidad de azucar

equivalente con la glucosa, sacarosa y fructosa de la melaza se utilizo la siguiente ecuacion:

~ 10
(€ +(C,) + ()

Ecuacion 6 Cantidad de melaza a utilizas por litre de medio a preparar

Mm

Donde:

~ 10: la concentracion de glucosa en el fermento en g/L.

~ mmn(g/L): masa de melaza a utilizar por litro de medio a preparar.
~ G5 (gs/gm): concentracion de sacarosa en la melaza.

~  Cs(gq/gm): concentracion de glucosa en la melaza.

~  Cs (gs/gm): concentracion de fructosa en la melaza.

Para sustituir los 10 g/L de glucosa que tiene el medio tradicional solamente considerando la
glucosa de la melaza, se debia utilizar 72 g/L de melaza y el medio nutritivo quedaba muy oscuro y
Viscoso y pruebas preliminares mostraron la dificultad de las microalgas a aclimatarse a este. Por lo que
se asumio que la microalga podia metabolizar la fructosa y sacarosa que también tiene la melaza como
lo hizo con la glucosa, y esto permitio entonces utilizar menos cantidad de melaza, pues se calculé un
equivalente a 10 g/L de glucosa, pero ahora considerando un equivalente de los tres azlcares que ofrece

la melaza. Esta suposicién se comprobaria con los analisis de residuos de azucares.

Los resultados de nutrientes del cromatdgrafo de iones/cationes de EIB mostraron que los purines
son una fuente primordialmente de nitrégeno, mientras que el aporte de fosforo y otros micronutrientes
es despreciables. Como el nitrégeno en los purines se encuentran en forma de amonio, se estimd la

cantidad de purines a utilizar por litro de medio de la siguiente manera:

1. Serealizaron pruebas preliminares para determinar la cantidad de amonio que son capaces
de tolerar las microalgas antes de que inicie a ser toxico, esto basado en datos
bibliogréficos [66]. La cantidad maxima tolerada fue de 400 mg/L de amonio.

2. Se calculd si la cantidad amonio a emplear equipara la cantidad de nitrogeno que suple el

nitrato de potasio el en medio de fermento con la siguiente ecuacion:
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mnitrogeno C
amonio

_ Mamonio
E = ——
nitrogeno

M. —* Cnitratopotasio
nitratopotasio

Ecuacion 7 Cantidad de nitrogeno que suple el amono respecto al nitrato de potasio

Donde:

e

E : cantidad de veces que la cantidad de amonio utilizada por litro de medio equipara la de nitrato
de potasio del fermento.

~  Mhitrogeno (g/Mol): masa molar del nitrégeno.

~ Mamonio (Q¢/Um): Masa molar del amonio.

~  MitratopotasiO (9¢/gm): Masa molar del nitrato de potasio.

~ Camonio (M@/L): concentracién de amonio en los purines porcinos.

~  Chitatopotasio (M@/L): concentracion de nitrato de potasio en el fermento.

3.3.4 Analisis de azlcares, metabolitos y nitrogeno residual

Las muestras se mantuvieron en congelacion al finalizar el experimento hasta el momento del
andlisis. Los residuos de azlcares (glucosa, fructosa y sacarosa), acidos organicos y alcoholes, igual que
en 3.2.4 se realizaron en el CITA.

La prueba nitrato residual se realizé con el método de reduccion con cadmio (8171 del manual de
Analisis de Agua HACH 53) con rango de medicion de 0.2 mg/L a 5.0 mg/L. La pruebay amonio residual
se hizo con el método de silicato (8155 del manual de Analisis de Agua HACH 53) con rango de medicion
de 0.01 mg/L a 0.5 mg/L. Los resultados se midieron con colorimetro HACH DR900 [76]. No fue
necesario diluir las muestras. Se utilizé la variante del método de ajuste de blanco para las muestras de

melaza para que el color de esta no interfiriera en el resultado.

3.3.5 Disefio experimental y analisis estadistico para crecimiento con medios alternativos.

Se evalu6 el efecto de tres variables independientes; mixotrofia y heterotrofia como ruta
metabolica, glucosa y melaza como fuente de carbohidratos y purines y minerales como fuente de
minerales, sobre crecimiento como Unica variable dependiente, el cual se expreso6 en términos de clorofila
y biomasa en peso seco que se produjo. Por lo tanto, se realiza un modelo factorial de 2 x 2 x 2, por lo

que se realiza 8 configuraciones experimentales, con tres repeticiones cada uno:

e Mixotrofia: con fuente de luz.

o Con medio nutritivo de glucosa y minerales (GM) del apartado anterior.
o Con medio nutritivo de melaza y minerales (MM).
o Con medio nutritivo de melaza y purines (MP).
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o Con medio nutritivo de glucosa y purines (GP).
e Heterotrofia: en oscuridad.

o Con medio nutridito de glucosa y minerales (GM) del apartado anterior.
o Con medio nutritivo de melaza y minerales (MM).

o Con medio nutritivo de melaza y purines (MP).

o Con medio nutritivo de glucosa y purines (GP).

Se obtuvo 24 series de datos de clorofila y 24 series de datos de peso seco que se compararon
entre si con Andlisis de Varianza Multifactorial con interaccién y se interpretan los resultados con el
método Tukey con un nivel de significancia p<0.05. Se utiliza el software InfoStat Version Estudiantil
L 2020.

3.4 Produccién de hidrégeno

Esta seccidn describe los procesos preparativos y experimentales que se realizaron para completar
el objetivo 3. Se inicia en 3.4.1 explicando detalladamente el proceso de aclimatacion del cultivo para la
produccidn de hidrogeno. Luego en 3.4.2 se detalla el disefio y condiciones de los biorreactores utilizados
en los experimentos de produccion de hidrégeno, luego 3.4.3 el sistema de medicién del biogas
producido. En 3.4.4 se menciona sobre el andlisis de composicion del biogas por cromatografia.
Finalmente, en 3.4.5 sobre el disefio experimental y tratamiento estadistico de los resultados obtenidos

en esta seccion.

3.4.1 Aclimatacién del cultivo y condiciones iniciales

Se realizaron dos tipos de experimentos preliminares para entender las condiciones y variables
requeridas para estimular la produccién de hidrogeno. El primer experimento consistié en poner en
botellas de 200 ml herméticas el cultivo a 100 pmolsotones-m?-s y luego analizarlas con el cromatografo
de gases marca Agilent con una columna GSndBiogasPro de la misma marca para medir si habian
producido hidrégeno. Este experimento sirvio para entender cual es la mejor forma de aclimatar las

microalgas para la produccion de hidrégeno y cual deberia ser la concentracion inicial del cultivo.

Luego se escal6 al segundo tipo de experimento preliminar donde se utilizaron los biorreactores
descritos en 3.2.2, pero con agitacion electromagnética y completamente herméticos con una Unica salida
a una columna de desplazamiento de liquido (agua) que servia para medir el biogas producido. Esta
configuracion permitio entender la relacion entre fotosintesis y respiracion que se presenta en las

microalgas y como esta es afectada por la luz incidente, esto cuando se uso el equipo de monitoreo de
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oxigeno oxylab+ marca Hansatech. Una vez entendido estas variables se pasé a realizar el experimento

descrito a continuacion:

3.4.2 Biorreactores para produccion de hidrogeno

Se usaron nueve botellas cuadradas de 500 ml plésticas de 3 cm de espesor interno mostradas en
la Figura 4, las mismas se modificaron para poner una salida para gases en la parte superior y una para
toma de muestras en la parte inferior. En la boca de la botella se puso un tapon de hule para sellarla

herméticamente.

Las nueve botellas se acomodaron y fijaron sobre una estructura de madera, la cual estaba sujeta
a un agitador orbital que se movia a 90 rpm y permitia la agitacion de los cultivos en las botellas. Se
utilizo dos lamparas de luz fria y se dosificaron los cultivos con 120 pmolsotones:m?-s sobre cada cara de
la botella. Como los cultivos con melaza requerian mas luz, se coloco otra lampara que diera a la otra

cara de los biorreactores, para evitar el doble de exposicién de los cultivos que no lo requeria, se forrd

una de las caras con aluminio como se muestra en Figura 4.

~ J
Figura 4 Sistema de Biorreactores para produccion y medicion de biogas producido. a) probetas para medir volumen de gas

por el método de volumen liquido desplazado, b) lamparas planas para iluminacion c) sistema de agitacion, d) biorreactores.
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3.4.3 Medicion volumétrica del biogas producido

La salida superior de biogas del biorreactor se conectd a probetas invertidas llenas de agua para
medir el volumen de biogas producido mediante el método de desplazamiento. Las 9 probetas se

monitorearon mediante fotografias cada hora para ver la tasa de produccion de biogas.

3.4.4 Analisis de composicion del biogas producido

El biogas producido se analizo hasta el final de la prueba. Se cerrd la salida superior de hacia la
columna y se llevd el biorreactor al Centro de Investigacion en Electroquimica y Energia Quimica

(CELEQ) de donde se extrajo la muestra de biogas del volumen gaseoso del reactor.

El andlisis se realizo en un cromatografo de gases, que usa argon como biogas portador. Se utiliz6
un detector TCD de 20.0 ml/min a 205 °C. Se permitié medir hidrégeno, nitrégeno/oxigeno, mondxido
de carbono, metano y didxido de carbono.

3.4.5 Disefo experimentay analisis estadistico para produccion de hidrogeno con diferentes medios.

Se evaluo el efecto de dos variables independientes: fuente de carbohidratos con glucosa y melaza
como niveles y fuente de minerales con purines y minerales como niveles; sobre una variable dependiente
que corresponde a la produccion de hidrogeno, el cual se expreso en términos de volumen producido y
concentracion de hidrégeno en el biogas. Por lo tanto, se realizé un modelo factorial de 3 x 3, pero se
realizaron solamente 3 configuraciones experimentales, con tres repeticiones cada uno, esto porque no
consideramos importante evaluar la mezcla de fermento con purines. Entonces se analizaron:

o Medio de glucosa con nitrato (GM), el medio tradicional.

o Medio de melaza con purines (MP), como medio sustituto.
o Medio de melaza con nitrato (MM), como medio sustituto.

Se obtuvo 9 series de datos de tasa de produccion de biogas y 9 datos de concentracion de
hidrégeno en el biogas producido, se compararon entre si con Analisis de Varianza Multifactorial con
interaccion y se interpretan los resultados con el método Tukey con un nivel de significancia p<0.05. Se
utiliza el software InfoStat Version Estudiantil L 2020.
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4 RESULTADOS

4.1 Crecimiento microalgal y concentracion de clorofila en células bajo las rutas tréficas
autotrofia, heterotrofia y mixotrofia con la microalga Chlorella vulgaris G120 cuando se usé

medios nutritivos tradicionales de laboratorio

En este apartado se muestra como varia el crecimiento de la microalga Chlorella vulgaris G120
entre autotrofia, cuando se uso6 el medio nutritivo mineral K3, y mixotrofia y heterotrofia, cuando se usé

el medio nutritivo de glucosa con minerales (GM) (ver 3.2.1).

Como se muestra en las siguientes gréficas de aumento concentracion de clorofila en el cultivo y
biomasa, la microalga tiene la capacidad de crecer realizando fotosintesis, respiracion o ambos
simultaneamente. En el caso de los experimentos en heterotrofia, la concentracion inicial de microalgas

debid ser mayor porque, basado en experimentos preliminares, esto fue necesario para tuvieran ventaja

adaptativa.
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Figura 5 Cambio de la concentracion de clorofila total en el reactor durante los experimentos para las tres rutas metabdlicas

evaluadas (autotrofia, mixotrofia y heterotrofia)

De la anterior Figura 5 se distinguen las fases de aclimatacion, crecimiento exponencial,
disminucion relativa de crecimiento y la fase estacionaria en términos de clorofila en el cultivo. Hubo
una reduccion en la tasa de produccién de clorofila en el cultivo entre las 48 h, 72 h y 96 h para

heterotrofia, autotrofia y mixotrofia respectivamente. En autotrofia y mixotrofia se muestra una clara
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fase de aclimatacion de las microalgas mientras que en heterotrofia no. La produccion de clorofila en el

cultivo segun las rutas metabolicas inducidas es significativamente diferente entre si (ver apéndice 9.2).

Con base en el crecimiento microalgal mostrado en Figura 6 se puede identificar principalmente
la fase exponencial, la cual finalizé alrededor de las 48 horas en autotrofia y heterotrofia, y alrededor de

las 72 horas en mixotrofia. La produccion de biomasa microalgal bajos las tres rutas troficas son
significativamente diferentes entre si (ver apéndice 9.2).
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Figura 6 Produccion de biomasa microalgal seca durante los experimentos para las tres rutas metabdlicas evaluadas

(autotrofia, mixotrofia y heterotrofia)

Comparando la informacion de la Figura 5y Figura 6 para cada tipo de ruta trofica, el incremento
de clorofila en el cultivo no necesariamente obedece un incremento de la biomasa microalgal. Este
fendmeno se vuelve mas notorio entre las 72 h y 96 h en mixotrofia, donde la densidad de biomasa no
aumento a diferencia de la clorofila en el cultivo, que continuaba teniendo un crecimiento exponencial.
Es por ello que lo que aumentd fue la concentracion de clorofila en las células, y este pardmetro para

cada ruta metabdlica tuvo comportamientos significativamente diferentes entre si (ver apéndice 9.3),
como se muestra en la Figura 7:
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Figura 7 Porcentaje de clorofila en las células de microalgas con base en la biomasa seca; Medidas con una letra comin no

son significativamente diferentes (p > 0.05).

La clorofila en las células aumentd significativamente de un 0.51 + 0.16% a 4.56 + 1.36% 96
horas en autotrofia, y se mantuvo sin diferencias significativas de 1.24 + 0.0% a 1.22 + 0.17% durante
72 horas en heterotrofia. En mixotrofia vario significativamente entre 1.71 + 1.2% a 2.01 + 0.23% en
120 horas, primero hubo una disminucion hasta las 48 horas donde se alcanzé la minima concentracion
de 0.54 £ 0.10% y luego aumentd hasta las 96 horas donde se estabilizd. En autotrofia, la concentracion
de clorofila en las células es significativamente mayor que en mixotrofia y heterotrofia. La concentracion
de clorofila en las células en mixotrofia y heterotrofia no son significativamente diferentes entre si (ver

apendice 9.4).

En la siguiente Figura 8 se muestran los valores finales de clorofila en el cultivo y biomasa
microalgal seca alcanzados para los tres experimentos. En mixotrofia se produjo significativamente mas
biomasa microalgal que en heterotrofia y autotrofia, y en heterotrofia se obtuvo significativamente méas
biomasa microalgal que en autotrofia. En cuanto a la clorofila en el cultivo, en mixotrofia también
produjo significativamente mas que en autotrofia y heterotrofia, y en autotrofia se obtuvo

significativamente més clorofila en el cultivo que en heterotrofia (ver apéndice 9.4).

35



120.00 B 12.00
100.00 m Clorofila total g/l 10.00
— m Biomasa base seca g/l
£ A
2 80.00 8.00 —
(@]
= 2
8 60.00 C 6.00 ©
< 2
= 5}
o 40.00 400 ©
(&)
20.00 2.00
0.00 - ” " 0.00
Autotrofia Mixotrofia Heterotrofia
u Clorofila total g/l 73.55 111.80 51.51
= Biomasa base seca g/l 1.61 5.58 4.23

Figura 8 Clorofila total y biomasa seca alcanzados al final de cada experimento para las tres rutas metabdlicas evaluadas

(autotrofia, mixotrofia y heterotrofia); Medias con una letra comln no son significativamente diferentes (p > 0.05)

En la siguiente Tabla 4 se muestran los resultados de los analisis de azUcares residuales, acidos

volatiles y etanol de los medios de fermento resultantes de las pruebas en mixotrofia y heterotrofia. No

hubo residuos de glucosa en las pruebas en mixotrofia y heterotrofia, por lo que se consumid

completamente. Hubo presencia de acido acético en mixotrofia, pero no de los demés acidos volatiles ni

etanol.

Tabla 4 Residuos analizados del medio tras las pruebas de mixotrofia y heterotrofia

Mixotrofia

Heterotrofia

Glucosa, fructosa, sacarosa (g/100g)

Acido acético (mg/100g)

6.3+16

Demas &cidos volatiles (mg/100g)

Etanol (m1/100ml)

Nota: No detectable (-). Azlcares no detectables bajo (<0.032 g/100 g); Etanol no detectable bajo (<0.0019 mL/100

), los &cidos analizados fueron (acido lactico, &cido acético, acido malico, &cido butirico, acido férmico, acido succinico,

cido propiodnico) y son no detectables bajo (<0.020 mg/L).
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4.2 Crecimiento biomasico de la microalga Chlorella vulgaris G120 con purines porcinos como
fuente de nutrientes y melaza de cafia de azticar como fuente de carbohidratos y su efecto

biorremediativo

En este apartado se expone bajo cual ruta metabdlica (heterotrofia o mixotrofia) la microalga
Chlorella vulgaris G120 logra un mejor crecimiento cuando se usa melaza y purines porcinos como
alternativas de la glucosa y nitrato de potasio respectivamente, esto como parte del objetivo especifico
2. Se evaluaron tres posibles medios nutritivos alternativos. Es importante recordar que estos medios son
casi lo mismo que el medio de fermento (GM) utilizado en el objetivo 1 pero realizando las sustituciones

mencionadas anteriormente.

1. MM: Melaza con los minerales del medio tradicional.

2. MP: Melaza con minerales del medio tradicional, pero sustituyendo el nitrato de potasio
con purines porcino.

3. GP: Glucosa con minerales del medio tradicional, pero sustituyendo el nitrato de potasio

con purines porcino.

La concentraciéon de melaza utilizada para sustituir los 10 g de glucosa en los medios MM y MP
calculada con la Ecuacién 6 es de 24 g/L. Los 400 mg/L de amonio que se usé se alcanz6 diluyendo
109.0 ml de purines por litro de medio a preparar, y segun la Ecuacion 7 abastece 1.1 veces la cantidad

de nitrogeno que hay en el medio tradicional GM que tiene nitrato de potasio.

Como se muestra en la siguiente Figura 9, cuando se uso6 el medio nutritivo tradicional de glucosa
con minerales (GM) se produjo significativamente mas biomasa microalgal y clorofila en el cultivo, tanto
en heterotrofia como en mixotrofia, respecto a lo producido cuando se usé los medios nutritivos

alternativos.

Comparando la biomasa microalgal seca que se produce usando los diferentes medios alternativos
en ambas rutas troficas; cuando se emplea la melaza con los minerales (MM) se genera significativamente
mas biomasa microalgal que cuando se usa melaza con purines (MP) pero no que cuando se utiliza la
glucosa con purines (GP). No hubo diferencia significativa entre la biomasa microalgal seca que se
produjo cuando se usa glucosa con purines (GP) y cuando se utiliza melaza con purines (MP). Ahora
comparando los rendimientos de biomasa microalgal seca obtenidos cuando se us6 cada medio

alternativo en ambas rutas, con los tres medios; melaza con minerales (MM), glucosa con purines (GP)
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y melaza con purines (MP) se genera significativamente méas biomasa microalgal en mixotrofia que en

heterotrofia, resultados acordes a los obtenidos en el apartado anterior.

Comparando la clorofila en el cultivo que se produce cuando se utiliza los tres medios alternativos
entre ambas rutas troficas, cuando se emplea melaza con los minerales (MM) se generd
significativamente més clorofila en el cultivo que con la melaza con purines (MP) y que con la glucosa
con purines (GP); no hubo diferencia significativa entre la clorofila en el cultivo cuando se utiliza la
glucosa con purines (GP) y melaza con purines (MP). Ahora comparando los rendimientos de clorofila
en el cultivo para cada medio alternativo entre ambas rutas tréficas; cuando se usa la melaza con
minerales (MM) y la melaza con purines (MP) se produce significativamente més clorofila en el cultivo
en mixotrofia que en heterotrofia. La clorofila en el cultivo producida el emplear glucosa y purines (GP)

no es significativamente diferente entre mixotrofia y heterotrofia (ver apéndice 9.5).
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m Clorofila total mg/I 111.80 | 44.32 22.62 21.46 51.51 31.17 18.21 15.61

Figura 9 Biomasa seca y clorofila total alcanzados al final de cada experimento para heterotrofia y mixotrofia con el medio
tradicional de glucosa y minerales (GM) y alternativos de melaza y minerales (MM), glucosa y purines (GP) y melaza con

purines (MP); Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Para complementar la informacion mostrada en figura anterior, en la siguiente Tabla 5 se muestra
cual porcentaje de clorofila en el cultivo y biomasa microalgal seca se produjo cuando se utilizé los tres
medios alternativos evaluados (MM, GP, MP) respecto a los producido cuando se uso el medio
tradicional de glucosa y minerales (MM), esto tanto en mixotrofia como en heterotrofia.
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Tabla 5 Porcentaje de biomasa microalgal seca y clorofila en el cultivo alcanzado con los tres medios
alternativos (MM, MP, GP) respecto al alcanzado con el medio tradicional de glucosa y minerales
(GM, 100%) para cada ruta metabolica.

Biomasa seca (%0) Clorofila en el cultivo (%0)
Mixotrofia Heterotrofia Mixotrofia Heterotrofia
MM 70.0 +10.7% 74.5 + 6.9 39.7+3.7° 60.8 +7.0¢
GP 62.3 + 8.84¢ 67.0 + 4.8 20.3+3.18 35.7 +9.0"B
MP 58.4 + 7.5 58.2 +5.8° 19.2 +0.98 30.6 + 8.47

Nota: Medio de melaza y minerales (MM), glucosa y purines (GP) y melaza con purines (MP)

Medias con una letra comdn no son significativamente diferentes (p > 0.05).

En la Tabla 6 se muestra como cuando se utilizaron los medios con minerales se obtuvieron
significativamente mayores porcentajes de clorofila en el cultivo que cuando se utilizaron los medios
alternativos con purines, tanto en mixotrofia como en heterotrofia. Es interesante ver como la
concentracion de clorofila en el cultivo no es significativamente diferente en mixotrofia y heterotrofia

usando el medio alternativo de melaza con minerales (MM) (ver apéndice 9.6).

Tabla 6 Porcentaje de clorofila en las células respecto a la biomasa microalgal seca al final de cada

experimento para mixotrofia y heterotrofia y los diferentes medios alternativos evaluados

Medio Porcentaje (%)
Mixotrofia GM 2.01 +£0.14°
MM 1.14 + 0.098¢
GP 0.66 + 0.074
MP 0.66 +0.03*
Heterotrofia GM 1.22 +0.10¢
MM 0.98 +0.048
GP 0.64 +0.09"
MP 0.64 +0.10%

Nota: Medio glucosa y minerales (GM), melaza y minerales (MM), glucosa y purines (GP) y melaza con purines (MP)

Medias con una letra comudn no son significativamente diferentes (p > 0.05)

En las siguientes graficas Figura 10 y Figura 11 se muestra las curvas de produccion de biomasa

microalgal obtenida cuando se usé los medios alternativos y la acumulacion de clorofila en el cultivo
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para la ruta metabdlica de mixotrofia. Se iniciaron los experimentos usando los medios alternativos con
la concentracién inicial de clorofila cerca de 4.5 veces mayor a la utilizada con el medio tradicional de
fermento, pues se requeria mayor densidad microalgal inicial para superar la fase de aclimatacion. Esto
se concluyd luego de varios experimentos preliminares donde se evidenciaba que las microalgas no
lograban sobrevivir el segundo dia, incluso para cultivos ya adaptados al medio. Las diferencias iniciales
en peso seco se deben a que no necesariamente hay una relacion que siempre se cumple entre densidad
de biomasa y densidad de clorofila, y la prueba de clorofila fue la que utiliza al para estimar la densidad
inicial de forma indirecta de cada experimento por ser la forma mas rapida de hacerlo, esto para evitar

estrés sobre el cultivo al sembrarlo en el experimento.
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Figura 10 Cambio de la concentracién de clorofila total en el reactor durante los experimentos de mixotrofia para los tres

medios alternativos evaluados: melaza y minerales (MM), glucosa y purines (GP) y melaza con purines (MP)

En Figura 10 se observa como cuando se usO el medio de melaza con minerales (MM) la
produccidn de clorofila fue significativamente mayor que cuando se utilizé glucosa con purines (GP) y
melaza con purines (MP), y con estos ltimos dos no hubo diferencias significativas entre si (ver apéndice
9.6).
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Figura 11 Produccion de biomasa microalgal seca durante los experimentos de mixotrofia para los tres medios alternativos

evaluados: melaza y minerales (MM), glucosa y purines (GP) y melaza con purines (MP)

En la grafica anterior Figura 11 se muestra que, en el caso de aumento de densidad microalgal,
también cuando se usO la melaza con minerales (MM) se obtuvo una significativamente mayor

produccion de biomasa que cuando se uso los otros dos medios de glucosa y melaza con purines (GP y

MP), e igualmente entre ellos no hubo diferencias significativas (ver apéndice 9.6).

En las siguientes graficas Figura 12 y Figura 13 se muestran las curvas de acumulacion de

clorofila y biomasa seca obtenidas con los medios alternativos bajo la ruta metabdlica de heterotrofia.

En estos casos la concentracion inicial de clorofila en el cultivo y densidad microalgal fue practicamente

la misma para todos los experimentos.
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Figura 12 Cambio de la concentracién de clorofila total en el reactor durante los experimentos de heterotrofia para los tres

medios alternativos evaluados: melaza y minerales (MM), glucosa y purines (GP) y melaza con purines (MP)

En la figura anterior se observa como, similarmente a lo ocurrido en mixotrofia, con el medio de

melaza con minerales (MM) se produjo significativamente mas clorofila que con los otros dos medios

alternativos con purines; glucosa con purines (GP) y melaza con purines (MP).

3.50

3.00

= N N
u1 o u1
=) S o

Densidad g/L

=
o
S

0.50

0.00
0 24

48
Tiempo (h)

/2/:

—o—M

——GP

72 96

Figura 13 Producci6n de biomasa microalgal seca durante los experimentos de heterotrofia para los tres medios alternativos

evaluados: melaza y minerales (MM), glucosa y purines (GP) y melaza con purines (MP)

En cuanto a la biomasa seca no hubo diferencias significativas cuando se usé los tres medios

alternativos en heterotrofia (ver apéndice 9.7).
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4.2.1 Efecto de la luz sobre la mixotrofia con melaza

Debido al color opaco que da la melaza a los medios nutritivos alternativos donde se utilizd, esta
tuvo un efecto negativo en la disponibilidad de luz que tuvieron las microalgas y por lo tanto en su
capacidad fotosintética. Como se muestra en la siguiente Figura 14 resultado de medir la absorbancia
del medio nutritivo con melaza contra el medio tradicional con glucosa GM. Se puede ver que esta
interfiere principalmente las longitudes de onda entre los 400 nm y los 550 nm. Ademas, comparando el
medio de melaza con minerales (MM) contra el medio con glucosa con minerales (GM) que
practicamente no tiene absorbancia en todo el espectro fotosintético, se puede ver que las microalgas que
crecieron en un medio con melaza produjeron significativamente menos clorofila, tanto en el cultivo

como en términos de densidad de clorofila en las células, respecto a las que crecieron con el medio

tradicional.
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Figura 14 Absorbancia del medio con melaza y del medio con glucosa para el espectro visible aprovechable por las

microalgas

Por este motivo al duplicar la cantidad de la luz que da al reactor, manteniendo el mismo medio de
melaza con minerales (MM), se pudo ver el efecto de la opacidad de la melaza sobre la clorofila en las
células. Se obtuvieron los resultados mostrados en las siguientes graficas Figura 15 y Figura 16 de
clorofila en el cultivo y biomasa microalgal para el medio de melaza con minerales (MM) con una y dos

fuentes de luz:
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Figura 15; y melaza con minerales y luz en las dos caras del reactor (MM 2luz)

Segun la Figura 15, la cantidad de clorofila en el cultivo que se produce durante el experimento
con luz a ambas caras del reactor (MM 2luz) es significativamente mayor la que se obtiene en el
experimento normal con luz solamente en una de las caras (MM) a partir del tercer dia, llegando a generar
al final del experimento 67.43 = 5.26 mg/L y 44.32 + 1.82 mg/L respectivamente. En cuanto al
comportamiento, con el doble de luz se observa una fase de crecimiento més marcada entre las 24 hy 72
h, mientras que con una Unica luz se podria decir que hay dos de estas fases, la primera entre las 24 h'y

48 h, y la segunda entre las 72 h 'y 96 h, pues entre las 48 h y 72 h no hubo incremento (ver apéndice
9.8).

El comportamiento de produccién de biomasa seca, como se muestra en Figura 16, es diferente
al de clorofila pues no hubo diferencias significativas entre ambos experimentos (ver apéndice 9.8).,
incluso en el dltimo dia del experimento donde se genera 3.88 £ 0.20 g/L y 4.13 + 0.14 g/L de biomasa
seca para el experimento con unay dos fuentes de luz respectivamente. En cuanto al comportamiento, se
observa como el cultivo del experimento de una unica luz (MM) incremento la biomasa principalmente

durante las primeras 24 h, mientras que, cuando se emplea dos luces, entre las 24 h'y 48 h.
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Figura 16 Produccion de biomasa microalgal seca durante los experimentos de mixotrofia con melaza con minerales y luz a

una cara del reactor (MM); y melaza con minerales y luz en las dos caras del reactor (MM 2luz)

Comparando ambos gréaficos, hay un comportamiento entre las 24 h'y 48 h que llama la atencion
en ambos experimentos. En el caso del experimento cuando se usd solamente una luz, durante este
periodo, no hubo aumento de clorofila en el cultivo, pero si de peso seco, mientras que cuando se usé
dos luces sucede lo contrario, incrementa la clorofila, pero no el peso seco. En la siguiente Tabla se
muestra como vario la concentracion de clorofila en las células durante ambos experimentos que son

significativamente diferentes entre si, y mayor en el experimento con dos fuentes de luz.

Tabla 7 Porcentaje de clorofila en las células respecto a al peso seco durante cada experimento, con

unay dos luces, de mixotrofia usando melaza y minerales tradicionales

Mixotrofia con 1 luz Mixotrofia con 2 luces

Tiempo (h) Porcentaje (%) Porcentaje (%)
0 1.29 + 0.63 ABC 1.15+0.25 4B
24 0.60+0.18 4 1.69 +0.15 ©P
48 1.16 + 0.07 ABC 1.26 +0.17 BCP
72 1.07 £0.20 B 1.65+0.32°
96 1.18 + 0.19 ABC 1.44 +0.16 BCP
120 1.15+0.15 7B 1.55 +0.12 BCP

Nota: Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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4.2.2 Reciclaje de los compuestos nitrogenados de los purines porcinos y de los azUcares de la melaza
de cafia durante el crecimiento microalgal como parametro biorremediativo de tanto en

mixotrofia y como en heterotrofia

Como se ve en la Tabla 8, tras medir los residuos de amonio de los medios alternativos con
purines al final de los experimentos, los medios pasaron de tener 400 mg/L, que fue la concentracion
inicial, a menos de 1 mg/L en todos los casos. No se detecté amonio residual en el medio tradicional GM
porgue que no tienen purines, como se esperaba. El nitrato de los medios con purines pasé de 20.34 mg/L
a un maximo de 3.8 mg/L, y en los medios tradicionales de fermento con nitrato de potasio pasé de 2000
mg/L a un méximo de 1.3 mg/L. Entonces se podia decir que, tanto en los medios con purines como en

los medios tradicionales, el amonio y el nitrato de potasio se consumieron casi por completo.

Tabla 8 Cambio en la concentracion de nitrato y amonio tras el crecimiento para medios de fermento y

alternativos con purines en mixotrofia y heterotrofia

Nitrato (mg/L) Amonio (mg/L)
Concentracion Concentracion Concentracion Concentracion
inicial final inicial final
Mixotrofia GP 20.34 3.65+0.21 400 0.375+ 0.46
MP 20.34 0.95+0.07 400 0.445 £ 0.04
Heterotrofia GP 20.34 2.8+0.28 400 0.46 +0.03
MP 20.34 09+0.14 400 0.07+£0.1
MM 2000 1.05+0.35 0 -
GM 2000 1.3+0.14 0 -

Nota: No detecta (-). Amonio no detectable a concentraciones menores a (<0.001 mg/L). Medio glucosa y minerales (GM), melaza

y minerales (MM), glucosa y purines (GP) y melaza con purines (MP)

En la siguiente Tabla 7 se muestran los resultados de los analisis de azUcares residuales, acidos
volatiles y etanol de los medios resultantes de las pruebas de mixotrofia y heterotrofia. No hubo residuos
de glucosa ni sacarosa, las cuales se consumieron completamente. En cuanto a la fructosa hubo residuos
en varios de los experimentos: en mixotrofia con melaza y minerales con unay dos luces (MM y MM 2
luz), también en melaza con purines; y en heterotrofia en melaza con purines (MP). En cuanto a los
acidos volatiles, destaca el acido lactico el cual se produce en todos los experimentos con melaza. En
heterotrofia de melaza con minerales (MM) fue donde se genera mas variedad de &cidos volatiles, pues
se detecta presencia de &cido lactico, butirico, formico y acetico y propidnico. Se produce &cido succinico
en heterotrofia con melaza y purines (MP), de &cido malico en mixotrofia de melaza con dos fuentes de
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luz (MM 2 luz), acido maleico en mixotrofia de melaza con minerales (MM) y acido propionico en
mixotrofia con glucosa y purines (GP). No hubo presencia de etanol en ningln caso.

Tabla 7 Residuos analizados del medio tras las pruebas de mixotrofia y heterotrofia con medios

alternativos

Mixotrofia Heterotrofia
MM MM 2 MP GP MM MP GP
luz
Fructosa 056+0.12 046+0.1 0.249 +0.035 - - 0.322 + 0.045 -

(9/1009)
Glucosa - - - - - - -

(9/1009)
Sacarosa - - - - - - -

(9/1009)
Acido lactico 21.8+5.2 116 + 28 156 + 37 - 176 + 42 295+ 71 -
(mg/L)
Acido butirico - - - - 700 + - -
(mg/L) 168
Acido férmico - - - - 115+ - -
(mg/L) 2.7
Acido acético - - - - 168 + 40 - -
(mg/L)
Acido succinico - - - - - 10.8+2.6 -
(mg/L)
Acido malico - 58.5+ 18 - - - - -
(mg/L)
Acido maleico 124 £3.0 - - - - - -
(mg/L)
Acido - - - 1.7+042 | 62+15 - -
propiénico
(mg/L)
Etanol - - - - - - -
Nota: No detectable (-). Los medios son melaza y minerales (MM), melaza y minerales con dos fuentes de luz (MM 2 luz), glucosa y purines
(GP) y melaza con purines (MP). Az(cares no detectables bajo (<0.032 g/100g); Etanol no detectable bajo (<0.072 g/100g). Los &cidos
analizados fueron (acido lactico, &cido acético, &cido malico, &cido butirico, acido formico, &cido succinico, &cido propidnico)
y son no detectables bajo (<0.020 mg/L).

4.3 Produccion de hidrdégeno por la microalga Chlorella vulgaris G120 comparando medios
tradicionales de laboratorio contra la melaza y los purines porcinos como medio de

crecimiento.

Primeramente, se expone la metodologia de aclimatacion del cultivo que se desarrollo tras
multiples experimentos para lograr que las microalgas produjeran hidrogeno. Seguidamente se exponen
los resultados de produccién de hidrégeno obtenidos con el medio tradicional de glucosa y minerales

(GM), y con los medios alternativos melaza con minerales (MM) y melaza con purines (MP).
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4.3.1 Aclimatacion del cultivo.

Los experimentos sin éxito, realizados para intentar conseguir que la microalga produjese
hidrogeno, ofrecieron informacion importante para desarrollar la metodologia de aclimatacion que
finalmente funciond. El primer intento fue tomar el inoculo de un cultivo crecido en autotrofia con K3y
pasarlo inmediatamente a producir hidrégeno en medio nutritivo de glucosa con minerales (GM). Luego,
pensando en que el cultivo debia estar mejor aclimatado a la respiracién, se pasé a tomar el inoculo de
condiciones mixotroficas medio nutritivo GM, pero sin conseguir adn resultados positivos. Tras
multiples experimentos donde se descartd que se trataba de la intensidad de luz o la agitacion lo que
estaba limitado la produccion de hidrégeno, se probé aclimatar el inoculo en condiciones heterotréficas
antes de ponerlo a producir hidrégeno, obteniendo un resultado positivo.

Entonces, la metodologia de aclimatacion encontrada que mejor resultados muestra en la
produccion de hidrdgeno fue: al inoculo antes de iniciar el experimento debia ser crecido en oscuridad al
menos por tres dias, con suficiente oxigeno disuelto para evitar la fermentacion y por el contrario
promover la respiracion y el crecimiento. Y al pasarlo a producir hidrégeno en medio mixotrofico fresco,
la intensidad de la luz al que se exponia el cultivo debia compensar la tasa de respiracion que habia
desarrollado durante su crecimiento heterotréfico, para que se consumiera el oxigeno de la fotosintesis
por la respiracion. Ademas, se comprobd que iniciar con una concentracion de 2 g/L de biomasa seca
permitia que hubiera suficiente crecimiento como para agotar el oxigeno rapidamente e iniciar la

anaerobiosis requerida en la produccién de hidrogeno.

4.3.2 Rendimientos de volumen de biogas producido

En esta seccion se expone los rendimientos de biogas producido y en términos de volumen
acumulado en el tiempo, y su concentracion final de hidrégeno. Es importante indicar que con la mezcla
de purines con melaza (MP), el cultivo no logr6 sobrevivir a las condiciones de produccion de hidrégeno,
muriendo la mayoria de las células de microalgas y produciendo un volumen de biogas despreciable. El
experimento tarda 91 horas, y se detiene cuando ya no hubo cambio en el volumen de biogas producido

en todos los biorreactores.

Cuando se utiliz6 medio tradicional de glucosa con minerales (GM) se produjo 966.7 mL + 38
mL de biogas con cada biorreactor de 400 mililitros durante todo el experimento, mientras que cuando
se uso el medio sustituto de melaza y minerales (MM) se produjo 450.0 mL + 23.0 mL con cada

biorreactor de 400 mililitros. Como se dijo anteriormente con el medio nutritivo de melaza con purines
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(MP) no se produjo biogas. En las siguientes graficas Figura 17 y Figura 18 se muestra el volumen de
biogas producido con el medio de melaza con minerales (MM), se observa como los biorreactores tienen
por cerca de 10 horas de diferencia entre ellos para iniciar con la produccion de biogas, pues el reactor
tres (R3) inicio la produccion a las 30 horas de iniciado el experimento, el reactor uno (R1) a las 37 horas
y el reactor dos (R2) a las 40 horas. EI R1 y R2 produjeron la mayoria del biogas en 10 horas, mientras
que R3 tarda cerca de 30 horas. Igualmente, cerca de las 60 horas en los tres biorreactores se detuvo la
produccion del biogas.
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Figura 17 Cambio en el volumen de biogés producido por los tres biorreactores usando melaza como sustituto de la

glucosa.

En la siguiente grafica Figura 18 se muestra el volumen de biogas producido con el medio
nutritivo alternativo de melaza con minerales (MM). Se observa como en los Biorreactores dos (R2) y
tres (R3) las microalgas iniciaron la produccién de biogas cerca de las 30 horas de iniciado el
experimento, y tardaron cerca de 20 horas produciendo la mayoria del biogas. Mientras que el reactor 1
(R1) las microalgas iniciaron la produccion en la hora 20 y tardé cerca de 50 horas en producir la mayoria
del biogéas. Es decir, los biorreactores dos y tres tuvieron una produccion mas intensiva que el reactor
uno.
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Cambio en el volumen de biogéas producido en los tres biorreactores usando el medio tradicional de fermento.
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Figura 18

Es importante recordar que todos los biorreactores iniciaron con 100 mL de aire y 400 mL de
cultivo. Estos 100 mL gaseosos contienen oxigeno y se debe consumir al inicio para alcanzar la
anaerobiosis.

4.3.3 Concentracion de hidrégeno detectado en el biogas producido

Se analizo el biogéas producido por las microalgas de los biorreactores con melaza y minerales
(MM) y glucosa y minerales (GM). De las botellas con melaza y purines (MP) solamente se analiz6 una
para comprobar que, como se sospechaba debido a la muerte del cultivo, no habia hidrégeno en el
volumen gaseoso de reactor.

Se detectd presencia de hidrogeno en el biogéas producido en los tres biorreactores con medio
tradicional de glucosa y minerales (GM) y los tres biorreactores con el medio sustituto de melaza con
minerales (MM). La concentracion de hidrdgeno, en litros de hidrégeno por litros de biogas producido,
encontrado en los biorreactores con medio de fermento (GM) fue de 0.19 LHz/Lmuestra® 0.013 LHz/Lmuestra,
es decir, del total de biogas producido por las microalgas, cerca de un 20% era hidrdgeno. La
concentracion de hidrégeno, en litros de hidrogeno por litros de biogas producido, medido de los
biorreactores melaza y minerales (MM) fue de 0.05 LHa/Lmuestra £ 0.003 Lnz/Lmuestra, €S decir, del total de

biogas producido, cerca de un 5% era hidrdgeno.

Entonces con esos valores de concentracion expuestos anteriormente, y la cantidad total de

volumen de biogas producido por cada botella, se puede afirmar que con los 4 g de glucosa de cada
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botella de los experimentos con medio tradicional de fermento (GM) un volumen total de 0.18 L £ 0.010
L de hidrdégeno, es decir, se produjo 45 mililitros de hidrégeno por gramo de glucosa. Y se genera con
los 9.6 gramos de melaza de cada botella de los experimentos con el medio sustituto de melaza con
minerales (MM) 0.023 L + 0.002 L de hidrégeno, es decir, se produce 2.40 mililitros de hidrégeno por

gramo de melaza.

Suponiendo el biogas producido como un gas ideal a temperatura estandar (273.15 K), presion
atmosferica estandar (101.32 kPa) y la masa atomica del hidrogeno como 1 u (2 mol/g), se produjeron
1.07 mg = 0.07 mg de hidrogeno por gramo de glucosay 0.12 mg + 0.007 mg de hidrégeno por gramo de
melaza. En la siguiente Tabla 8 se resumen los resultados directos e indirectos descritos anteriormente.

Tabla 8 Resumen de los resultados obtenidos de volumen de biogés producido y su concentracion de
hidrégeno

Volumen total  Proporcion de  Volumen de hidrogeno  Masa de hidrdgeno por

de biogas hidrégeno por gramo de insumo gramo de insumo
L Ln/Lm mln/g mgn/mg
Glucosa 966.7 + 38 0.19+£0.013 45+25 1.07 £ 0.07
Melaza 450 + 23 0.05 +0.003 24+0.2 0.12+ 0.007
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5 Discusion de resultados

5.1 Crecimiento de biomasa para las rutas nutritivas autotrofia, heterotrofia y mixotrofia con la

microalga Chlorella vulgaris G120 cuando se usé medios tradicionales de laboratorio

Como se vio en Error! Reference source not found.1 la microalga Chlorella vulgaris G120 puede a
bsorber minerales del medio K3 y crecer en autotrofia, también absorber minerales més glucosa del
medio de fermento y crecer en heterotrofia y mixotrofia. Un estudio enfocado en las expresiones
gendmicas en Chlorella vulgaris [77] confirmo la alta flexibilidad que tiene esta microalga para alternar
entre estas rutas troficas segun la disponibilidad de luz y el tipo de fuente de carbono exdgeno disponible
activando enzimas como el citocromo c-peroxidasa mitocondrial, ferredoxina NADP™ reductasa,
etanolamina quinasa y formiato deshidrogenasa principalmente las cuales impactan en los diferentes
flujos metabolicos hacia la produccion de biomasa. A continuacion, se discute porque se cree que las
microalgas si cambiaron en los tres diferentes modos troficos para crecer segun las condiciones en las

que se encontraba.

La concentracion de pigmentos fotosintéticos en las células al finalizar cada experimento
(concentracion de clorofila en las células) es un buen indicador para comprender qué modo trofico se
expresé en cada prueba, porque en la medida que mas dependian de la luz para llevar a cabo fotosintesis,
mas de estos pigmentos se iban a expresar en las células. Y como se esperaba en autotrofia hubo méas
concentracion de clorofila en las células (4.56% + 1.36%), pues las células dependian Gnicamente de la

energia luminosa para crecer.

En mixotrofia y heterotrofia hubo concentraciones de clorofila en las células significativamente
menores que en autotrofia al final del experimento (2.01% * 0.23% y 1.22% + 0.17% respectivamente),
lo que indica que no dependian completamente de la energia de la luz como en la autotrofia, sino que
también realizaban respiracion para obtener energiay crecer. Estudios recientes en Chlorella demuestran
que en mixotrofia las células tienen menor clorofila comparacion con las celulas bajo crecimiento
autotrofico [78][79], y lo explican como mecanismo de supervivencia al activar la via de respiracion y
depender menos de la fotosintética. Ademas, las concentraciones de clorofila en las células alcanzadas
en mixotrofia y heterotrofia no fueron significativamente diferentes entre si, y como en heterotrofia las
celulas realizaron solamente respiracion, entonces esto puede significar que en mixotrofia también la
respiracion fue predominante sobre la fotosintesis porque las células no debieron aumentar tanto la

clorofila como en autotrofia. Pero si evaluamos la Figura 7, podemos ver un comportamiento interesante
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en la concentracion de clorofila en las células en mixotrofia, pues disminuy6 hasta las 48 horas de
experimento y luego de ahi incremento hasta el final de este a las 120 horas. Esta disminucion inicial de
la concentracion de clorofila en células ya ha sido confirmada por investigadores que exponen gue la
presencia de glucosa en el medio de crecimiento induce a una degradacion del aparato fotosistema 11 [80]
porque se reduce la cantidad de proteinas en las membranas de los tilacoides [81] debido a la
predominancia de la respiracion. Y tras el agotamiento de los carbohidratos, las células recuperaron
capacidad fotosintética hasta que de nuevo se agotaron los minerales como también ya se ha registrado
[82][79].

Otro aspecto que puede explicar la baja concentracion de clorofila en las células en mixotrofia es
que la alta densidad celular alcanzada provocara que entrara menos luz al cultivo y hubiese zonas oscuras,
fendmeno que ya ha sido verificado [83], y que probablemente por este motivo empezaron a dispensar
de la luz y promover mas la respiracion. Pero lejos de ser un problema, es una de las ventajas que ofrece
la mixotrofia y que se ha discutido [84] pues permite disefiar biorreactores de mayor volumen que
requieran menor superficie respuesta a la luz, lo que se traduce en mayores rendimientos econémicos y

de uso de suelo[85].

Sin embargo, bajo ruta metabolica con mejor rendimiento en términos de concentracion de
clorofila en el cultivo fue en mixotrofia (111.8 + 2.66 mg/L), luego en autotrofia (73.55 £ 6.55 g/L) y de
ultima en heterotrofia (51.51 + 2.94 g/L). Este mismo comportamiento se obtuvo en [86] con Chlorella
vulgaris al evaluar un sistema mejorado de fijacion de CO2. Que en mixotrofia se tenga mas clorofila en
el cultivo, pero menos concentracion en las células se debe simplemente a que produjo significativamente
mas biomasa que en autotrofia. Como era de esperar, en heterotrofia al dispensar de la luz habria menos

clorofila en el cultivo.

Bajo la ruta metabolica donde se obtuvo mejor rendimiento en términos de biomasa fue en
mixotrofia (5.58 + 0.31 g/L), luego en heterotrofia (4.23 + 0.12 g/L) y de ultimo en autotrofia (1.05 +
0.05 g/L), mismo comportamiento que ya ha sido demostrado por otros estudios con Chlorella vulgaris
[87]. Se explica la baja productividad de biomasa en autotrofia debido al fenémeno de autosombreado
que se hacen las células entre si y que ya ha sido demostrado como limitante de crecimiento [88], pues
hay un momento donde la densidad celular alcanzada no permite que llegue luz adecuadamente a todo el
cultivo, y este al depender Unicamente de la luz detiene su crecimiento. En mixotrofia, y como ya se

explicd en 2.3, la célula puede obtener energia también de carbohidratos exdgenos, por lo que el
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fendmeno de autosombreado que limita a la autotrofia es menos perjudicial, porque en zonas oscuras

puede seguir obteniendo energia de la respiracion para crecer y esto ya ha sido demostrado [89].

En mixotrofia se consumié toda la glucosa, no hubo presencia de etanol ni acidos volatiles
excepto por el acido lactico del cual solamente se detectd6 63 mg/L = 16 mg/L. Se ha encontrado
produccion de hasta 160 g/L de &cido acético por Chlorella vulgaris en mixotrofia y se asocia a la
fermentacion de glucosa [90]. Que haya habido fermentacion en el experimento de crecimiento con
mixotrofia se puede deber a que no hubo suficiente oxigeno disponible para que se diera la respiracion
completa, pero no se puede descartar tampoco la presencia de bacterias acéticas. En heterotrofia no se
detectaron residuos de azucares, tampoco de acidos volatiles ni de etanol. Que se consumiera toda la

glucosa reafirma el hecho de que las células de microalgas la consumieron para obtener energia.

5.2 Crecimiento biomasico de la microalga Chlorella vulgaris G120 con purines porcinos como
fuente de nutrientes y melaza de cafia de aztcar como fuente de carbohidratos y su efecto

biorremediativo

Para los medios de melaza con minerales (MM) y melaza con purines (MP) se utiliz6 24.0 g/L de
melaza para remplazar los 10 g/L de glucosa del medio tradicional de fermento. Esa cantidad de melaza
ofrecia 2.11 g/L de fructosa, 1.21 g/L de glucosa y 6.91 g/L de sacarosa. Con base en la investigacion
bibliogréfica realizada no se ha intentado sembrar microalgas en concentraciones tan altas de melaza, lo
mas alto encontrado en la literatura fueron 5 g/L de melaza, pero se complementd con sacarosa [91],
igualmente el nivel de extraccién de azlcares al que se somete la melaza puede influir en su
disponibilidad de estos y por lo tanto en la concentracién empleada. Es importante recordar esta
concentracion de melaza también se determind con base en experimentos preliminares donde se
evaluaron diferentes concentraciones para conocer el limite donde las microalgas podrian crecer sin

mucha dificultad, y a partir de 24 g/L se nota un importante decaimiento en el crecimiento.

Como se muestra en la Figura 14 Absorbancia del medio con melaza y del medio con glucosa
para el espectro visible aprovechable por las microalgasFigura 15, el principal inconveniente de una
concentracion tan alta de melaza en el medio es que la absorbancia de esta va a repercutir negativamente
en los aparatos fotosintéticos de las células, pues llegara menos luz a sus cloroplastos, como se ha
demostrado en recientes estudios donde los pigmentos y la turbidez de las aguas de descarga afectan la
fotosintesis de las microalgas [92][93]. Por este motivo se esperaba que las microalgas aprovecharan los

azucares de la melaza para compensar la deficiencia fotosintética, y asi sucedio.
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Para los tres medios alternativos evaluados, no hubo residuos de glucosa ni sacarosa, lo que indica
que se consumieron completamente. Se ha demostrado que la Chlorella tiene la capacidad de metabolizar
sacarosa tanto en mixotrofia como en heterotrofia [94], sin embargo, también se ha comprobado que la
Chlorella asimila mejor los monosacaridos [95][96] que los disacaridos pues pasan mas facilmente a
través de la plasmalema hacia el glucolisis [97]. Por lo tanto, es curioso que hubiera residuos de fructosa
en varios de los experimentos: en mixotrofia con melaza y minerales con unay dos luces (MM y MM 2

luz), también en mixotrofia con melaza con purines (MP); y en heterotrofia en melaza con purines (MP).

En cuanto a los acidos volatiles, destaca el acido lactico del cual hay presencia en todos los
experimentos con melaza, y ya se ha registrado que esta microalga en especifico produce acido lactico
por fermentacidn tanto en luz como oscuridad [90]. En heterotrofia de melaza con minerales (MM) fue
donde se genera mas variedad de acidos volatiles, pues se detectd presencia de acido lactico, butirico,
formico y acético y propionico. Se ha registrado la sintesis de &cido férmico por esta microalga en
oscuridad [90], pero respecto a los otros &cidos presentes no se logré encontrar informacion que asocie
su produccion a la microalga, por lo que no se puede descartar presencia de bacterias en los experimentos.
Nuevamente, y como se explico en 2.3, si la microalga no tiene oxigeno disponible va a aprovechar los
carbohidratos por la via fermentativa produciendo acidos volatiles. Probablemente la carencia de oxigeno
se deba a que el burbujeo de aire dentro del reactor pudo ser deficiente, y, ademas, hubo poco oxigeno

fotosintético debido a la baja tasa de esta via trofica que se dio en estos experimentos.

En los medios de melaza con purines (MP) y glucosa con purines (GP) se utilizé 109.0 ml/L de
purines para intentar remplazar el nitrégeno que da los 2 g/L de nitrato de potasio del medio tradicional
de fermento, alcanzando una concentracién de 400 mg/L de amonio y satisfaciendo 1.1 veces el nitrégeno
del medio tradicional de fermento con nitrato de potasio. EI amonio en estos medios (GP, MP) se
consumi6 completamente en mixotrofia y heterotrofia. Ya se ha comprobado la capacidad de Chlorella
vulgaris removiendo hasta 71.4 mg/L/dia de amonio con un cultivo domesticado y tolerando hasta 678
mg/L de amonio [98] superando los 184 mg/L donde la mayoria de las microalgas empiezan a tener
inhibicidn [66]. Aungue también se ha evidenciado que altas tasas de amonio se evapora en cultivos de
Chlorella, y que este se transforma en amoniaco libre, que significo ser el principal factor de estrés
afectando negativamente el crecimiento de microalgas y su fotosintesis [99], efecto que pudo ser

intensificado por el burbujeo empleado en los experimentos.
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Entonces, queda claro que durante estos experimentos las microalgas lograron aprovechar los
azucares de la melaza y el amonio de los purines como nutrientes para crecer, reduciendo la carga
contaminante de ambos subproductos y teniendo un efecto biorremediativo sobre ellos. Esto ya ha sido
comprobado en otras investigaciones donde microalgas Chlorella redujeron en cerca de un 60% la
demanda quimica de oxigeno, y compuestos amoniacales de medios nutritivos con melaza [100]. Pero
ahora queda contestar que tan adecuados son estos dos nutrientes para sustituir la glucosa y el nitrato de
potasio utilizado en los medios tradicionales en términos de crecimiento y acumulacion de clorofila en
las células y el cultivo, pues ambos ademas de ser buena fuente de nutrientes también tienen desventajas.
La opacidad de la melaza afecta la fotosintesis, y el amonio de los purines puede convertirse facilmente
en amoniaco y ser toxico para las microalgas, ademas de que en este caso particular se detectaron altas

concentraciones de cloro que afecta negativamente las microalgas (ver 2.9).

Con el experimento de duplicar la cantidad de luz sobre un cultivo con melaza y minerales (MM)
se puede entender cual es el efecto de la opacidad de la melaza sobre la clorofila en las células. Al duplicar
la cantidad de luz se logré incrementar la produccion de clorofila de 44.32 + 1.82 mg/L a 67.43 + 5.26
mg/L, pero no la de biomasa que al final se mantuvo igual entre ambos experimentos: 3.88 + 0.20 g/L
con una luz y 4.13 + 0.14 g/L con dos luces (ver 4.2.1). Por consecuente, lo Unico que se logrd fue
aumentar la clorofila en las células de 1.15% + 0.15 a 1.55 + 0.12. Cuando se usé el medio de melaza
con minerales (MM) en mixotrofia con una luz se obtuvo una concentracién menor de clorofila en células
a la alcanzada en heterotrofia con el mismo medio. Esto significa que la opacidad de la melaza afecta
tanto la fotosintesis como lo hizo tener el cultivo en oscuridad, y que al duplicar la cantidad de luz para
superar esto sigue sin ser suficiente para igualar el rendimiento obtenido en mixotrofia con el medio
nutritivo con glucosa y minerales (GM) el cual tiene una opacidad significativamente menor. Esto
también explica porque no hubo diferencia en la concentracion de clorofila en las células entre mixotrofia
y heterotrofia con el medio de melaza con minerales (MM), ademéas de que tampoco las hubo entre
mixotrofia y heterotrofia cuando se uso el medio de glucosa con minerales (GM), el cual tiene mucho
menos opacidad. Es decir, en mixotrofia, el nivel de autosombreo generado por las microalgas utilizando
un medio relativamente trasparente (GM) puede llegar a ser tan alto que repercuta, en términos de
clorofila en las células, igual que utilizar un medio con melaza (MM) el cual tiene una opacidad

significativamente mayor.

El nitrdgeno amoniacal de los purines pareciera ser menos adecuado que el nitrato de potasio del
medio de fermento, pues repercutio en la concentracion de clorofila en las células, lo cual es contrario a
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la teoria que dice que el amonio es mas facilmente metabolizable por las microalgas que el nitrato (ver
2.9). Es decir, en nitrégeno del nitrato de potasio estuvo mas disponible para sintetizas pigmentos
fotosintéticos (ver 2.5) que el amonio de los purines. Pues al utilizar el medio de melaza con purines
(MP) como en el de glucosa con purines (GP) las células tuvieron menor concentracion de clorofila que
las crecidas en medio de melaza con minerales (MM) tanto en mixotrofia y heterotrofia. Contrario a lo
que se esperaba inicialmente, que en el medio con glucosa y purines (GP), al eliminar la opacidad de la
melaza, hubiera mas concentracién de clorofila que en melaza con minerales (MM), pero al no suceder
asi, es muy probable entonces que los purines tuvieran mayor implicacion sobre la clorofila que la

melaza.

A este punto sabemos que las microalgas son capaces de absorber principalmente la glucosa y
sacarosa de la melaza, y que el amonio de los purines se removio por completo de los medios,
probablemente por absorcion del cultivo y por evaporacion en forma de amoniaco. también sabemos que
la melaza y los purines traen consigo una reduccién de la capacidad fotosintética de las microalgas. Pero
desde una perspectiva de produccion de biomasa y clorofila en el medio, a continuacion, se discute sobre
los rendimientos alcanzados con estos medios alternativos. Pero primero, es importante recordar que, al
sustituir la glucosa con melaza, y el nitrato con el amonio de los purines, no se estaba buscando
incrementa la tasa de crecimiento de la microalga, sino reducir los costos empleando y revalorizando

subproductos agricolas a la vez que se les reduce su carga contaminante.

Como se vio en la figura 9, en términos de biomasa y clorofila que se genera, bajo mixotrofia se
tiene mejor rendimiento que en heterotrofia para cada uno de los medios alternativos (MM, MP, GP).
Este es el mismo comportamiento observado con el medio tradicional de glucosa (GM). Ademas, como
era de esperar, utilizando el medio tradicional de glucosa con minerales (GM) se genera mas biomasa y
clorofila que con los tres medios alternativos evaluados (ver Tabla 5). En esta Tabla 7 se puede ver y
comparar los porcentajes de biomasa seca y clorofila alcanzados al utilizar los tres medios alternativos
con melaza y purines respecto al alcanzado cuando se utiliz6 el medio tradicional de glucosa y minerales
(GM) bajo cada ruta metabdlica. De los tres medios, con el que se obtuvo mejor rendimiento fue con el
de melaza con minerales tanto en mixotrofia como heterotrofia, alcanzando un 70.0% + 10.7% y 74.5%
+ 6.9% respectivamente de la biomasa alcanzada cuando se utilizo el medio de fermento. A pesar de que
se obtuvo la misma produccion de biomasa que cuando se utilizé el medio de glucosa con purines, se
dice que logré un mejor rendimiento porque alcanzé mayor cantidad de clorofila en el cultivo respecto a
lo alcanzado con los otros dos medios. Cuando se utilizé el melaza con minerales (MM) en mixotrofia
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se obtuvo un menor rendimiento de biomasa microalgal al final del experimento, y esto puede deberse
nuevamente al impacto de la opacidad de la melaza sobre la fotosintética en las microalgas, pues con este
medio se alcanzo solamente un 39.7% + 3.7% de la clorofila alcanzada cuando se utilizé el medio
tradicional de glucosa con minerales (GM) también en mixotrofia, lo que se traduce en menor capacidad

de producir energia por la via fotosinteética.

En la Figura 9 y en la Tabla 5 Porcentaje de biomasa microalgal seca y clorofila en el cultivo
alcanzado con los tres medios alternativos (MM, MP, GP) respecto al alcanzado con el medio tradicional
de glucosa y minerales (GM, 100%) para cada ruta metabolica. Se puede observar el comportamiento
que se ha explicado anteriormente; ninguno de los medios alternativos ofrecié un rendimiento tan bueno
como los alcanzados con el medio tradicional de fermento para ambas rutas tréficas evallas, pero
funcionaron principalmente para incrementar la biomasa como se muestra en las graficas de crecimiento
Figura 13y Figura 13. Es decir, si los carbohidratos de la melaza o el amonio de los purines no hubieran
sido metabolizables, no hubiera sucedido el crecimiento que ahi se comprobd. Evaluar el crecimiento
con estos medios tiene como fin ver cuél es la mejor forma para producir biomasa para una eventual
produccidén de hidrdégeno, y como se vera mas adelante, es necesario que esta crezca en oscuridad para
que se puedan activar los mecanismos de la hidrogenasa, enzima productora de hidrégeno. Lo que se
necesita es crecer cultivo en oscuridad, pero alcanzando la mayor concentracion de clorofila en las
células, por lo que el mejor medio sustituto para hacerlo es el de melaza con minerales como ya se vio
anteriormente. Los purines, aunque fueron fuente de nitrégeno para sostener un crecimiento, incluso con
glucosa se produjo menos clorofila, y ademéas que como se verd mas adelante, tienen un caracter toxico

en la produccion de hidrogeno.

5.3 Cuantificacion de la cantidad de hidrégeno producido por la microalga Chlorella vulgaris
G120 comparando medios tradicionales de laboratorio contra la melaza y los purines

porcinos como medio de crecimiento.

5.3.1 Aclimatacién del cultivo

Como se explico en 2.7 para que la microalga Chlorella vulgaris G120 produzca hidrégeno se
deben cumplir dos condiciones simultaneamente. La primera es que la hidrogenasa no se inhiba por el
oxigeno producido en la fotosintesis, por lo que es necesario condiciones anaerobicas, y la segunda que
el flujo de electrones del aparato fotosistema I no sea hacia el RuBisCo, como normalmente sucede para

la fijacion de COg, sino que hacia la hidrogenasa para que esta pueda ionizar protones de hidrégeno y
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producir Hz. El método de aclimatacién encontrado para promover estas condiciones fue crecer el cultivo
utilizar heterotréficamente, ya sea con fermento o melaza, por al menos 3 dias antes de iniciar la
produccidn de hidrogeno. En ocasiones los cultivos crecidos de esta manera llegaban a producir un olor
comunmente asociado a la fermentacion, por lo que se debia aumentar el oxigeno disuelto con agitacion
0 burbujeo para promover la respiracion en vez de la fermentacion. Una vez que se tiene suficiente
biomasa de microalgas aclimatada a la respiracion, se inicia la produccion de hidrégeno exponiendo
dicho cultivo a una intensidad de luz que promueva la fotosintesis a una tasa que compense la de
respiracion, buscando asi un maximo rendimiento de produccion de hidrogeno y un consumo total por

parte del mismo cultivo del oxigeno producido por la fotosintesis.

A pesar de que no se realiz6 un analisis genético de expresiones enzimaticas, que es la Unica
forma certera de asegurar que el proceso de aclimatacion encontrado promovié los metabolismos en las
celulas de la microalga para que alcanzara esas dos condiciones deseadas, a continuacién, se explica

porque muy probablemente si influyé para que asi sucediera.

Crecer el cultivo heterotroficamente obliga a las microalgas a obtener energia Unicamente por
glucolisis, lo que posiblemente las prepara para tener una tasa de respiracion suficientemente alta como
para consumir el oxigeno que se genera por la fotosintesis al iniciar la produccion de hidrégeno, logrando
la anaerobiosis necesaria. Las veces que se tomaba un cultivo mixotréfico o autotréfico para iniciar la
produccidn de hidrdgeno, posiblemente este no tenia una tasa de respiracion tan alta como para alcanzar

la anaerobiosis.

Respecto al RuBisCo, al someter el cultivo al crecimiento heterotréfico no hay fijacion de CO2
porque no hay fotosintesis, por lo que creemos que esta enzima pierde funcionalidad o se degrada,
evitando que haya flujo de electrones hacia los aparatos fotosintéticos cuando el cultivo se expone a la
luz para la produccion de hidrogeno. Pero el CO2 que el RuBisCo deja de fijar para iniciar el ciclo de
Calvin y posterior sintesis de glucosa se ve sustituido por el carbono organico de los carbohidratos

exogenos que las microalgas pueden metabolizar, y que también aprovechan para obtener energia.

5.3.2 Produccion de hidrogeno con la microalga Chlorella vulgaris G120

Vale la pena iniciar el analisis de los resultados obtenidos de produccion de hidrogeno discutiendo
el impacto negativo que significé emplear purines como fuente de nitrogeno en estos experimentos.
Como ya se vio anteriormente, el cultivo puede crecer en un medio con purines, y producir biomasa.

Contrario a lo que sucedié en los experimentos con hidrogeno, donde luego de multiples pruebas, se
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comprobo que, bajo ninguna de las concentraciones de purines empleada en el medio, las microalgas
lograron sobrevivir las primeras 24 horas. Es decir, los purines podrian funcionar para la fase de
produccién de biomasa, pero no para la reproduccion de hidrégeno, y la Unica diferencia entre ambos
experimentos era que, en los experimentos de crecimiento, los gases producidos podian escapar a la
atmosfera, mientras que en los experimentos de produccién de hidrégeno no. No se realiz6 ningln
experimento o prueba que demostrara contundentemente el porqué de este comportamiento, pero se

pueden realizar las siguientes suposiciones fundamentadas en informacion bibliografica.

Se sospecha de dos componentes presentes en los purines como causa de la muerte de las
microalgas en estos experimentos, primero el amoniaco que se pudo producir a partir del amonio y del
cloro. Como ya se vio en 2.9 el amoniaco es tdxico para las microalgas, al igual que el cloro a
concentraciones mayores a 0.25 mg/L de hipoclorito. Al finalizar los experimentos, el pH en todas las
botellas era mayor a 10 debido al CO2 por lo que probablemente el amonio se habia convertido en
amoniaco acuoso. Por otro lado, al revisar los analisis de aniones que se les hizo a los purines, se detectd
2.6 g/L de ion cloruro, lo que indica que habia una cantidad de hipoclorito muchisimo mayor a la que
estas microalgas son capaces de soportar. Una posible explicacion de porque estos factores mortales para
las microalgas no tuvieron tanto peso en los experimentos de crecimiento, es que en estos se realizaba
burbujeo en el medio, y esto pudo favorecer el escape en forma de biogas cloro y amoniaco gaseoso estos
dos componentes toxicos permitiendo la supervivencia. Este burbujeo no se realizé en los experimentos
de hidrégeno porque se busca alcanzar condiciones anaerdbicas, ademas de tener un volumen de gas

controlado y completamente destinado a almacenar el biogés producido.

5.3.3 Volumen y concentracion de hidrégeno del biogas producido

Con el medio de melaza con purines (MP) no se produjo biogas ni hidrégeno como se explicd
anteriormente en 5.3.2. Con el medio tradicional de fermento (GM) se produjo cerca del doble de biogas
que con el medio sustituto de melaza con minerales (MM), y ademas con mucha mayor concentracion
de hidrégeno. Con el fermento (GM) se produjo 966.7 mL + 38 mL de biogas, del cual 190 mL + 13 mL
eran de hidrogeno (19.6% de pureza), obteniendo un rendimiento de 1.07 mg = 0.07 mg de hidrogeno
por gramo de glucosa empleado en el medio. Con el medio sustituto de melaza (MM) se produjo 450.0
mL + 23.0 mL de biogas, del cual 50.0 mL + 3.0 mL eran de hidrdégeno (11.1% de pureza), obteniendo

un rendimiento de 0.12 mg + 0.007 mg de hidrégeno por gramo de melaza empleado en el medio.
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Como se esperaba, el medio nutritivo de fermento (GM) tuvo mejor rendimiento que el de melaza
(MM), a pesar de que tenian la misma concentracion de azlcares. No se realizaron pruebas que
determinaran contundentemente a que se debi¢ esta diferencia, pero con base a los analisis de resultados
que se han realizado, hay supuestos que pueden explicar este fendmeno. El primero es la opacidad de la
melaza que reduce la capacidad fotosintética de las microalgas, como se explico en 4.2.1, y el otro factor
puede ser la calidad de la sacarosa y fructosa respecto a la glucosa como fuente de carbohidratos. Tener
mayor capacidad fotosintética permite a las microalgas inyectar mas electrones desde los fotosistemas

hacia la hidrogenasa.

Tras varios experimentos realizados con Chlorella vulgaris se ha encontrado que un factor clave
en la produccion de hidrogeno es controlar el pH en 8 [101], y este fue un factor que pudo repercutir
negativamente en la produccién de hidrdégeno en esta investigacion tanto cuando se utilizé el medio
tradicional de glucosa con minerales (GM) como el medio alternativo de melaza con minerales (MM).
Al inicio de los experimentos se fijé el pH de ambos medios en 6.2, pero al final de las pruebas tras medir
el pH de las seis botellas se encontr6 que este era mayor a 10. Debido a lo complejo que hubiera sido la
evaluacion y control del pH en el sistema experimental que se genero para estas pruebas, este factor se
no fue controlado durante las corridas, y el pH tuvo ese incremento muy probablemente debido al COzy
moléculas organicas producidas por las microalgas.

Otro factor que pudo repercutir en la produccién de hidrégeno fue la inhibicidn de la hidrogenasa
por el oxigeno presente en el medio producto de la fotosintesis de las mismas microalgas. El cultivo muy
probablemente realiz6 respiracion y consumi6 gran parte del oxigeno producto de la fotosintesis, pero
no hubo forma de medir su concentracion durante las pruebas ni de instalar otro mecanismo para
consumirlo. En otras investigaciones se han alcanzado mejores rendimientos de hidrégeno producido por
Chlorella vulgaris cepa CCALA256 en autotrofia pura (1 246 ml Ho/L) durante seis dias [102], que los
obtenidos en esta investigacion durante el mismo periodo en mixotrofia, pero utilizando un cocultivo de
bacterias junto a las microalgas para que estas consuman el oxigeno disuelto. Aunque ni las condiciones
de cultivo, ni los medios nutritivos son comparables, es importante ser critico de la motivacion de esta
investigacion de evaluar la mixotrofia como mecanismo de remocién de oxigeno para sostener la
produccién de hidrogeno evitando la inhibicion de la hidrogenasa. En el caso de utilizar un cocultivo en
autotrofia pura, como se hizo en esa investigacion, se estd ahorrando insumos de carbohidratos, pero
vuelve el sistema mas dependiente de la luz, limitandolo al punto de inhibicidn por el autosombreo como
se vio en la primera seccion de esta investigacion.
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Igualmente, en otra investigacion se alcanzaron, tras 8 dias, mejores rendimientos de hidrégeno
producido en autotrofia (896 ml Hz) y heterotrofia (405 ml Hy) [90] utilizando la misma cepa G-120 de
Chlorella vulgaris usada en esta investigacion. Aunque, igualmente las condiciones de medio nutritivo
y experimentales a nivel de reactores no son comparables con las de esta investigacion, ellos concluyen
que con esta cepa se podrian obtener buenos resultados mixotrofia [103], pero esto no se pudo comprobar
en esta investigacion. Esto permite reevaluar los resultados de rendimiento de hidrégeno generado en
esta investigacion, donde tedricamente se esperaba una produccion mayor a la alcanzada. Una causa de
esto pudo ser las condiciones experimentales en términos de biorreactores y mecanismos de traslado y

andlisis del biogas, donde se pudo perder pureza del biogas subestimandola en las mediciones.

Un aporte de esta investigacion que podria ser innovador para la produccion de hidrégeno es el
mecanismo de agitacion utilizado. Este al ser horizontal por la accion del agitador tipo orbital, generaba
una especie de “oleaje” sobre el medio de cultivo de cada biorreactor, y al “romper” estas “olas” se
incrementaba el intercambio gaseoso entre la fase liquida y la fase gaseosa fomentando la remocién de
hidrogeno, factor necesario para incrementar la produccion de este metabolito. Esto podria servir de
inspiracion para el disefio de agitadores que no necesariamente sean horizontales, sino también verticales

pero que busquen romper la tension superficial de la fase liquida para obtener este beneficio.

Aunque los rendimientos de hidrdégeno obtenidos estuvieron por debajo de lo esperado, es
importante rescatar que por esta investigacion se logré por primera vez en Costa Rica producir hidrogeno
por medio de microalgas. Y todo eso utilizando biorreactores no especializados de construccion propia,
y, ademas, evaluando la melaza de cafia de azcar como fuente de carbohidratos. De esta investigacion
surgen muchas recomendaciones para favorecer los rendimientos y promover la continuidad de la

exploracion de esta tecnologia.
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6 CONCLUSIONES
Esta investigacion demuestra como, con enfoques de economia circular propios de la ingenieria
en biosistemas, se pudo integrar la revalorizacién y saneamiento de subproductos agricolas desde el inicio

del desarrollo de nuevas tecnologias bioenergéticas.

6.1 Determinar bajo cual ruta nutritiva (autotrofia, heterotrofia o mixotrofia) la microalga
Chlorella vulgaris G120 tiene un mejor crecimiento utilizando medios nutritivos tradicionales

de laboratorio

La microalga Chlorella vulgaris G120 logré una mayor concentracién de clorofila en las células
en autotrofia. Pero en mixotrofia se produjo més biomasa microalgal y clorofila en el cultivo. En
heterotrofia la biomasa alcanzada no estuvo tan lejos de alcanzar la obtenida en mixotrofia, pero si fue

mucho mayor a la obtenida en autotrofia.

El bajo rendimiento de biomasa en autotrofia se pudo deber al fendmeno de autosombreo, donde
la densidad de células de microalgas que se alcanzé limit6 el adecuado ingreso de luz al cultivo. En
autotrofia, la luz es la unica fuente energética para el crecimiento, como esta se limito, lo hizo entonces

también la produccién de biomasa microalgal.

La mixotrofia permitié reducir significativamente el efecto negativo del autosombreo,
permitiendo que se produjera mas biomasa microalgal incluso sobre el nivel de densidad en la que se
detuvo el crecimiento en autotrofia. Esto porque las microalgas empezaron a utilizar la glucosa como
fuente energética alterna cuando estuvieron en zonas de iluminacién limitada, lo que permitié una
produccion mas sostenida de biomasa. Esto permite evaluar los biorreactores de crecimiento biomasico
microalgal, donde evitar zonas oscuras puede ser sustituido por agregar carbohidratos como fuente

alterna de energia.

En heterotrofia, utilizar la glucosa como fuente energética para el crecimiento causé un mayor
rendimiento biomasico que utilizar solamente la luz como fuente energética en el cultivo autotréfico.
Esto permitié seguir a la siguiente fase, donde la opacidad de la melaza por evaluar podia representar

una seria limitante al crecimiento al evitar el ingreso de luz al cultivo.

La microalga Chlorella vulgaris G120 puede aclimatarse facilmente entre autotrofia, heterotrofia
y mixotrofia. Eso quedo reflejado en los cambios de concentracion de clorofila en las células de las

pruebas en mixotrofia.
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6.2 Evaluar agua de descarga de una chanchera, como fuente de nutrientes, y melaza de cafia de
azucar, como fuente de carbohidratos, para produccion de biomasa de la microalga Chlorella
vulgaris G120 en mixotrofia y heterotrofia, y evaluar reduccion compuestos nitrogenados y

azucares como parametros biorremediativos.

Lamelaza de cafia es una opcion aceptable como alternativa a la glucosa, pues sus azucares fueron
aprovechados como fuente energética por las microalgas para crecer. Pero no se alcanzaron los mismos
rendimientos que los obtenidos cuando se utilizd medio tradicional con glucosa, tanto en mixotrofia como
heterotrofia. El color de la melaza provoca que la luz no llegue adecuadamente a las células, impactando
sobre la acumulacién de clorofila en estas. Se puede decir que el aporte energético de la fotosintesis en

el crecimiento del cultivo cuando se us6 un medio con melaza es muy reducido.

Los purines porcinos evaluados no fueron un buen sustituto del nitrato de potasio comercial,
incluso al ofrecer una buena cantidad de nitrdgeno metabolizable. Se cree que esto pudo ser
principalmente por la alta concentracion de cloro que tenian y afectaba directamente la supervivencia de
las microalgas, aunque también pudo ser por la formacion de amoniaco que es igualmente toxico. Se vio

una relacion entre el uso de estos purines y bajos niveles de clorofila en las células.

Los compuestos nitrogenados de los purines se removieron completamente tras los experimentos,
igualmente los azucares de la melaza, a excepcion de la fructosa en algunas ocasiones. Esto significa que
el crecimiento de esta microalga sobre estos subproductos agricolas reduce su carga contaminante y

tienen un efecto biorremediativo sobre ellos.

El medio alternativo que mejor rendimiento tuvo fue el de melaza, pero con los minerales
tradicionales, pues produjo mas clorofila que los otros dos medios con purines, y mas biomasa que el
medio de melaza con purines. Como se debe crecer las microalgas en oscuridad para la produccién de

hidrogeno, este es un buen candidato para hacerlo.

6.3 Cuantificar la cantidad de hidrégeno producido por la microalga Chlorella vulgaris G120
comparando medios tradicionales de laboratorio contra la melaza y el agua porcina como

medio de crecimiento.

Se logré producir hidrégeno aprovechando el metabolismo de la Chlorella vulgaris G120,
utilizando tanto la glucosa comercial como la melaza de cafia. Los purines afectaron negativamente la
producciéon de hidrogeno, posiblemente por la alta concentracion de cloro que tenian y por la

trasformacidn de amonio en amoniaco que no pudo escapar del reactor.
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Se produjo méas volumen de biogés y con mayor pureza de hidrégeno cuando se uso el medio
tradicional de glucosa con minerales que con el medio alternativo de melaza con minerales, muy
posiblemente debido a la opacidad de la melaza, la cual reduce la tasa fotosintética de las microalgas y

por lo tanto el flujo de electrones desde los fotosistemas hacia la hidrogenasa.

Lograr producir hidrogeno a base de los azucares residuales de la melaza significa que se pueden
aprovechar y trasformar su energia quimica en un biocombustible gaseoso utilizando los procesos

metabolicos de la microalga Chlorella vulgaris G120.

A pesar de que se esperaban mejores rendimientos de pureza de hidrogeno, haber logrado producir
hidrogeno por primera vez en Costa Rica aprovechando el metabolismo de microalgas, y demas
creciendo en subproductos agricolas utilizando biorreactores no especializados construidos a mano fue

un importante primer paso en el desarrollo de esta emergente tecnologia.
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7 RECOMEDACIONES

Estudiar la sinergia que la Chlorella vulgaris puede tener con bacterias y hongos para aprovechar
aun mas los nutrientes disponibles en aguas residuales agricolas ricas en azucares como la melaza de
cafia [104], y como estos otros microorganismos pueden ayudar a consumir mas rapidamente el oxigeno

evitando la inhibicidn de la hidrogenasa [105].

Evaluar otros subproductos agricolas como fuente de fésforo como alternativa al fosfato de
potasio. lgualmente, evaluar otros subproductos ricos en azlcares pero que tengan menos opacidad, para
que no se vea afectada la fotosintesis de las microalgas. Utilizar purines como fuente de nitrégeno, pero
tomados directamente a la salida de un biodigestor y de un sistema productivo donde la carga de cloro

sea menor, pues este afecta tanto el crecimiento como la produccion de hidrégeno.

Evaluar la capacidad de la microalga de producir hidrdégeno en heterotrofia con el mismo medio
de melaza con minerales, para evaluar a mayor profundidad el impacto de la opacidad de la melaza sobre

la fotosintesis del cultivo.

Evaluar la biomasa resultante de los procesos de crecimiento microalgal y de produccion de

biogas como biofertilizante o biomasa para otro tipo de tecnologia bioenergética.

Replicar los experimentos de produccion de hidrégeno, pero con temperatura 'y pH controlados,
para promover el crecimiento y evitar que el amonio de los purines se convierta rapidamente en amoniaco

respectivamente, buscando un mayor rendimiento de produccién de biogas.

Evaluar sistemas de escalamiento de la tecnologia hacia el nivel industrial y evaluar la
rentabilidad técnica y financiera. Todo esto considerando los usos en los que ya se utiliza la melaza de

cafia y los purines porcinos.

Realizar un balance energético entre la energia requerida en agitacion, iluminacion y control de
otras variables para el crecimiento y produccion de hidrégeno y la energia liberada en forma de

biohidrégeno, tanto a escala de laboratorio como a una eventual escala industrial.

Realizar un analisis de acidos volatiles y otros compuestos quimicos a la melaza antes de los
experimentos para descartar o identificar posibles interferencias con los resultados de metabolitos

resultantes luego de las pruebas.
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9 APENDICE

9.1 Desarrollo de la ecuacion 6 y 7 para determinar cantidad de melaza y amonio a utilizar en

los medios alternativos de melaza con purines (MP) y glucosa con purines (GP).

Se consideran los siguientes valores de concentracion para la fructosa, glucosa y sacarosa que
serian 8.8 g, 5.07 g y 28.8 g por cada 100 g de melaza respectivamente, valores obtenidos de los analisis
de azucares del CIA. Sustituyendo en la ecuacion 6 se obtiene que se requieren 23.4 g de melaza por litro
de medio preparar para tener los 10 g de glucosa equivalente que tiene el medio tradicional, como se

muestra a continuacion:

10 gglucosa
L Imelaza
M = — 23.4 Imelaza
(0.228 gsacﬂ) n (0_0507 M) " <0.088 gfructosa) I
Imelaza melaza Imelaza

A continuacion, se muestra los resultados de aniones realizado en el laboratorio de EIB para

conocer el valor de amonio presente en los purines porcinos:

Esta muestra se diluyd en un factor de 20 para que los compuestos medidos estuvieran dentro del
rango de la curva de calibracion, por lo que el resultado de 184.634 ppm representa los 3692.7 mg/L de
amonio en los purines. Como se consider6 utilizar el limite téxico de 400 mg/L de amonio, eso se logra

diluyendo 108 ml de purines por litro de medio, como se muestra:

m ,
mlpurines _ 1000 = 400%

lagua 3692.68 —-Jamonio

108

Con esa cantidad de purines, la ecuacion 7 queda de la siguiente manera, donde se puede ver que
se satisface 1.1 veces la cantidad de nitrdgeno con 108 ml de purines por litro de agua que ofrecen los

2000 mg de nitrato por litro de agua que ofrece el medio tradicional:
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1.1

108 mlpurines . " mol

lagua

9
14 mol % 2000 mgn;’trato

101.10-L.
mol

9.2 Resultados del ANOVA con InfoStat. Clorofila para crecimiento con medios tradicionales.

Analisis de la wvarianza

Variable N R* R* Aj CV
Clorofila total (mg/l) 54 0.99% 0.99 7.81
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor

Modelo 55615.07 17 3271.47 245.86 <0.0001
RutaMetabolica 506.13 2 253.06 15.02 <0.0001
Tiempo (h) 41288.32 5 8257.66 620.595 <0.0001
RutaMetabolica*Tiempo (h) 13820.62 10 1382.06 103.87 <0.0001
Error 475.02 36 13.31
Total 56094.05 53

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.

Error: 13.3061 gl: 36

97207

RutaMetabolica Medias n E.E.
Heterotrofia 43.09 18 0.86 a
Autotrofia 46.46 18 0.86 B
Mixotrofia 50.58 18 0.86 c

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.17346

Error: 13.3061 gl: 36

Tiempo (h) Medias n E.E.

0 5.70 9 1.22

24 15.19 S 1.22 B

48 40.21 9 1.22 c

72 59.48 9 1.22 D

1 7E.76 9 1.22 E
120 78.55 5 1.22 E

Medias con una letra comin

no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMs=11.

Error: 13.3061 gl: 36

16998

RutaMetabolica Tiempo (h) Medias n E.E.

Autotrofia 0 1.10 3 2.11 a

Mixotrofia 0 2.13 3 2.11 a

Mixotrofia 24 5.99 3 2.11 a B

Autotrofia 24 11.63 3 2.11 2 B ©C
Heterotrofia 0 13.86 3 2.11 B C

Mixotrofia 48 22.03 3 2.11 c
Heterotrofia 24 39.95 3 2.11 D
Autotrofia 48 48.37 3 2.11 D E
Heterotrofia 48 50.22 3 2.11 D E
Heterotrofia 120 51.51 3 2.11 E
Heterotrofia Sée S1.51 3 2.11 E
Heterotrofia 72 51.51 3 2.11 E
Mixotrofia 72 56.32 3 2.11 E
Autotrofia 72 70.60 3 2.11 F
Autotrofia S6 73.55 3 2.11 F
Autotrofia 120 73.55 3 2.11 F
Mixotrofia 96 105.22 3 2.11 G
Mixotrofia 120 111.80 3 2.11 G

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Analisis de la varianza

Variable N

R:

R* A7

CVv

Biomasa base seca (g/l) 54

0.99

0.99% 7.10

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. ScC gl CM F p-valor
Modelo 217.85 17 12.81 368.25 <0.0001
RutaMetabolica 54.76 2 47.38B 13€1.54 <0.0001
Tiempo (h) B3.65 5 1€.73 480.78 <0.0001
RutaMetabolica*Tiempo (h) 39.44 10 3.94 113.33 <0.0001
Error 1.25 36 0.03
Total 215.10 53
Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.15199
Error: 0.0348 gl: 36
RutaMetabolica Msdias n E.E.
Autotrofia 0.76 18 0.04 A
Heterotrofia 3.47 18 0.04 B
Mixotrofia 3.66 18 0.04 c

Medias con una letra comin no son

significativamente difersntes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.26457
Error: 0.0348 gl: 36

Tiempo (h) Medias n E.E.

] 0.47 9 0.06 A

24 1.41 9% 0.0e B

48 2.97 9 0.06 c

956 3.58 9 0.06 D
120 3.62 9 0.06 D
72 3.69 5 0.06 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.3 Resultados del ANOVA con InfoStat. Peso seco para crecimiento con medios tradicionales
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.57122
Error: 0.0348 gl: 36

RutaMetabolica Tiempo (h) Medias n  E.E.

Autotrofia 0 0.14 3 0.11 a

Mixotrofia 0 0.16 3 0.11 a

Autotrofia 24 0.41 3 0.11 2 B

Mixotrofia 24 0.77 3 0.11 B C
Autotrofia 48 0.88 3 0.11 B C
Autotrofia 72 1.01 3 0.11 c
Autotrofia 96 1.05 3 0.11 c
Autotrofia 120 1.05 3 0.11 c
Heterotrofia 0 1.12 3 0.11 c
Heterotrofia 24 3.05 3 0.11 D
Heterotrofia 48 3.95 3 0.11 E
Mixotrofia 48 4.10 3 0.11 E
Heterotrofia 72 4.23 3 0.11 E
Heterotrofia 956 4.23 3 0.11 E
Heterotrofia 120 4.23 3 0.11 E
Mixotrofia 96 5.48 3 0.11 F
Mixotrofia 120 5.59 3 0.11 F
Mixotrofia 72 5.85 3 0.11 F

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.4 Resultados del ANOVA con InfoStat. Concentracion de clorofila respecto al peso seco para

crecimiento con medios tradicionales

Analisis de la wvarianza

Variable N R* R® A CV
Porcentaje de clorofila (%.. 54 0.98 0.97 16.08

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 0.03 17 1.7E-03 55.64 <0.0001
RutaMetabolica 0.02 2 0.01 518.30 <0.0001
Tiempo (h) 3.9E-03 5 7.BE-04 47.06 <0.0001
RutaMetabolica*Tiempo (h) 0.01 10 7.0E-04 42.19% <0.0001
Error 6.0E-04 3¢ 1.7E-05
Total 0.03 53

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00332
Error: 0.0000 gl: 36
RutaMetabolica Medias n E.E.

Heterotrofia 0.01 18 9.6E-04 A
Mixotrofia 0.01 18 9.€E-04 2
Autotrofia 0.05 18 S.6E-04 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00577
Error: 0.0000 gl: 36
Tiempo (h) Medias n E.E.

0 0.01 S 1.4E-03 A

24 0.02 9 1.4E-03 2

48 0.02 9 1.4E-03 B

72 0.03 S 1.4E-03 c
96 0.03 S 1.4E-03 c
120 0.03 5 1.4E-03 c

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.01246
Error: 0.0000 gl: 36
RutaMetabolica Tiempo (h) Medias n E.E.

Mixotrofia 48 0.01 3 2.3E-03 A

Mixotrofia 24 0.01 3 2.3E-03 A B
Autotrofia 0 0.01 3 2.3E-03 A B
Mixotrofia 72 0.01 3 2.3E-03 A B
Heterotrofia 96 0.01 3 2.3E-03 A B
Heterotrofia 120 0.01 3 2.3E-03 A B
Heterotrofia 72 0.01 3 2.3E-03 A B
Heterotrofia 0 0.01 3 2.3E-03 A B
Heterotrofia 48 0.01 3 2.3E-03 A B
Heterotrofia 24 0.01 3 2.3E-03 A B
Mixotrofia V] 0.02 3 2.3E-03 A B
Mixotrofia 96 0.02 3 2.3E-03 B C
Mixotrofia 120 0.02 3 2.3E-03 B C
Autotrofia 24 0.03 3 2.3E-03 c
Autotrofia 48 0.06 3 2.3E-03 D
Butotrofia 96 0.07 3 2.3E-03 E
Autotrofia 120 0.07 3 2.3E-03 E
Autotrofia 72 0.07 3 2.3E-03 E

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

9.5 Resultados del ANOVA con InfoStat. Clorofila, peso seco y porcentaje de clorofila respecto

al peso seco en ultimo dia de cada experimento para crecimiento con medio de fermento y

medios sustitutos con melaza y purines, en mixotrofia y heterotrofia.

Analisis de la varianza

Variable N R®* R® Aj CW
Clorofila 24 1.00 1.00 5.14

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl M F p-valor
Modelo 21294.33 7 3042.05 733.67 <0.0001
Experimento 21294.33 7 3042.05 733.67 <0.0001
Error 66.34 16 4.15

Total 21360.67 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=5.75614
Error: 4.1463 gl: 16

Experimento Medias n E.E.
Het.Melaza.Purines 15.61 3 1.18 A
Het.Glucosa.Purines 18.21 3 1.18 A B
Mix.Melaza.Purines 2l1.46 3 1.18 B
Mix.Glucosa.Purines 22.62 3 1.18 B
Het.Melaza.Mineral 31.17 3 1.18 C
Mix.Melaza.Mineral 44,32 3 1.18 D
Het.Glucosa.Minerales 51.51 3 1.18 E
Mix.Glucosa.Minerales 111.80 3 1.18 F

Msdias con una letra comiin no son

By
|

gnificativaments diferentes (p > 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable N R®* R A CW
Biomasa base seca 24 0.98 0.97 4.48

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 19.75 7 2.82 108.09 <0.0001
Experimento 19.75 7 2.82 108.09 <0.0001
Error 0.42 16 0.03

Total 20.17 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.45675
Error: 0.0261 gl: 16

Experimento Medias n E.E.
Het.Melaza.Purines 2.50 3 0.09 A
Het.Glucosa.Purines 2,83 3 0.092A B
Het.Melaza.Mineral 3.14 3 0.0%9 B C
Mix.Melaza.Purines 3.24 3 0.0%9 B C
Mix.Glucosa.Purines 3.46 3 0.0%9 cC D
Mix.Melaza.Mineral 3.88 3 0.0%9 D E
Het.Glucosa.Minerales 4.23 3 0.0%9 E

Mix.Glucosa.Minerales 5.59 3 0.0% F

Msdias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Analisis de la wvarianza

Variable N R* R® Aj CW
Porcentaje de clorofila 24 0.98 0.97 7.87

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. 5C gl M F p-valor
Modelo 4.7E-04 7 6.8E-05 110.70 <0.0001
Experimento 4.7E-04 7 6.8E-05 110.70 <0.0001
Error 9.8E-06 16 6.1E-07

Total 4.8E-04 23

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00221
Error: 0.0000 gl: 16

Experimento Medias n E.E.
Het.Melaza.Purines 0.01 3 4.5E-04 A
Het.Glucosa.Purines 0.01 3 4.5E-04 2
Mix.Glucosa.Purines 0.01 3 4.5E-04 &
Mix.Melaza,Purines 0.01 3 4.5E-04 2
Het.Melaza.Mineral 0.01 3 4.5E-04 B
Mix.Melaza.Mineral 0.01 3 4.5E-04 B C
Het.Glucosa.Minerales 0.01 3 4.5E-04 C
Mix.Glucosa.Minerales 0.02 3 4.5E-04 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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9.6 Resultados del ANOVA con InfoStat. Clorofila, peso seco y porcentaje de clorofila respecto
al peso seco durante todos los dias de cada experimento para crecimiento con medios

sustitutos con melaza y purines, en mixotrofia.
Analisis de la varianza

Variable N R®# R® Aj CW
Clorofila 54 0.99 0.99 5,52

Cnadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl cM F p-valor
Modelo 5875.34 17 345.61 222.57 <0.0001
Tiempo 2865.30 5 573.06 369.05 <0.0001
Experimento 1837.60 2 918.80 591.71 <0.0001
Tiempo*Experimento 1172.44 10 117.24 75.51 <0.0001
Error 55.90 36 1.55
Total 5931.24 53

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=1.76730
Error: 1.5528 gl: 36
Tiempo Medias n E.E.

0 9.69 9 0.42 A

24 16.25 9 0.42 B

48 24.01 9 0.42 c

72 26.44 9 0.42 D
120 29.47 9 0.42 E
96 29.45 9 0.42 E

M=dias con una letra comin no son significativamente difer=ntes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.01528
Error: 1.5528 gl: 36

Experimento Medias n E.E.
Mix.Glucosa,.Purines 18.18 18 0.2
0.2
0.2

Mix.Melaza.Purines 18.6%9 18
Mix.Melaza.Mineral 30.80 18 B
M=dias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

S A
S A
9
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Analisis de la varianza

Variable N R* R* A3 CWV
Biomasa base seca 54 0.98 0.97 5.74

Cuonadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 39.19 17 2.31 8%9.82 <0.0001
Tiempo 35.95 5 7.19 280.16 <0.0001
Experimento 0.5¢ 2 0.28 10.96 0.0002
Tiempo*Experimento 2.68 10 0.27 10.43 <0.0001
Error 0.92 36 0.03
Total 40.12 53

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.22721
Error: 0.0257 gl: 38

Tiempo Mediaz n E.E.

0 1.17 9 0.05 &

24 2.51 9 0.05 B

48 2.75 9 0.05 cC

72 3.28 9 0.05 D

96 3.50 & 0.05 D E
120 3.53 9 0.05 E

Mesdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p » 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.13053
Error: 0.0257 gl: 36
Experimento Medias n E.E.
Mix.Glucosa.Purines 2.67 18 0.04 A
Mix.Melaza.Purines 2.77 18 0.04 A
Mix.Melaza.Mineral 2.92 18 0.04 B
Madias con una letra comin no son significativaments diferentes (p > 0.05)

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=3.81576
Error: 1.5528 gl: 36

Tiempo Experimento Medias n E.E.

o} Mix.Glucosa.Purines §.45 3 0.72 A

1} Mix.Melaza.Mineral 9.74 3 0.72 A

0 Mix.Melaza.Purines 10.88 3 0.72 A

24 Mix.Glucosa.Purines 14.97 3 0.72 B

24 Mix.Melaza.Mineral 15.24 3 0.72 B

48 Mix.Melaza.Purines 17.9% 3 0.72 B C

48 Mix.Glucosa.Purines 18.19 3 0.72 B C

24 Mix.Melaza.Purines 18.54 3 0.72 B C D

56 Mix.Melaza.Purines 21.46 3 0.72 C D E

120 Mix.Melaza.Purines 21.46 3 0.72 C D E

72 Mix.Melaza.Purines 21.80 3 0.72 C D E

T2 Mix.Glucosa.Purines 22.24 3 0.72 D E

S6 Mix.Glucosa.Purines 22.62 3 0.72 E

120 Mix.Glucosa.Purines 22.62 3 0.72 E

72 Mix.Melaza.Mineral 35.28 3 0.72 F

48 Mix.Melaza.Mineral 35.84 3 0.72 F
120 Mix.Melaza.Mineral 44.32 3 0.72 G
96 Mix.Melaza.Mineral 44.38 3 0.72 G

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.49058
Error: 0.0257 gl: 36

Tiempo Experimento Medias n E.E.

] Mix.Melaza.Mineral 0.83 3 0.08% A

Q Mix.Glucosa.Purines 1.17 3 0.0 A B

Q Mix.Melaza.Purines 1.51 3 0.0%8 B

24 Mix.Glucosa.Purines 2.20 3 0.09 c

48 Mix.Glucosa.Purines 2.35 3 0.08 cC D

24 Mix.Melaza.Mineral 2.61 3 0.08 C D E

24 Mix.Melaza.Purines 2.73 3 0.0% D E F

48 Mix.Melaza.Purines 2.83 3 0.09 D E F G

48 Mix.Melaza.Mineral 3.08 3 0.08 E F G H

72 Mix.Melaza.Purines 3.10 3 0.08 F G H

-1 Mix.Melaza.Purines 3.24 3 0.0%8 G H

120 Mix.Melaza.Purines 3.24 3 0.09 G H

72 Mix.Melaza.Mineral 3.34 3 0.08 H I

72 Mix.Glucosa.Purines 3.41 3 0.08 H I J
120 Mix.Glucosa.Purines 3.46 3 0.0%8 H I J
96 Mix.Glucosa.Purines 3.46 3 0.09 H I J
96 Mix.Melaza.Mineral 3.80 3 0.08 I J
120 Mix.Melaza.Mineral 3.88 3 0.08 J

Medias cor una letra comin no son significativamente difsrentes (p > 0.05)

9.7 Resultados del ANOVA con InfoStat. Clorofila y peso seco durante todos los dias de cada
experimento para crecimiento con medio de fermento y medios sustitutos con melaza y

purines, en heterotrofia.

Analisis de la varianza

Variable N R* R® A3 CWV
Clorofila 54 0.87 0.%5 8.28

Conadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 2325.15 17 136.77 6€4.93 <0.0001
Tiempo 1054.45 5 210.89 100.11 <0.0001
Experimento €27.97 2 313.98 149.05 <0.0001
Tiempo*Experimento 6€42.73 10 64.27 30.51 <0.0001
Error 75.84 36 2.11
Total 2400.98 53

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.05847
Error: 2.1066 gl: 36
Tiempo Medias n E.E.

0 .57 9 0.48 A

24 14.28 9 0.48 B

43 17.43 9 0.48 [

72 20.54 9 0.48 D
120 2l.66 9 0.48 D
96 2l.66 9 0.48 D

Mesdias con una letra comin no son significativamentes difsrentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=1.18256
Error: 2.1066 gl: 36
Experimento Medias n E.E.
Het.Melaza.Purines 14.99 18 0.34 A
Het.Glucosa.Purines 15.24 18 0.34 A
Het.Melaza.Mineral 22.34 18 0.34 B
Msdias con una lstra comin no son significativaments difsrentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=4.44443

Error: 2.1066 gl: 36

Tiempo Experimento Medias n E.E.

a Het.Glucosa.Purines 8.45 3 0.84 A

0 Het.Melaza.Purines 10.03 3 0.84 A B

0 Het.Melaza.Mineral 10.22 3 0.84 A B

24 Het.Melaza.Mineral l12.66 3 0.84 A B C

24 Het.Glucosa.Purines 13.70 3 0.84 B C

56 Het.Melaza.Purines 15.61 3 0.84 c D

T2 Het.Melaza.Purines 15.61 3 0.84 c D
120 Het.Melaza.Purines 15.61 3 0.84 cC D

72 Het.Glucosa.Purines 16.06 3 0.84 cC D

24 Het.Melaza.Purines 16.47 3 0.84 c D

48 Het.Melaza.Purines l6.61 3 0.84 cC D

48 Het.Glucosa.Purines 16.79% 3 0.84 c D
120 Het.Glucosa.Purines 18.21 3 0.84 D

=1 Het.Glucosa.Purines 18.21 3 0.84 D

48 Het.Melaza.Mineral 18.90 3 0.84 D

T2 Het.Melaza.Mineral 29.95 3 0.84 E
56 Het.Melaza.Mineral 31.17 3 0.84 E
120 Het.Melaza.Mineral 31.17 3 0.84 E

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Analisis de la varianza

Variable N R®* R® A3 CV
Biomasa base seca 54 0.93 0.90 10.&62

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sC gl CM F p-valor
Modelo 27.32 17 1.€1 28.38 <0.0001
Tiempo 25.16 5 5.03 88.87 <0.0001
Experimento 0.24 2 0.12 2.09 0.1382
Tiempo*Experimento 1.9%2 10 0.1% 3.40 0.0033
Error 2.04 36 0.06
Total 29.36 53

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.33750
Error: 0.0566 gl: 36
Tiempo Medias n E.E.

0 1.09 9 0.08 A

24 1.53 9 0.08 B

48 2.44 9 0.08 C

72 2.74 9 0.08 cC D
120 2.82 9 0.08 D
96 2.82 9 0.08 D

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.19389
Error: 0.0566 gl: 36
Experimento Medias n E.E.
Het.Melaza.Purines 2.16 18 0.06 A
Het.Glucosa.Purines 2.25 18 0.0 A
Het .Melaza.Mineral 2.32 18 0.06 A
Mesdias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.72869
Error: 0.0566 gl: 36

Tiempo Experimento Medias n E.E.

0 Het.Glucosa.Purines 0.85 3 0.14 A

0 Het.Melaza.Mineral 0.98 3 0.14 A

0 Het .Melaza.Purines 1.35 3 0.14 2 B

24 Het.Melaza.Mineral 1.37 3 0.14 2 B

24 Het.Glucosa.Purines 1.4 3 0.14 A B

24 Het.Melaza.Purines 1.72 3 0.14 B C

48 Het.Melaza.Mineral 2.34 3 0.14 cC D

48 Het.Melaza.Purines 2.36 3 0.14 cC D

-1 Het.Melaza.Purines 2.50 3 0.14 D E
120 Het.Melaza.Purines 2.50 3 0.14 D E
72 Het.Melaza.Purines 2.50 3 0.14 D E
48 Het.Glucosa.Purines 2.63 3 0.14 D E
72 Het.Glucosa.Purines 2.79 3 0.14 D E
120 Het.Glucosa.Purines 2.83 3 0.14 D E
96 Het.Glucosa.Purines 2.83 3 0.14 D E
72 Het.Melaza.Mineral 2.99 3 0.14 D E
120 Het.Melaza.Mineral 3.14 3 0.14 E
96 Het.Melaza.Mineral 3.14 3 0.14 E

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)



9.8 Resultados del ANOVA con InfoStat. Clorofila y peso seco durante todos los dias de cada
experimento para crecimiento melaza y minerales en mixotrofia, pero con una o dos fuentes

de luz.
Analisis de la wvarianza

Variable N R Rf Aj CW
Clorofila 36 0.98 0.97 9.74

Conadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. sSC gl cM F p-valor
Modelo 15033.87 11 1366.72 100.83 <0.0001
Tiempo 12195.10 5 2439.02 179.94 <0.0001
Experimento 1758.08 1 1758.08 12%.71 <0.0001
Tiempo*Experimento 1080.68 5 216.14 15.95 <0.0001
Error 325.30 24 13.55
Total 15359.17 35

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=6.57216
Error: 13.5543 gl: 24

Tiempo Medias n E.E.

0 .70 & 1.50 A

24 15.93 & 1.50 A

48 40.81 & 1.50 B

72 49,65 € 1.50 cC
e 54.78 € 1.50 c
120 55.88 & 1.50 C

Medias con una letra comin no son significativamentes diferentss (p > 0.05)

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=2.53283
Error: 13.5543 gl: 24

Experimento Medias n E.E.
Mix.Melaza.Mineral 30.80 18 0,87 A
Mix.Melaza.Mineral.2luz 44.78 18 0.87 B

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=2.53283
Error: 13.5543 gl: 24

Experimento Medias n E.E.
Mix.Melaza.Mineral 30.80 18 0.87 A
Mix.Melaza.Mineral.2luz 44.78 18 0.87 B

Medias con una letra comin ne son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=10.83862
Error: 13.5543 gl: 24

Tiempo Experimento Medias n E.E.

0 Mix.Melaza.Mineral.2Zluz 9.66 3 2.13 A

0 Mix.Melaza.Mineral 9.74 3 2.13 A

24 Mix.Melaza.Mineral 15.24 3 2.13 A

24 Mix.Melaza.Mineral.2luz 16.62 3 2.13 A

T2 Mix.Melaza.Mineral 35.28 3 2.13 B

48 Mix.Melaza.Mineral 35.84 3 2.13 B
120 Mix.Melaza.Mineral 44.32 3 2.13 B

=1 Mix.Melaza.Mineral 44.38 3 2.13 B

48 Mix.Melaza.Mineral.2luz 45.77 3 2.13 B

T2 Mix.Melaza.Mineral.2luz 6€4.02 3 2.13 c
=1 Mix.Melaza.Mineral.2luz 6€5.17 3 2.13 c
120 Mix.Melaza.Mineral.2luz &€7.43 3 2.13 c

Madias con una letra comiln no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Analisis de la varianza

Variable N R®= R*®* Aj CWV
Biomasa base seca 36 0.97 0.96 £8.9%96

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)

F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo 54.19 11 4.93 74.87 <0.0001
Tiempo 49,54 5 9,91 150.59 <0.0001
Experimento 0.13 1 0.13 1.94 0.1762
Tiempo*Experimento 4.52 5 0.90 13.73 <0.0001
Error 1.58 24 0.07
Total 55.77 35

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.45750
Error: 0.0858 gl: 24
Tiempo Medias n E.E.

0 0.84 € 0.10 A

24 1.77 & 0.10 B

48 3.20 & 0.10 c

72 3.37 & 0.10 C

=1 3.99 € 0.10 D
120 4.01 & 0.10 D

Msdias con una lstra comin no son significativamente difsrentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.17647
Error: 0.0858 gl: 24

Experimento Medias n E.E.
Mix.Melaza.Mineral.2Zluz 2.80 18 0.06 A
Mix.Melaza.Mineral 2.92 18 0.06 A

Msdias con una lstra comin no son significativamente difsrentes (p > 0.05)
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Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.17647
Error: 0.0658 gl: 24

Experimento Medias n E.E.
Mix.Melaza.Mineral.2luz 2.80 18 0.06 A
Mix.Melaza.Mineral 2.92 18 0.06 A

Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.75515
Error: 0.0658 gl: 24

Tiempo Experimento Medias n E.E.

0 Mix.Melaza.Mineral 0.83 3 0.15 A

0 Mix.Melaza.Mineral.2luz 0.85 3 0.15 A

24 Mix.Melaza.Mineral.2luz 0.93 3 0.15 A

24 Mix.Melaza.Mineral 2.61 3 0.15 B

48 Mix.Melaza.Mineral 3.08 3 0.15 B C

48 Mix.Melaza.Mineral.2luz 3.31 3 0.15 B C D

72 Mix.Melaza.Mineral 3.34 3 0.15 B C D

72 Mix.Melaza.Mineral.2luz 3.41 3 0.15 C D E

=13 Mix.Melaza.Mineral 3.80 3 0.15 cC D E F
120 Mix.Melaza.Mineral 3.88 3 0.15 D E F
120 Mix.Melaza.Mineral.2luz 4.13 3 0.15 E F
96 Mix.Melaza.Mineral.2luz 4.1% 3 0.15 F

Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0.05)



Analisis de la varianza

Variable N R® R® A7 CW
Porcentaje de clorofila 36 0.79 0.9 1lg.82

Cunadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III)
F.V. SC gl cM F p-valor

Modelo 4.4E-04 11 4.0E-05 8.14 <0.0001
Tiempo 4.2E-05 5 8.3E-06 1.6% 0.1750
Experimento 2.4E-04 1 2.4E-04 47.84 <0.0001
Tiempo*Experimento 1.6E-04 5 3.3E-05 6€.64 0.0005
Error 1.2E-04 24 4.9E-06

Total 5.6E-04 35

Test:Tokey Alfa=0.05 DMS=0.00396
Error: 0.0000 gl: 24
Tiempo Medias n E.E.

0 0.01 € 9.1E-04 &
24 0.01 € 9.1E-04 &
48 0.01 € 9.1E-04 &
=13 0.01 € 9.1E-04 &
120 0.01 € 9.1E-04 &
72 0.01 & S.l1E-04 &4

M=dias con una lestra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)

Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00153
Error: 0.0000 gl: 24
Experimento Medias n E.E.
Mix.Melaza.Mineral 0.01 18 5.2E-04 A
Mix.Melaza.Mineral.2luz 0.02 18 5.2E-04 B
Medias con una letra comin no son significativamente diferentes (p > 0.05)




Test:Tukey Alfa=0.05 DMS=0.00653
Error: 0.0000 gl: 24

Tiempo Experimento Medias n E.E.

24 Mix.Melaza.Mineral 0.01 3 1.3E-03 A

12 Mix.Melaza.Mineral .01 3 1.3E-03 A B

0 Mix.Melaza.Mineral.Zluz 0.01 3 1.3E-03 A B

120 Mix.Melaza.Mineral .01 3 1.3E-03 A B

48 Mix.Melaza.Mineral 0.01 3 1.3E-03 A B C

So Mix.Melaza.Mineral .01 3 1.3E-03 A B C

0 Mix.Melaza.Mineral 0.01 3 1.3E-03 A B C

48 Mix.Melaza.Mineral.Zluz .01 3 1.3E-03 B C© D
96 Mix.Melaza.Mineral.Zluz 0.02 3 1.3E-03 B C D
120 Mix.Melaza.Mineral.Zluz .02 3 1.3E-03 B C© D
24 Mix.Melaza.Mineral.Zluz 0.02 3 1.3E-03 cC D
72 Mix.Melaza.Mineral.Zluz .02 3 1.3E-03 D

Medias con una letra comin no son significativamentes diferentes (p > 0.05)
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