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RESUMEN

En busca de alternativas para la captura del CO, emitido por los gases de
combustién, se propone la utilizacion de las microalgas como agentes de
mitigacién, superando a las plantas superiores en la capacidad de fijar
biolégicamente el carbono, ademas de su gran valor comercial para la industria a
través de la obtencion de biomasa como materia prima para la generacién de otros
productos. El objetivo del presente estudio fue evaluar el efecto del diéxido de
carbono a diferentes concentraciones y la agitacién del medio de cultivo sobre la
fijacion de carbono de la microalga Phaeodactylum tricornutum. La microalga
Phaeodactylum tricornutum fue sometida a altas inyecciones de CO, puro a
diferentes concentraciones (8%, 25% y 50% (v/v)) y una agitacién del cultivo
constante (6 h/d) durante siete dias. El estudio se realiz6 a condiciones de
laboratorio con un volumen de 475 ml en un sistema cerrado. Se analiz6 la curva
de crecimiento de la microalga, sometida a diferentes concentraciones de CO, y los

efectos de la agitacion sobre la fijacion del carbono.

La microalga Phaeodactylum tricornutum tuvo un aumento de su densidad celular
a las diferentes concentraciones de CO, sometida y agitacion del cultivo en
simultaneo, sin embargo present6 un descenso a las mismas concentraciones de
CO, cuando no se realizdé una agitaciéon constante al cultivo. La densidad celular
maxima obtenido por la microalga fue de 1.67 x 10° cel/ml a una concentracion del

25% de CO, v/v y agitacion del cultivo sometida al mismo tiempo.

Palabras clave: Microalga, agitacion, densidad celular, fijacion de carbono.



ABSTRACT

In search of alternatives for the capture of CO, emitted by the combustion gases,
the use of microalgae as mitigation agents is proposed, surpassing the superior
plants in the capacity to fix carbon biologically, in addition to its great commercial
value for the industry through the obtaining of biomass as raw material for the
generation of other products. The objective of the present study was to evaluate the
effect of carbon dioxide at different concentrations and the agitation of the culture
medium on the carbon fixation of the microalga Phaeodactylum tricornutum. The
microalgae Phaeodactylum tricornutum was subjected to high injections of pure CO,
at different concentrations (8%, 25% and 50% (v / v)) and a constant culture
agitation (6 h/d) for seven days. The study was conducted under laboratory
conditions with a volume of 475 ml in a closed system. The growth curve of the
microalga was analyzed, subjected to different concentrations of CO, and the effects

of the agitation on the carbon fixation.

The microalgae Phaeodactylum tricornutum had an increase in its cell density at the
different concentrations of CO, submitted and simultaneous agitation of the culture,
however it showed a decrease to the same concentrations of CO, when there was
no constant agitation to the crop. The maximum cell density obtained by the
microalga was 1.67 x 10° cel / ml at a concentration of 25% CO, v / v and agitation

of the culture submitted at the same time.

Key words: Microalgae, agitation, cell density, carbon fixation.
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Realidad problematica

El uso y dependencia de los combustibles fésiles desde la revolucién
industrial hasta la actualidad, han significado un incremento de las emisiones
de gases de efecto invernadero (GEI) y un desequilibrio atmosférico. Los GEI
contribuyen con el calentamiento global y por consiguiente son la principal
causa del cambio climatico. Es asi que la aplicacion de tecnologias
alternativas y sostenibles para reducir o potenciar los sumideros de los
principales GEI son estrategias que permitiran contribuir a la mitigacion del

cambio climatico.

El diéxido de carbono (CO,) es el gas de efecto invernadero con mayor
porcentaje de emisién a nivel mundial, registrandose emisiones de 32.381
millones de toneladas y 4.97 toneladas métricas per capita en el afio 2014.
Siendo la principal fuente de CO, la combustion de combustibles fosiles para

la generacion de energia.

El Peru en el Inventario Nacional de Gases de efecto invernadero en el afio
2012 ha registrado 130871.39 gigagramos de CO, producido por los sectores
energia, procesos Industriales y uso, cambio de uso de suelo y silvicultura.
Tras ratificar el Acuerdo de Paris se ha comprometido a reducir el 20% de
sus emisiones de gases de efecto invernadero gracias a iniciativas publicas
y privadas; y un 10% adicional condicionado a obtener financiamiento
internacional para el ano 2030 (Minam, 2017), como medida de mitigacién

del cambio climatico.

Una alternativa que se propone para alcanzar las metas propuestas es la
aplicacién de la biotecnologia ambiental en los procesos industriales,
ademas del crecimiento de esta especialidad poco desarrollada en el pais
(Concytec, 2015). Es asi que Gonzales, Acién, Fernandez y Molina (2011),
nos dicen que entre los mas importantes microorganismos fotosintéticos
para la biofijacion de CO, se encuentra las microalgas, los cuales son los
mayores fijadores naturales de CO, del planeta. Es decir, las microalgas se

ubican en la parte superior de las opciones por su eficiencia
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excepcionalmente alta en conversién de energia, eliminacion de CO, vy el
tamafo y utilidad de otros subproductos (Salih, 2011), es decir, las

microalgas son superiores en la biofijacion de CO, que las plantas.

Sin embargo para que este sistema funcione adecuadamente hay que elegir
primero un microorganismo con elevada velocidad de crecimiento y
robustez, segundo optimizar los sistemas y las condiciones de cultivo para
conseguir la mayor fijacion de CO, posible y finalmente definir las vias de

utilizacién de la biomasa generada (Gonzales et al., 2011).

La especie ideal debe tener ademas alta tolerancia a la concentracion de
CO,, concentraciones de contaminantes toxicos, temperatura, limitacion de
nutrientes y efecto del pH (Cheah et al., 2014), de tenerse como objetivo la
captura de gases de combustidon que contienen CO, en concentraciones que
van del 5 al 15% (v / v).

Trabajos previos

Jun, et al. (2016) en el articulo titulado “Mejora de la fijacion de CO, con
microalgas mediante rotura de burbujas en estanques de canalizacion con
deflectores de tobogan arriba-abajo” tuvieron como objetivo principal de
estudio optimizar la fijacion de CO, con microalgas. Como método utilizaron
gas de aireacién que rompié las burbujas en unas mas pequefias para
optimizar la fijacion de CO, en estanques de canalizacion con deflectores de
tobogan ascendente. Ademas se usdé un sistema de fotografia de alta
velocidad y sondas de pH precisas en linea para medir la generacion de
burbujas y los tiempos de permanencia, que se vieron afectados por la
velocidad de la rueda de paletas, el diametro del orificio del aireador, el
caudal de gas y la profundidad de la solucién. Obteniendo que el menor
tiempo de generacion y el mayor tiempo de permanencia de las burbujas de

aireacion promovieron un rendimiento de biomasa del 29%.



Acuia (2016) en su tesis para obtener su master en ingenieria ambiental,
titulada “Pre disefio de un sistema para la eliminacion bioldgica de CO,” tuvo
como objetivo hacer el disefio y la construccion de un fotobiorreactor tubular
para producir microalgas Chlorella usando gases de combustion de una
caldera de fuel-oil y eliminar biolégicamente el CO,. Como parte de su
metodologia se realizé un pretratamiento en un depurador para minimizar
los diéxidos de nitrdgeno presentados en los gases de combustion e ingresar
un flujo de gas de 1,5 m3/s para el tratamiento, finalmente obtuvo una

concentracion maxima de biomasa de 0.9 g/L.

Oscanoa, et al. (2015) en el articulo titulado “Impacto del CO, sobre la
densidad celular en seis cepas de microalgas marinas” tuvieron como
objetivo general evaluar los tiempos de inyeccion de CO, durante la
produccion de biomasa que conlleve a una mayor densidad celular.
Finalmente los resultados permiten establecer tiempos adecuados de
inyeccion del CO, , los cuales mejoraron la fase de crecimiento exponencial
aumentando la densidad poblacional en un 30% sobre lo establecido en esta

fase.

Bingtao, et al. (2015) en el articulo titulado “Fijacion de diéxido de carbono
y produccién de biomasa a partir de gases de combustion utilizando
microalgas energéticas” tuvieron como objetivo de estudio fijar el CO, de los
gases de combustion y cosechar la biomasa de algas para la conversion de
energia. Primero se seleccionaron tres microalgas (Chlorella sp.,
Isochrysis sp. y Amphidinium carterae) cultivadas a las mismas condiciones
en un fotobiorreactor de 1L con una aireacién de 15% de CO,. Finalmente
Chlorella sp. fue superior a las otras especies, con una tasa de crecimiento
especifico de 0.328 d -!, una tasa de produccién de biomasa de 0.192 g/L.d
y una tasa de fijacion de CO, de 0.353 g/L.d.

Velasquez y Ulate (2015) en el articulo titulado “Disefio, construccion y
puesta en marcha de un fotobiorreactor tubular para producir la microalga
chlorella sp.“ tuvieron como objetivo principal disefar y construir un
fotobiorreactor para producir microalgas a partir del aprovechamiento de

gases de combustién de una caldera, disefiandose para tratar un flujo de gas



de 50 L min~! y obtener el aprovechamiento maximo de luz solar, incluyendo
un pretratamiento para acondicionar los gases de manera que se minimizara
el efecto de 6xidos de azufre presentes en los gases de combustion. Para

finalmente alcanzar una produccién de biomasa de 0,574 gramos por litro.

Garcia (2014) en su tesis para obtener el grado de doctor, titulada
“Produccion de biomasa de microalgas rica en carbohidratos acoplada a la
eliminacion fotosintética de CO2” tuvo como objetivo evaluar la viabilidad de
los sistemas de cianobacterias y/o microalgas para la produccién de materia
organica rica en carbohidratos, incluyendo la eliminacion del CO, procedente
de las emisiones industriales. Para desarrollar su objetivo se caracterizé y
seleccion6 a dos especies, Scenedesmus vacuolatus y Chlorella vulgaris,
las de mayor potencial para producir biomasa a base del consumo de CO,.
Se concluyéd que ambas son adecuadas para la eliminacion de co2 y
produccion de biomasa, sin embargo Chlorella vulgaris presentd
caracteristicas de flexibilidad en relacion a las condiciones de cultivo a la

intemperie.

De Godos, et al. (2014) en su investigacion titulada “Evaluaciéon de la
transferencia de masa de didéxido de carbono en reactores de canalizacion
para cultivo de microalgas utilizando gases de combustion” tuvieron como
objetivo principal evaluar la transferencia de CO, en reactores con y sin
deflectores. La transferencia de masa de CO, del gas de combustién se
cuantifico en una pista de 100 m? y el sumidero de carbonatacion se hizo
funcionar con y sin un deflector a diferentes relaciones liquido-gas.
Obteniéndose una tasa de transferencia de carbono de 10 gC/min, una
productividad de 17 g/m 2.dia con solo un 4% de pérdida directa de CO,.
Finalmente se concluyd que el uso de un deflector de sumidero requiere de
una potencia adicional sin mejorar significativamente la transferencia de

masa de carbono.

Sankar, Daniel y Krastanov (2014) en su investigacion titulada “Fijacion
de bidéxido de carbono por cultivos discontinuos de Chlorella Minutissima en
un biorreactor de tanque agitado” tuvieron como objetivo realizar un estudio

comparativo del crecimiento de tres cepas de microalgas (Calothrix sp.,



Spirulina platensis y Chlorella minutissima) en relacion a los parametros
cinéticos, posibles subproductos, tolerancia al CO, y seleccionar la mejor
cepa para estudios de pH éptimo, fotoperiodo, concentracién de nitrato e
intensidad luminosa. El cultivo de microalgas se realizé con agitadores, con
diferentes tasas de aireacion. Finalmente se obtuvo que de las tres cepas
estudiadas, C. minutissima era la mejor cepa para seguir trabajando con una
productividad maxima de biomasa a pH 6, fotoperiodo 14:10 (luz:oscuro), 5
g/L de nitrato e intensidad de luz de 6000 Lux. Ademas, el agitador presento

mejores rendimientos de biomasa comparando con el cultivo sin agitador.

Anjos, et al. (2013) en el articulo titulado “Optimizacién de la bio-mitigacion
de CO, por Chlorella vulgaris” tuvo el objetivo principal de maximizar la tasa
de fijacion de CO, por la microalga verde Chlorella vulgaris cultivada
fotoautétroficamente en fotobiorreactores de columna de burbujas bajo
diferentes concentraciones de CO, (entre 2% y 10%) y tasas de aireacion
(desde 0.1 a 0.7 vvm). Los resultados mostraron que la tasa de fijacion
maxima de CO, fue de 2.22 g /L.d usando 6.5% de CO, y 0.5 vvm después
de 7 dias de cultivo demostrando que la optimizacién de las condiciones de
cultivo de microalgas se puede considerar una estrategia util para maximizar

la bio-mitigacién de CO, por C. vulgaris.

Giraldo (2013) en su tesis presentada para obtener el titulo de Magister
“Evaluacién de cepas de microalgas para captura de CO,” tuvo como objetivo
general evaluar la produccion de biomasa y la productividad a partir de la
variacién del medio de cultivo y su concentracion de NaNO; y K,HPO,, para
cuatro cepas de microalgas seleccionadas experimentalmente en estudios
con aire y aire enriquecido con CO,, obteniendo una diferencia no
significativa de la concentracion celular de las cepas solo con aire y cepas
sometidas a CO, (2%), sin embargo Chlorella sp. presentd una reduccion de

0,24 (g/L) en su concentracioén celular.

Shuwen, Shengjun y Rongbo (2013) en el articulo titulado “Eficiencia de
la fijacion de CO, por microalgas en un estanque cerrado” tuvieron como
objetivo conocer la transferencia de masa de gas-liquido de CO, y la

eficiencia de fijacion de CO, por microalgas. Se construy6 un estanque de



canal cerrado cubriendo un estanque de canal abierto con una cubierta
transparente especialmente disefiada, que tocod directamente la superficie
de los medios de cultivo de microalgas. Esta cubierta evité que el CO,
suministrado escapara a la atmésfera y por lo tanto incremento el tiempo de
retencion de CO,. Finalmente se obtuvo el aumento de la eficiencia de la

fijacion de CO,al 95% bajo burbujeo de gas discontinuo.

Deza (2012) en su tesis titulada “Disefio, construccion y funcionamiento de
un sistema fotobioreaccionante para el consumo de CO, con Scenedesmus
quadricauda como agente biodepurante” para obtener su titulo profesional,
tuvo como objetivo disefar, construir y acondicionar a escala de laboratorio
un sistema fotobiorreactor capaz de consumir CO, a partir de un balén de
gas de CO, como fuente originaria y asi multiplicar la especie microalgal
Scenedesmus quadricauda a 0,027 moles CO,/L y en constante crecimiento
en comparacién con la ausencia del mismo con apenas 0,014 moles CO,/L

€n su pico maximo.

Seijas (2012) en su tesis para obtener el grado de doctor “Biosecuestro de
diéxido de carbono, procedente de gases de combustidén, por Arthrospira
jenneri “espirulina” y su influencia en la produccién de biomasa microalgal
en fotobiorreactor solar” teniendo como objetivo evaluar la biofijacion de CO,
por “espirulina” a través de la determinacion de la bioconversiéon en biomasa
microalgal y concentracion de O, en los gases de salida asi como determinar
la influencia de CO, en la produccién de biomasa microalgal en un
fotobiorreactor solar concluyendo que Artrhospira jenneri “espirulina” tiene la
capacidad de emplear el didoxido de carbono secuestrado procedente de
gases de combustién para producir biomasa microalgal en un fotobioreactor

solar.

Ravelonandro, et. al. (2011) en su investigacion titulada “Mejora del
crecimiento de Arthrospira (Spirulina) platensis de Toliara (Madagascar):
Efecto de la agitacion, la salinidad y la adicién de CO,” tuvieron como objetivo
examinar la influencia de la agitacion del cultivo, la salinidad media y la
adicién de CO, (que oscila entre 0 y 2%, v / v) sobre el crecimiento y el

contenido de proteina. Las microalgas crecieron en columnas de burbujas a



escala de laboratorio. Finalmente se obtuvo un mejor crecimiento sin una
agitacién adicional, debido a que las células Arthrospira (Spirulina) platensis
son fragiles. Ademas esta especie mostré una mayor tasa de crecimiento
especifico (maximo) y contenido de proteina para una menor salinidad. Y

una mejora de la productividad en casi 60% con una adicion de 1% de CO,.

Martinez (2009) en su tesis presentada para obtener el grado de doctor
“Eliminacion de CO, con microalgas autoctonas” busca determinar la especie
microalgal con mayor capacidad de fijar CO, y maximizar sus caracteristicas
fotosintéticas en un fotobiorreactor a escala piloto, es por ello que a través
del aislamiento de especies autéctonas y sometiendo a altas inyecciones de
CO, a cada una, identifica como la de mayor potencial a Synechocystis sp. ,

alcanzando fijaciones de CO, a escala piloto de 0,84+0,3 g/I/d.

Fan (2008) en este estudio titulado “Evaluacion de un fotobiorreactor tubular
helicoidal con membrana de burbujeo para biofijacion de diéxido de carbono
por Chlorella vulgaris” se disefid un fotobiorreactor tubular helicoidal con
membrana (MSTR) con un volumen de cultivo de 800 ml bajo diferentes
gases, con el objetivo de comparar el fotobiorreactor MSTR con otros dos
fotobiorreactores (BCTR y MCTR) para establecer si la limitacion de la
eliminacién de CO, mejoré en MSTR relacionando el pH, oxigeno disuelto,
dano y crecimiento celular. Obteniendo como resultado una tasa de
crecimiento neto de aproximadamente 0.75-0.95 g/L en su fase estacionaria,
ademas de determinar que el fotobiorreactor MSTR obtuvo los ciclos mas

cortos.

Sobczuk et. al. (2006) en la investigacion titulada “Efectos de la agitacién en
las microalgas Phaeodactylum tricornutum y Porphyridium” tuvieron como
objetivo determinar los efectos causados por la agitacion sobre la microalgas
Phaeodactylum tricornutum y  Porphyridium. Se investigdé en cultivos
aireados continuos y se cuantificé el dafo a las células a través de una
disminucién en la concentracién en estado estacionario de la biomasa en el
fotobiorreactor. Dando como resultado para una tasa de aireacion dada, la
concentracién de biomasa en estado estacionario aumenté con una

velocidad creciente de agitacion mecanica hasta que se alcanzé un limite



1.3.
1.3.1.

superior en la velocidad de agitacion. Esta velocidad de agitacion maxima
tolerable vari6 por cada especie de microalgas. Ademas un aumento
adicional dela velocidad de agitacion causd una disminucion en la

concentracion de la biomasa en estado estacionario.

Garcia et. al. (2000) en la investigacion titulada “Efectos del estrés
mecanico e hidrodindmico en cultivos agitados y espolvoreados
de Porphyridium cruentum” tuvieron como objetivo evaluar los efectos de las
fuerzas mecanicas e hidrodinamicas sobre las células de Ila
microalga Porphyridium cruentum en cultivos aireados en recipientes con
agitaciéon. Se obtuvo una tasa especifica de muerte celular la cual varié
linealmente con el area interfacial especifica, lo que sugiere la importancia
del contacto entre células de burbujas en el proceso dafiino. A bajas tasas
de agitacion mecanica, la ruptura de burbujas en la superficie de cultivo fue
la causa predominante de dafio. Por el contrario, a mayores intensidades de
agitacion, el dafo celular fue causado predominantemente por el estrés

hidrodinamico en el flujo turbulento en masa.

Teorias relacionadas al tema

Microalgas

Las microalgas son algas microscépicas, que se caracterizan por
encontrarse en sistemas marinos y de agua dulce, capaces de realizar
fotosintesis y con gran importancia para el desarrollo de la vida en la tierra
al ser las productoras de la mitad del oxigeno atmosférico y al mismo tiempo
usar el CO, para crecer fotoautdtroficamente. La variedad de

las microalgas es muy grande y casi sin explotar (Johansen, 2012).

Asimismo, estos organismos requieren de nutrientes para ser cultivados y de
cierta manera adaptarse aun medio acuatico artificial. Los requerimientos
nutritivos que necesitan son las sales inorganicas y CO,, ademas de
principales elementos inorganicos esenciales como el nitrogeno y el fosforo.
Las diatomeas requieren el silicio entre otros nutrientes y vitaminas (Bajpai,
Prokop y Zappi, 2014).



1.3.1.1. Phaeodactylum tricornutum

Unicelular y normalmente con un cromatéforo marrén parietal en la region
central. Tres formas tipicas de células: Ovalada de 8 y de largo x 3 p de
ancho y una valvula de silice por celda. Las células pueden ser lentamente
moviles, o inmoviles en grupos mucilaginosos. Fusiforme de hasta 25-35 p
de largo, con dos brazo, ligeramente doblados y pared de silice ausente, y
de forma trirradiada. Sdlo el morfotipo oval presenta estructuras siliceas en
su pared celular. En cultivos en medio liquido y con cierta agitacion como,
son los morfotipos trirradiado y fusiforme los dominantes (Bartual, Villazan y
Brun, 2011).
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Fuente: De Martino et al. (2011)

Figura N° 01: Formas tipicas de células de la microalga Phaeodactulum

tricornutum. A: forma rirradiada. B: forma fusiforme. C, D y E: formas ovaladas.

La designacién taxondmica oficial:
Filo: Chrysophyta
Clase: Bacillariophyceae
Orden: Bacillariales (Hendey, 1937)

Suborden: Phaeodactylineae.



Familia: Phaeodactylaceae

La unica familia del suborden.

Género: Phaeodactylum (Bohlin, 1897).

Especie: P. tricornutum. La Unica especie conocida.

Ademas se conoce que las diatomeas son mas eficaces reteniendo CO, que
las microalgas de agua dulce porque estas ultimas forman un esqueleto

carbonatado, lo que provoca que parte de este CO, sea devuelto al aire.

Como se observa en la tabla N°01 las especies marinas hasta el momento

han sido las mas investigadas ya que presentan mayor potencial.

Tabla N°01: Descripcion de especies marinas y su aplicacion a gran escala.

. .. | Sustentabilidad .
. L Composicién Propésito a
Especies Descripcion . de ser
nutritiva . gran escala
ampliado
Del tipo Dificil ya que
Se producen
diatomeas. " actualmente no | Productos
altas
Phaeodactylum | Existen en ) se realizan nutricionales y
] ) cantidades de | o )
tricornutum diferentes ) investigaciones | produccién de
acidos grasos . . )
formas y ) para ampliar biocombustible
. del tipo C16. )
morfologia. este tipo.
Clorofita Altas
] ) ] Muy adecuado y )
. simple y movil | cantidades de Acuicultura y
Tetraselmis . actualmente N
) con alto acidos grasos » produccion de
suecica ) utilizado para la ) )
contenido de pueden i biocombustible
. acuicultura.
lipidos. encontrarse.
Diatomea Inadecuado ya
Chaetoceros pequefiay de | Similaralas 2 | que los cultivos
calcitrans rapido anteriores. tienen tendencia
crecimiento. a fallar.
Altas Inadecuado ya Utilizado en
) Pequefias ) ) )
Isochrysis cantidades de | que los cultivos | acuicultura para
algas verdes ) ) . ) N
galbana carbohidratos | tienen tendencia | alimentacion.
ovaladas.
presentes. a fallar.
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. .. | Sustentabilidad L.
. L Composicion Propésito a
Especies Descripcion . de ser
nutritiva . gran escala
ampliado
Algas Se pueden Utilizado como
flotantes lograr altas productos
| unicelulares, Altas tasas de nutricionales,
Nannochloropsis . .
con cantidades de | crecimiento por | parala
oculata .
cloroplasto Omega 3. lo que es produccion de
amarillo- adecuado para acuicultura y
verde. ser ampliado. biocombustible

1.3.1.2.

Fuente: Chew et al. (2018)

1.3.1.3.

Fotosintesis en microalgas

La fotosintesis es un proceso unico de conversion de energia solar. En el
cual los compuestos inorganicos y la energia de la luz se convierten en
materia organica mediante organismos fotoautétrofos productores de

oxigeno (cianobacterias procariotas y algas eucaritticas).

La fotosintesis oxigénica realizada por las microalgas se puede expresar
como una reaccioén rédox desarrollada por la energia de la luz (capturada por
moléculas de clorofila), en la que el CO, se convierte en carbohidratos y
oxigeno. La conversion se divide en dos procesos, las reacciones generadas
durante la luz y las reacciones oscuras. En las reacciones de luz, que estan
unidas a las membranas fotosintéticas, la energia de la luz se convierte en
energia quimica, proporcionando un NADPH, reductor bioquimico y un
compuesto ATP de alta energia. En las reacciones oscuras, que se producen
en el estroma, el NADPH, y ATP se utilizan en la reduccién bioquimica

secuencial del CO, a los carbohidratos (Richmond, 2004).
El carbono en las microalgas

El carbono en las microalgas es el elemento mas abundante, contribuyendo
casi el 50% del peso de la biomasa microalgal, ademas se conoce que al
carbono en el aumentara

complementar cultivo de microalgas

significativamente su productividad. Lo que significa que se necesita un total
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de 1,83 toneladas de CO, para producir 1 tonelada de microalgas (Shuwen,
Shengjun y Rongbo, 2013).

Cuando el carbono esta disuelto en agua, existen tres formas quimicas
principales interconvertibles de carbono inorganico disuelto CO, (aq), HCO3
y CO32 cuyas concentraciones varian en funciéon del pH del medio acuoso.
Aunque el HCO3 es facilmente absorbido por las células de las microalgas,
se conoce que el CO, es la fuente mas preferida de carbono inorganico. Sin
embargo, a pH> 10.3 domina la forma C032, que por lo general es una forma
inutilizable y no disponible para la absorcién de las microalgas (Bajpai, 2014).
Esto indica que la medicién del pH antes y después de ingresar CO, como
fuente de carbono inorganico seria un indicador indirecto de que la microalga

esta absorbiendo el CO,.
1.3.1.4. Crecimiento microalgal

El crecimiento microalgal o biomasa se puede expresar en funcién del
incremento de la masa del cultivo o el incremento del numero de células
(Gamazo, 2013).

Este crecimiento puede ser calculado por diferentes métodos, como el
conteo celular a través del microscopio, el cual es uno de los mas utilizados

en los laboratorios (Arredondo y Voltolina, 2007).

Entre los factores que influyen el crecimiento de las microalgas esta el pH,
temperatura, agitacion, aireacion, CO, e iluminacion (Nifio, 2017). Siendo el
consumo de CO, fuente de carbono para el crecimiento celular (Chen et al.
,2010). Ademas de conocerse que 1 kg de biomasa de microalgas puede

secuestrar 1,83 kg de diéxido de carbono (Jiang et al., 2013).

1.3.1.5. Parametros que influyen en el crecimiento de las microalgas
A. Luz

La fuente de energia mas comun para las microalgas es la luz solar.
Aunque los requerimientos de intensidad de luz de las microalgas
tipicas son relativamente bajas en comparacién con los de las plantas,

las microalgas por lo general aumentan (Kumar et al., 2010).
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B. Agitacion del medio de cultivo

La agitacién del medio de cultivo tiene una influencia directa sobre la
transferencia de masa, siendo la transferencia de masa importante

para la difusién e ingreso del CO, a la célula (Rubio y Moreno, 2017).
C. pH

Por lo general las microalgas presentan un pH neutro, aunque existen
especies que son capaces de tolerar pH superiores o inferiores al
neutro. Se conoce la existencia de una relacién compleja entre la
concentracion de CO, y el pH en los sistemas de fotobiorreactores de
microalgas, debido a los equilibrios quimicos entre especies quimicas
como el CO, H,CO5;, HCO3 y CO32. Las concentraciones de CO, al
aumentar puede generar una mayor productividad de biomasa, pero
el pH disminuira y quizas tener un efecto negativo sobre la fisiologia
de las microalgas. Sin embargo, se ha demostrado que las microalgas
causan un aumento en el pH generando un beneficio al inactivar a los

agentes patoégenos (Kumar et al., 2010).
D. Nutrientes

Las microalgas pueden vivir a altas concentraciones de dioxido de
carbono, gases de invernadero y dioxido de nitrégeno pudiendo ser
nutrientes suficientes para las microalgas (Van Beilen, 2010)
Ademas de que casi el 50 % de la biomasa de las microalgas se
compone de carbono (Becker, 1994), obtener este elemento es

importante para el crecimiento celular.

1.3.2. Sistemas de cultivo
1.3.2.1. Abiertos

Los sistemas de cultivos abiertos son vulnerables a los cambios de
temperatura e iluminacién debido a las condiciones climaticas, lo que dificulta
mantener condiciones éptimas de crecimiento. Es asi que normalmente se

obtienen densidades de células bajas (Bux, 2013).
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1.3.2.2. Cerrados

Los fotobiorreactores empleados para cultivar microalgas incluyen reactores
tubulares horizontales, tubulares verticales, tubulares helicoidales, tipo
fermentador, reactores de membrana de fibra hueca, etc. Los
fotobiorreactores pueden ofrecer tasas de produccion mayores, siempre que
se introduzcan mejoras con respecto a la luz, utilizacion del CO,,
transferencia y mezcla de gases y cosecha. Sin embargo, ningun
fotobiorreactor aun es capaz de controlar efectivamente todos los
parametros del proceso que se requieren para un maximo crecimiento de las

microalgas y sus tasas metabdlicas (Kumar, 2010).
Fotobiorreactor de tanque agitado

El tanque agitado deriva del disefio del tanque de fermentacion, teniendo

como Unica diferencia la adicidn de iluminacion externa.

Se ha registrado que el tanque agitado presenta un alto rendimiento, al
proporcionar una buena mezcla y transferencia en el cultivo, donde la adicion

de aireacion incluso podria mejorar la solubilidad del gas (Ting et al., 2017).

El desarrollo del reactor de tanque agitado (Figura N° 02) para incrementar
la concentracién de biomasa podria conducir a un disefio a gran escala mas
prometedor (Chew, 2018).

<+ Moltor
oo | - R FOCL Y
> ( Foam breaker
Impeller
Air sparger

Fuente: Ting et al. (2017)

Figura N° 02: Modelo de Fotobiorreactor con agitador.
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1.3.3. Las microalgas como alternativa de captura de CO,

1.3.3.1. Potencial de las microalgas para capturar CO,

Las microalgas son 10 veces mas eficientes utilizando la luz que las plantas
terrestres; mayor eficiencia para dirigir la energia hacia el crecimiento, tasas
de crecimiento mas rapidas, mayor indice de fijacion de CO,, facil cultivo y
cosecha de productos de valor agregado en comparacion con otras plantas
(Xie et al., 2014). Sim embargo a pesar de ser viables por sus capacidades,
la viabilidad econémica aun esta en proceso de investigacion. Es por eso
que las investigaciones de optimizacién de los procesos de cultivos son de

gran relevancia para el desarrollo de las microalgas a gran escala.
1.3.3.2. Fijacidon de carbono en las microalgas

La fijacion de carbono se representa con el ciclo Calvin-Benson-Bassham,
mecanismo de fijacion de CO, cuantitativamente mas importante en la
naturaleza. Se encuentra en la mayoria de los organismos aerdbicos
autotrofos, desde diversas bacterias fotosintéticas y quimiolitoautotréficas
hasta cloroplastos de algas eucariotas y plantas superiores. Se centra en los
carbohidratos, siendo el 1,5-bisfosfato de ribulosa el aceptor de CO, (Aresta,
2010).

Las microalgas convierten la energia de la luz en energia quimica y
simultaneamente el CO, se fija y se transfiere a compuestos que contienen
carbono, como carbohidratos, lipidos y proteinas. Por lo tanto, la capacidad
de fijacion de CO, se refleja en la concentracion celular de las microalgas
(Zeng et al., 2010).

Una alta concentracion de CO, como suplemento podria estimular que las
microalgas crezcan mas rapido en comparacion con el aire atmosférico
(Lam, Lee y Mohamed 2012).

La biofijacién del CO, puede ser realizado por las plantas superiores, aunque
las microalgas poseen una mayor capacidad para fijar el CO, . La capacidad

de biofijacion o tolerancia de varias especies de microalgas a la
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concentracién de CO, varia (Kumar, 2010). En la Tabla N° 02, se muestra

las tasas de fijacion de CO, de diferentes especies.

Tabla N° 02: Comparacion de la tasa 6ptima de fijacion de CO2 y el

rendimiento de biomasa de diferentes cepas de microalgas.

Tolerancia a la

Tasa de

fijacion de

Rendimiento

.. CO,, (g/L/d) o Sistema de
Microalga concentracion de biomasa .
porcentaje de cultivo
de COx(%) o (g/L)
eliminacién
(%)
Fotobiorreactor
Anabaena sp. 10 1.01 - )
de burbujas
Botryococcus
10 0.5 3.11 Fermentador
braunii
Botryococcus
24 10 - 3.05 -
braunii
Fotobiorreactor
Chlorella 10 - 577
de burbujas
Reactor de
vidrio cilindrico
Chlorella 15 0.46 1.88
con extremos
conicos
Chlorella matraz
10 0.26 1.55
pyrenoidosa erlenmeyer
Tubo céntrico
Chlorella sp. 5 35% 3.46
poroso
Columna de
Chlorella sp. 5 24% 2.37
burbuja
Chlorella sp. 15 - 1.66 Biorreactor
Fotobiorreactor
Chlorella sp. - 1.38 5.41

de burbuja
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Tasa de
fijacion de
Tolerancia a la Rendimiento .
.. CO, (g/L/d) o Sistema de
Microalga concentracion de biomasa
porcentaje de cultivo
de CO(%) L (g/L)
eliminacién
(%)
Fotobiorreactor
Chlorella sp. 5 0.7 2.02
tubular vertical
Chlorella
10 0.25 1.94 Fermentador
vulgaris
Chlorella Membrana
0.093 3.55 0.9
vulgaris helicoidal
Chlorella Fotobiorreactor
1 6.24 -
vulgaris de membrana
Chlorella Fotobiorreactor
2 0.43 2.03
vulgaris tubular vertical
Dunaliella
10 0.27 2.15 Fermentador
tertiolecta
Reactor de
vidrio cilindrico
Scenesdesmus 15 0.61 2.73
con extremos
conicos
Fotobiorreactor
Scenesdesmus
20 61.8% 0.948 de elevacioén de
obliquus )
aire
Scenesdesmus matraz
10 0.29 1.84
obliquus erlenmeyer

Fuente: Lam (2012)
1.3.4. Diéxido de Carbono

Considerado el principal gas causante del cambio climéatico debido a sus
propiedades de invernadero y a la acumulacion continua en la atmoésfera
(0.0387% v/v). Se encuentra principalmente en un conjunto de gases
producidos por la actividad humana, como los procesos industriales donde

se genera gases de combustién por quema de combustibles fosiles sélidos
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y liquidos, los cuales incrementan la capacidad de la atmdsfera para retener
el calor (Appenzeller, 2004). En la naturaleza, el ciclo del carbono tiene la
capacidad de reciclar unas 203 gigatoneladas (Gt) de diéxido de carbono
(CO,) por afio. Sin embargo, el diéxido de carbono antropogénico llega a 7
Gt por afo, una cantidad relativamente pequefia, no pudiendo ser reciclado
por el ciclo natural del carbono (Aresta, 2010). Como resultado del exceso
de CO, y acumulacién en la atmdsfera se conduce a la expansién del efecto

invernadero.

1.3.4.1. Tecnologias actuales de captura de CO, y sus limitaciones

A. Absorcién quimica

El sistema consta en un liquido con alta capacidad de reaccion
quimica con el CO,. Los productos utilizados comunmente con las
aminas como ejemplo estan los monoetanolamina, dietanolamina,
metildietanolamina. La facilidad para enlazarse con el CO, se debe a
los tres radicales libres del grupo nitro que tiene la amina (Llamas,
2009). Sin embargo, la principal limitacion en este proceso (Figura N°
02) es la energia intensiva requerida durante la regeneracion de la
solucion de monoetanolamina (aprox. 3.7 GJ por tonelada de CO,
emitiendo alrededor de 352 kg de CO, para absorber 1 tonelada de
CO, por la solucién monoetanolamina. Otro problema presente en el
proceso de absorcidén-desorcion de las aminas es que la solucién
puede reaccionar facilmente con SO,. Incluso, puede reaccionar con
el oxigeno en los gases de combustion, produciendo productos de
degradacion corrosivos y causando la corrosion de los equipos (Lam,
2012).
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Sistema de recuperacion de CO, basado en aminas.
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Fuente: Llamas (2009)
Figura N° 03: Esquema de captura de CO, mediante absorcién

quimica.

B. Adsorbentes sélidos

Entre los adsorbentes de CO, estan el carbén activado, zeolita, CaO,
etc. Sin embargo la principal desventaja de usar adsorbente soélido
para capturar CO, es realizar un pre tratamiento al gas de combustion
antes de canalizar al adsorbedor. Esto se debe a que el alto contenido
de humedad en el gas de combustibn puede contaminar los
adsorbentes y, por lo tanto, se requiere la regeneracion frecuente de
adsorbentes. Otros problemas que se presentan en este proceso es
la baja capacidad de adsorcion de adsorbentes, requisito para crear
alta presion o alta temperatura dependiendo de la configuracion del

adsorbedor y la vida util de los adsorbentes (Lam, 2012).
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C. Tecnologia de membrana

La tecnologia de membrana se presenta por la interaccién fisica o
quimica que tienen los gases y las membranas utilizadas, haciendo
que el gas se transfiera mas rapido a través de la membrana,

actuando como un filtro (Llamas, 2009).

A diferencia del proceso de absorcion quimica el consumo de energia
para separar el CO, de los gases de combustion es mucho menor. Sin
embargo, el rendimiento de las membranas siempre se ve afectado
por la temperatura de funcionamiento y, por lo tanto, el enfriamiento
de los gases de combustion calientes es esencial para mantener la
eficiencia oOptima del proceso de separacion. Ademas, del alto
contenido de humedad en los gases de combustion también influye
en la permeabilidad y plastificacion de la membrana. Existen también
limitaciones por los altos costos de fabricacion de la membrana, ya
que requiere un efecto de incrustacion y un area de superficie alta
para acomodar la alta velocidad de flujo de los gases de combustién
industriales (Lam, 2012).

Actualmente estas tecnologias se aplican antes, durante y después la

combustién como se detalla en la Figura N° 04.
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Fuente: Llamas (2009)
Figura N° 04: Tecnologia de captura CO,de antes, durante y después de la

combustion.

1.4. Formulacién del problema
1.4.1. Problema General
e ;Cual es el efecto de la concentracion de dioxido de carbono y la agitacion
al medio de cultivo sobre la fijacibn de carbono por la microalga

Phaeodactylum tricornutum?

1.4.2. Problemas Especificos
e ;Cual es la concentracion de didxido de carbono que incrementa la densidad
celular de la microalga Phaeodactylum tricornutum?
e ;lLa agitacion del medio de cultivo incrementa la densidad celular de la

microalga Phaeodactylum tricornutum?
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1.5.

1.6.
1.6.1.

1.6.2.

Justificacion del estudio

La presente investigacion se justifica a nivel tecnico porque pretende llenar
algunos vacios sobre el uso y cultivo de microalgas, el cual esta tomando
relevancia a nivel mundial debido a su capacidad de absorcién de
contaminantes, produccion de biomasa con fines comerciales y fijacion del
CO,. Dependiendo estos objetivos directamente del sistema de cultivo, de la
o las especies cultivadas y los factores ambientales (Hernandez & Labbé,
2014).

Asimismo, presenta también una utilidad de uso practico, al permitir reducir
las emisiones y potenciar los sumideros de CO, emitido por los gases de

combustién producido por actividades antropogénicas.

Por otro lado la investigacion metodolégicamente se justifica porque servira
como referencia para la mejora en la aplicacién y experimentacién del uso y
cultivo de microalgas, teniendo como objetivo, incrementar la productividad
del cultivo de microalgas para fijar biolégicamente el carbono, ademas de su
gran valor comercial para la industria a través de la obtencion de biomasa

como materia prima para la generacion de otros productos.

Finalmente presenta una importancia social, ya que al mejorar las
condiciones del sistema de cultivo de las microalgas se esta contribuyendo
con una alternativa mas viable para la mitigacion del cambio climatico.
Hipoétesis

Hipotesis General

El efecto de la concentracion de dioxido de carbono y la agitacién al medio

de cultivo sobre la fijacion de carbono por microalga Phaeodactylum

tricornutum es significativo.

Hipétesis Especificas

La concentracion de diéxido de carbono que incrementa la densidad celular
de la microalga Phaeodactylum tricornutum es 25%.

La agitacion del cultivo incrementa la densidad celular de la microalga

Phaeodactylum tricornutum.
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1.7.
1.7.1.

1.7.2.

Objetivo

Objetivo general

Evaluar el efecto de la concentracion de didxido de carbono y la agitacion al
medio de cultivo sobre la fijacion de carbono por la microalga Phaeodactylum

tricornutum.

Objetivos Especificos

Determinar la concentraciéon de dioxido de carbono que incrementa la
densidad celular de la microalga Phaeodactylum tricornutum.

Determinar si la agitacion del cultivo incrementa la densidad celular de la

microalga Phaeodactylum tricornutum.

. METODO

2.1.

Diseno de investigacion

Segun la clasificacion dada por Hernandez (2014), el disefio de investigacion

es:
Experimental

La presente investigacidon es de tipo experimental ya que se desea
comprobar los efectos de una intervencion especifica, ya que el investigador
influye de manera activa en la investigacion, pues lleva a cabo una
intervencion (Behar, 2008), ademas de cumplir el requisito de toda
investigacion experimental; la manipulacion intencional de una o mas

variables independientes (Hernandez-Sampieri, 2014).
Disefio factorial

Los disenos factoriales manipulan dos o mas variables independientes e
incluyen dos 0 mas niveles o modalidades de presencia en cada una de las
variables independientes (Hernandez-Sampieri, 2014). El disefio propuesto

en la investigacion se observa en la Tabla N° 03.
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Esquema de experimento y variables:

V.independiente

Concentracion
de diéxido de
carbono.

Agitacion

Simbolizacién:

V. dependiente

Fijacién de
carbono

Tabla N° 03: Disefio experimental propuesto.

Sistemas Repeticiones
Tratamientos Con agitacién | Sin agitacion | Con agitacion | Sin agitacion
(A) (B) (A) (B)

TO (control) TO-A1 TO-B1
TO-A TO-B

TO-A2 T0-B2

T1 (8% de CO,) T1-A1 T1-B1
T1-A T1-B

T1-A2 T1-B2

T2 (25% de CO,) T2-A1 T2-B1
T2-A T2-B

T2-A2 T2-B2

T3 (50% de CO,) T3-A1 T3-B1
T3-A T2-B

T3-A2 T3-B2

Fuente: Elaboracién propia.
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2.2. Variables, operacionalizaciéon

Se describe la variable y dimensiones que seran utilizadas para la

determinacion de los objetivos.

2.2.1. Variable independiente
Cuantitativa
e Concentracion de didxido de carbono
e Agitacion
2.2.2. Variable dependiente
Cuantitativa

e Fijacion de carbono

En la Tabla N° 04, se describe la operacionalizacion de las variables y sus

dimensiones.

25



Tabla N° 04: Matriz de operacionalizacion.

Variables Definiciéon conceptual Definicién operacional Dimension Indicadores
El CO, se fija en las células microalgales y se
transfiere a compuestos que contienen carbono, L
L . . . Se determinara la fijacion de carbono
Fijaciéon de como carbohidrato, lipidos y proteinas. Por lo ] ) ]
calculando la densidad celular de la microalga Densidad Cel/ml
carbono tanto, la capacidad de fijacién de CO, se refleja .
) ) Phaeodactylum tricornutum. celular
en la concentracion celular de las microalgas
(Zeng et al., 2010).
Dosis viv
Gas de efecto invernadero, principalmente o )
] o Se determinara las tres concentraciones de CO,
) producido por la actividad humana, como la ) pH
Concentracion . . . o diferentes mas un control (0%, 8%, 25%, 50%
L quema de combustibles fosiles sélidos y liquidos, o .
de didxido de ) ) €O, v/v) midiendo el volumen que ingresa al . pS/cm
los cuales incrementan la capacidad de la Parametros de
carbono . cultivo sobre el volumen total y la medicion de i
atmosfera para retener el calor (Appenzeller, . cultivo °c
los parametro de cultivos.
2004).
Lux
Influencia directa sobre la transferencia de masa, .
. . _ Se determinara la agitacion calculando las Tiempo de H
siendo la transferencia de masa importante para . ) . itacis oras
o o . _ revoluciones por minuto y el tiempo de agracion
Agitacion la difusién e ingreso del CO, a la célula (Rubio y L B
aplicacion de las paletas utilizadas para la .
Moreno, 2017). Velocidad de
agitacion. o rpm
agitacion

Fuente: Elaboracién propia
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2.3. Poblacion y muestra

Poblacion

La poblacion de este estudio fue de 475 ml de cultivo de la microalga

Phaeodactylum tricornutum.
Unidad de analisis

La unidad de analisis fue la microalga Phaeodactylum tricornutum, obtenida
del laboratorio de la Escuela de Ingenieria en Acuicultura de la Universidad

Nacional Federico Villarreal.
Muestra

Para el proceso cuantitativo, la muestra es un subgrupo de la poblacion de
interés sobre el cual se recolectaran datos (Hernandez-Sampieri, 2014). Es
por eso que la muestra de esta investigacion estuvo representada por un 1ml

de cultivo de la microalga Phaeodactylum tricornutum.

2.4. Técnicas e instrumentos de datos, validez y confiabilidad

2.4.1. Técnicas e instrumentos

Las técnicas e instrumentos utilizados se detallan en la tabla N°05.

Tabla N 05: Técnicas e instrumentos

Objetivo Especifico Técnica Herramienta

Determinar la concentracién
de dioxido de carbono que Observacion
incrementa la densidad | experimentaly | Hoja de registro
celular de la microalga| medicion directa

Phaeodactylum tricornutum.
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Objetivo Especifico Técnica Herramienta

Determinar si la agitacién del

cultivo incrementa la Observacion

densidad celular de la experimental y | Hoja de registro

microalga  Phaeodactylum | qedicion directa

tricornutum.

Fuente: Elaboracion propia

2.4.2. Validez y confiabilidad

2.5.

Validez

La validez se refiere al grado en que un instrumento mide realmente la

variable que pretende medir (Hernandez-Sampieri, 2014).

Para determinar la validez de los instrumentos se sometid las fichas de

recoleccién de datos al juicio de tres expertos.
Confiabilidad

La confiabilidad de un instrumento de medicién se define como el grado en
que su aplicacion repetida al mismo individuo u objeto produce resultados

iguales (Hernandez-Sampieri, 2014).
Métodos de analisis de datos

Los resultados de los tratamientos realizados seran analizados mediante el
disefio factorial completo de multiples niveles (4*2), a un nivel de
significacion del 95% (p=0,05). Para el analisis descriptivo se empled el

software Excel y para el analisis inferencial Minitab 18.
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lll. RESULTADOS
3.1. Procedimiento

3.1.1. Pre-cultivo de la microalga Phaeodactylum tricornutum

La cepa de la microalga Phaeodactylum tricornutum (Figura N° 04) fue
obtenida de la coleccién de cepas del laboratorio de cultivos menores de la
Escuela de Ingenieria en Acuicultura de la Universidad Nacional Federico

Villarreal.

Figura N° 05: Reconocimiento de la cepa de la microalga Phaeodactylum

tricornutum.

Se realiz6 un cultivo por escalamiento iniciandose con matraces Erlenmeyer
de 250 ml (110 ml de cultivo) utilizando agua de mar envejecida (24 horas
en reposo como minimo), filtrada y autoclavada a 121°C por 25 minutos.
Posteriormente se enriquecid el agua de mar ya esterilizada dentro de una
campana de bioseguridad con medio Guillard (f/2) con la ayuda de pipetas
estériles de 1 ml cada nutriente (Nitratos, fosfatos, trazas metales, vitaminas
y silicatos). Se inocul6 al 10% utilizandose la campana de bioseguridad con

la ayuda de un mechero para tener un ambiente aséptico. Los volumenes de
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3.1.2.

matraces utilizados en los cultivos fueron 250 ml, 500 ml (250 ml de cultivo)
y 1 L (400 ml de cultivo). Para pasar de un volumen inferior a uno superior

se realizé un conteo celular en la camara Neubauer.
Instalacién del Sistema con agitacion

Se utilizaron botellas plasticas y transparentes de un litro (botellas de primer
uso) para la instalacion tanto del sistema con y sin agitacion (Figura N° 06).
A los fotobiorreactores con agitacion se le instald6 motores a pilas que
impulsaron el movimiento circular de una paleta (Figura N° 07) con una
velocidad de agitacion de 60 rpm y durante un tiempo de aplicacién de seis
horas al dia (10:00 am — 16:00 pm).

Fuente: Elaboracién propia

Figura N° 06: Sistema de cultivo con agitacion.
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Fuente: Elaboracién propia

Figura N° 07: Sistemas con y sin agitacion.

3.1.3. Inoculacién en los sistemas con y sin agitacion

Se inocul6 la cepa Phaeidactylum tricornutum con una concentracion de
2.3x10° cel/ml y un volumen de 5% (25 ml) respecto al volumen del medio
que fue de 450 ml por reactor y siguiéndose los mismos procedimientos
utilizados en el pre-cultivo (Figuras N° 08 y 09). En la Tabla N°06 se detalla

las condiciones iniciales del cultivo.

Tabla N°06: Condiciones iniciales de cultivo.

Parametros Condiciones Concentracion
abiodticos iniciales de cultivo | celular inicial
pH 7
CE 46 uS/cm
Temperatura 24 +£1°C
2x10° cel/ml
Intensidad
) 1500 Lux
luminosa
Fotoperiodo 12:12 (Luz:noche)

Fuente: Elaboracion propia.
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Fuente: Elaboracion propia.
Figura N° 08: Inoculacion de la microalga Phaeodactylum tricornutum en los

sistemas con y sin agitacion.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura N° 09: Interior de la camara de bioseguridad.

3.1.4. Inyeccion de diéxido de carbono

Se inyect6 didxido de carbono desde un tanque de gas puro con un flujo de
1 L/min. Las tres concentraciones diferentes que se inyectaron fueron de 8,

25y 50% de CO, v/v mas el tratamiento control donde no se inyecto CO,.
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Después de inyectar el CO, se cerraba por completo el sistema durante una
hora, aumentando el tiempo de retencion del gas suministrado hasta
completarse la transferencia de masa de gas a liquido y obtener la mayor
eficiencia de disolucion de CO,. Este procedimiento se realizé durante 7 dias
(el dia 1 inicié después de un dia de inoculacion, la cual se denominé dia 0)
(Figura N° 09). Las concentraciones de diéxido de carbono se detallan en la
Tabla N°07.

Tabla N°07: Concentraciones de CO, aplicados al medio de cultivo.

Tratamientos | Volumen (ml) Concentracion (v/v)

TO (control) 0 0.0387% aprox. (valor tedrico)
T1 38 8%
T2 118.75 25%
T3 237.5 50%

Fuente: Elaboracion propia.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura N° 10: Tanque de CO, y flujometro.
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3.1.5. Medicién de pH

Se midi6 el pH para controlar el CO, disuelto en el medio de cultivo. Se medio

en dos horarios (9:00 am y 14:00pm).

Se utilizé un test de pH (Figura N° 11) para su medicidn y evitar asi cualquier

tipo de contaminacion que afectara la densidad celular de la microalga.

Fuente: Elaboracion propia.
Figura N° 11: Medicion de pH.

El pH durante los dias de estudio no tuvo una variacién, ya que diariamente se
realizaba el mismo procedimiento.

El pH tomado en las mafianas muestra como las microalgas lograron regularizar el
pH que se redujo un dia antes al adicionarse el CO, al medio de cultivo, como se
muestra en la Tabla N° 08 el pH medido en la tarde después de adicionar CO, a

cada muestra se redujo.
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Tabla N° 08: Resultados de pH el dia 6 en la tarde y dia 7 en la manana.

pH
Concentracion de CO, Con agitacién Sin agitacién
(% viv)
14:00 pm | 9:00 am | 14:00 pm | 9:00 am
0 7 7 7 7
0 7 7 7 7
8 6 7 6 7
8 6 7 6 7
25 6 7 6 6
25 6 7 6 6
50 6 7 6 6
50 6 7 6 6

Fuente: Elaboracion propia

3.1.6. Determinacion de la densidad celular

Se realizé el conteo de todas las células observadas a través del microocopio
trinocular clinico (marca:Olympus) en los cuatro cuadros externos de la

camara Neubauer marcados como A, B, C y D como se observa en la Figura

N°12.
A B
C D
— 1mm —

Fuente: Arredondo y Voltolina (2007)

Figura N° 12: Rejilla de camara Neubauer.
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Para obtener la densidad celular se aplica la formula:
C =N/4+10000 (1)

En donde:

C = cél/mL

N = sumatoria de células presentes en los cuatro cuadrantes de 1 mm2 (0.1
uL) (A,B;C;D).

Diariamente se tom6 2 muestras de cultivo (aproximadamente 1ml) por cada
fotobiorreactor, es decir que se realizaron 32 conteos en la camara Neubauer

que se observa en la Figura N° 12.

Fuente: Elaboracion propia.

Figura N° 13: Camara Neubauer.

Los resultados obtenidos de la densidad celular el ultimo dia de cultivo se
muestran en la Tabla N° 09, donde el 25% de CO, v/v y agitacion en

simultaneo fue el de mayor crecimiento celular.

Tabla N° 09: Resultados de la densidad celular el ultimo dia de cultivo.

Concentracién de CO, Con agitacion | Sin agitacion
(% viv) Densidad celular (Cel/ml)
0 1417500 1610000
0 1412500 1550000
8 1312500 1177500
8 1395000 885000
25 1390000 382500
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3.1.7.

Concentracién de CO, Con agitacion | Sin agitacion
(% viv) Densidad celular (Cel/ml)
25 1672500 282500
50 1232500 120000
50 965000 112500

Fuente: Elaboracién propia.

Estos resultados muestran diferencias significativas de densidad celular

entre los sistemas con y sin agitacion a partir de la adicion de CO, al 25%

v/v.

Estimacion del peso de biomasa

Se midi6 la densidad del medio de cultivo liquido utilizando un hidrémetro.
Se calculd el peso de la biomasa por diferencia de densidades medida el dia

1 de cultivo y el dia 7 al cultivo que obtuvo la mayor densidad celular en

células por mililitros.

Fuente: Elaboracion propia

Figura N° 14: Medicion de la densidad final utilizando el hidrometro.
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Para obtener el peso de la biomasa se aplica la formula:
M=V.(di-df) (2)

En donde:

M= peso de biomasa (gramos)

V= volumen (mililitros)

di= densidad inicial (gramos/mililitros)

df= densidad final (gramos/mililitros)

A continuacion en la Tabla N° 10 se observa los resultados de la biomasa
final obtenidos a partir de la diferencia de la densidad final e inicial del medio

de cultivo de la muestra que resultdé con densidad celular superior a los otros.

Tabla N° 10: Resultados del peso de biomasa.

.. .. Diferencia Densidad Peso de
Concentracion de Concentracion
Densidad del medio celular biomasa
CO; (% viv) de CO, (9) .
de cultivo (g/ml) (Cel/ml) (9)
25 121.13 0.01 1672500 475

Fuente: Elaboracién propia.

3.1.8. Analisis del crecimiento celular por observacion

El enriquecimiento de carbono obtenido del CO, inyectado genera un
incremento celular que se evidencia visualmente por el color del cultivo. En
las Figuras N° 15, 16, 17, 18 y 19, se muestran registros fotograficos durante

los dias que se realizé la investigacion.

Ademas en la Figura N° 15, se observa como el color pardo caracteristico
de la microalga Phaeodactylum tricornutum se redujo a medida que la

concentracion de CO, se aumentd en los sistemas sin agitacion.
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Fuente: Elaboracion propia
Figura N° 15: Comparacion del contenido celular a diferentes
concentraciones de CO, y sin agitacion el ultimo dia de estudio. a) TO
(control), b) T1 (8% CO,), ¢) T2 (25% CO,) y d) T3 (50% CO,).

Fuente: Elaboracién propia

Figura N° 16: Comparacion del contenido celular del a) TO (control) con

agitacién y b) TO (control) sin agitacion el ultimo dia de estudio.
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Fuente: Elaboracion propia
Figura N° 17: Comparacioén del contenido celular del a) T1 (8% CO;), con

agitacion y b) T1 (8% CO,), sin agitacion el ultimo dia de estudio.

Fuente: Elaboracién propia

Figura N° 18: Comparacion del contenido celular del a) T2 (25% CO,), con

agitacion y b) T2 (25% C0,), sin agitacion el ultimo dia de estudio.
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Fuente: Elaboracién propia
Figura N° 19: Comparacioén del contenido celular del a) T3 (50% CO,), con

agitacién y b) T3 (50% CO,), sin agitacion el ultimo dia de estudio.

3.1.9. Condiciones del desarrollo de Phaeodactylum tricornutum

El cultivo de la microalga Phaeodactylum tricornutum se inicié con un inoculo

de 2.3x10° cel/ml por 25 ml en un volumen de 450 ml.

Fuente: Elaboracion propia

Figura N° 20: Observacién en el microoscopio de la microalga

Phaeodactylum tricornutum el dia 0 o de inoculacion.
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Fuente: Elaboracién propia

Figura N° 21: Observacion en el microoscopio de la microalga

Phaeodactylum tricornutum el dia 4 de la muestra control.

3.2. Analisis estadistico
3.21. Curva de crecimiento del TO (control) en los sistemas con y sin

agitacion.

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000

TO-A

800000 a—

600000

Densidad celular (Cel/ml)

400000

200000

Dia0 Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7

Fuente: Elaboracién propia
Grafico N°01: Crecimiento celular de la microalga Phaeodactylum
tricornutum con el tratamiento control (CO, atmosférico) en los sistemas

con y sin agitacion.
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La muestra TO (control) a una concentracién de CO, atmosférico (aprox.
0.0387% v/v) tuvo cambios en el crecimiento microalgal entre el dia 3y 6 de
cultivo. Estas variaciones fueron a favor de la muestra con un sistema de

agitacion al cultivo.

3.2.2. Curva de crecimiento del T1 (8% de CO, v/v) en los sistemas con y sin

agitacion.

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000

T1-A

800000 n——

600000

Densidad celular (Cel/ml)

400000
200000

0
DiaO Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7

Fuente: Elaboracién propia.
Grafico N°02: Crecimiento celular de la microalga Phaeodactylum
tricornutum con el tratamiento uno (8% de CO, v/v) en los sistemas con y

sin agitacion.

En la muestra T1 (8% de CO, v/v) se evidencia un cambio significativo el dia
7 de cultivo donde la muestra sin agitacion inicié su descenso mientras que

el cultivo con agitacion tuvo una tendencia a seguir aumentando.
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3.2.3. Curva de crecimiento del T2 (25% de CO, v/v) en los sistemas con y sin

agitacion.

1800000
1600000
1400000
1200000
1000000
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800000 —8—T2-B

600000
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400000
200000

0
DiaO Dial Dia2 Dia3 Dia4 Dia5 Dia6 Dia7

Fuente: Elaboracién propia
Grafico N° 03: Crecimiento celular de la microalga Phaeodactylum
tricornutum con el tratamiento uno (25% de CO, v/v) en los sistemas con y

sin agitacion.

Las muestra T2 (25% de CO, v/v) a las mismas concentraciones y diferentes
condiciones de agitacion se comparan y evidencian una diferencia
significativa a partir del dia 4 de cultivo en adelante, incrementandose la

densidad celular (cel/ml).
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3.2.4. Curva de crecimiento del T3 (50% de CO, v/v) en los sistemas con y sin

agitacion.

1400000
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1000000
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Fuente: Elaboracién propia
Gréfico N° 04: Crecimiento celular de la microalga Phaeodactylum
tricornutum con el tratamiento uno (50% de CO, v/v) en los sistemas con y

sin agitacion.

La curva de crecimiento de la muestra T3 (25% de CO, v/v) muestra un
incremento con el sistema con agitacién a partir del dia 4, mientras que el

cultivo sin agitacion va descendiendo.

3.2.5. Efecto de las diferentes concentraciones de CO, sobre el crecimiento
microalgal.
En el Grafico N° 05 se observa como va en descenso el crecimiento de la
microalga a medida que aumenta la concentracion de CO, y sin una agitaciéon
constante.
Sin embargo en el Grafico N° 06 la agitacion genera un efecto positivo sobre

el crecimiento de la microalga a concentraciones elevadas de CO,.

45



EmTO-B mT1-B mT2-B = T3-B
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Fuente: Elaboracién propia
Grafico N° 05: Comparacién del crecimiento microalgal a diferentes

concentraciones de CO, y en un sistema sin agitacion.

A partir de la inyeccion de 8% de CO, y sin una agitacion constante (6 horas)

se inicié un dafio celular que generd la inhibicion del crecimiento celular.

EHTO-A mT1-A mT2-A  T3-A
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1000000
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600000
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200000

Tratamientos

Fuente: Elaboracion propia
Grafico N° 06: Comparacion del crecimiento microalgal a diferentes

concentraciones de CO, y en un sistema con agitacion.
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La inyeccion de CO, en los sistemas con agitacién constante tuvieron una

respuesta diferente a los cultivos sin agitacién, ya que las altas
concentraciones de CO, no provocaron una inhibicién del crecimiento de la
microalga tan alta como la anterior. La inyeccion del 25% de CO, se
incrementd comparado con la muestra control y la muestra sin agitacién y a

las mismas condiciones de adicion de CO,.

3.2.6. Diseno factorial de multiples niveles

Se evalud el efecto de las dos variables independientes sobre nuestra unica

variable dependiente.
La hipétesis nula: el modelo no explica ninguna variacion en la respuesta.

En la Tabla N° 08 podemos visualizar los valores de p para la concentracién
de CO,, la agitacion y su interaccién. Para los tres términos el p valor por ser
menor a 0.05 indica que son significativamente diferentes, rechazando la

hipétesis nula.

Tabla N° 11: Analisis de varianza de los factores y su interaccion.

Analisis de Varianza
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F  Valorp
Modelo 7 425397E+12 6.07709E+11 37.77 0.000
Lineal 4 3.08786E+12 7.71966E+11  47.98 0.000
Concentracion CO2 3 1.72043E+12 5.73475E+11 3565 0.000
Agitacion 1 1.36744E+12 1.36744E+12 85.00 0.000
Interacciones de 2 terminos 3 1.16610E+12 3.88700E+11 24.16 0.000
Concentracion CO2*Agitacion 3 1.16610E+12 3.88700E+11 2416  0.000
Error 8 1.28703E+11 16087890625
Total 15 4.38267E+12

Fuente: Minitab (2018)

Representacion de los efectos de las medias ajustadas de la concentracion

de CO, y agitacién sobre la media de crecimiento microalgal.
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Grafica de efectos principales para Crecimiento microalgal
Medias ajustadas

Concentracion CO2 Agitacion
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1250000

1000000
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500000

Fuente: Minitab (2018)

Grafico N° 07: Gréfico de efectos principales.

Representacion de los efectos estandarizados de la concentracion de CO, y
agitacion y su interaccion sobre el crecimiento microalgal. Donde la agitacion

representa el mayor efecto.

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es Crecimiento; a = 0.05)

Término 2.306
T

1 Factor Nombre
A Concentracién CO2
B Agitacion

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Efecto estandarizado

Fuente: Minitab (2018)
Grafico N° 08: Efectos estandarizados.
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La representaciéon de la interaccion de los factores sobre la variable
respuesta. ldentificando la concentraciéon de CO, al 25 % v/v y agitacion

como la interaccion mas favorable.

Grafica de interaccion para Crecimiento microalgal
Medias ajustadas
Concentraci6 * Agitacion Agitacion
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—m B
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0
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Fuente: Minitab (2018)

Grafico N° 09: Grafica de interacciones.
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3. DISCUSION

Entre los factores que influyen el crecimiento de las microalgas esta el pH,
temperatura, agitacién, aireacién, €0, e iluminacién (Nifio, 2017). Esta teoria se
comprueba en el presente estudio demostrandose un incremento del crecimiento
de células por mililitros entre el tercer y ultimo dia de cultivo. Ademas se puede
inferir que la microalga Phaeodactylum tricornutum a mayor concentracion de CO,

requiere de mayor tiempo de agitacion.

Li et al. (2017) encontraron que Phaeodactylum tricornutum después de crecer
bajo CO, elevado (1000 patm) presenta diferencias significativas en la fotosintesis
y el crecimiento con la poblacion mantenida a CO, ambiente. Esto se puede
observar en los resultados obtenidos a concentraciones de CO, (8%, 25% y 50%
v/v) y sin agitacion constante que el crecimiento celular disminuye con respecto a
la muestra que consume solo CO, atmosférico (0.0387% v/v aprox). Se puede
concluir que la microalga si es capaz de tolerar elevadas concentraciones de CO,

pero requiriendo de una mezcla adicional por agitacion.

Ravelonandro et al. (2010) examinaron la influencia de la agitacion del cultivo, la
salinidad media y la adicién de CO, (que oscila entre 0 y 2% v / v) sobre el
crecimiento y el contenido de proteina de Arthrospira (Spirulina) platensis.
Resultando un mejor crecimiento de la microalga en una columna de burbujas sin
mezcla adicional debido a que las células de Arthrospira (Spirulina) platensis son
fragiles. En cambio la microalga Phaeodactylum tricornutum segun los resultados
de esta investigacion obtuvo un mejor crecimiento con una mezcla adicional. Esto
demuestra que el crecimiento es diferente segun la especie y condiciones
ambientales asignadas, pues las células de Phaeodactylum tricornutum pueden

ser lentamente moviles debido a que no tienen flagelos.

Sankar, Daniel y Krastanov (2014) en su investigacion realizaron un estudio
comparativo del crecimiento de tres cepas de microalgas (Calothrix sp., Spirulina
platensis y Chlorella minutissima) en relacién a los parametros cinéticos, tolerancia
al CO,, etc. Ademas, se llevaron a cabo estudios con agitadores, con diferentes

tasas de aireacion. Finalmente se obtuvo que el agitador presentd mejores
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rendimientos de biomasa en ambas operaciones, es decir, con y sin CO,. De la

misma manera que la presente investigacion.

Anjos, et al (2013) buscaron maximizar la tasa de fijacion de CO, por la microalga
verde Chlorella vulgaris cultivada fotoautétroficamente en fotobiorreactores de
columna de burbujas bajo diferentes concentraciones de CO, (entre 2% y 10%) y
tasas de aireacion (desde 0.1 a 0.7 vvm). Los resultados mostraron que la tasa de
fijacion maxima se obtuvo usando 6.5% de CO, y 0.5 vvm después de 7 dias de
cultivo demostrando que la optimizacion de las condiciones de cultivo de microalgas
se puede considerar una estrategia util para maximizar la bio-mitigacion de CO, por
C. wulgaris. De la misma manera el presente estudio obtuvo un incremento del
crecimiento celular de la microalga Phaeodactylum tricornutum usando 25% de CO,
y agitacién en simultaneo, confirmando que la optimizacion de las condiciones de
cultivo se puede considerar una estrategia util para maximizar el cultivo de

microalgas.

El aumento del crecimiento de algunas especies de microalgas cuando se
incrementa la turbulencia, es debida a la mejora del suministro de luz y CO,. Sin
embargo, a niveles mayores de turbulencia, el crecimiento se ve disminuido
drasticamente, aumentando simultaneamente la velocidad superficial del gas
causando un posible dafio celular (Contreras et al., 2003). Esta teoria afirma los
resultados obtenidos, es decir, las diferentes concentraciones de CO, y la adicién
de turbulencia por agitacién aumenta el crecimiento de la microalga marina
Phaeodactylum tricornutum, sin embargo, cuando se aplica las mismas
concentraciones de CO, pero sin agitar en cultivo obtenemos una disminucién de

las células y se presenta drastica a una concentracién del 50% de CO,.

Garcia et al. (2000) concluye que las bajas tasas de agitacidn mecanica por la
ruptura de burbujas en la superficie de cultivo fue la causa predominante de dafio
celular en la microalga Porphyridium cruentum. Afirmando los resultados que se

presentaron en los cultivos sin agitacion y elevadas concentraciones de CO,.

51



CONCLUSIONES

Se pudo comprobar que el efecto de la concentracién de diéxido de carbono y
la agitacidon del cultivo de la microalga Phaeodactylum tricornutum sobre la
fijacion de carbono es significativo, ya que a mayor concentracion de diéxido
de carbono y agitacién en simultaneo hubo un aumento de la densidad celular
en 1.29 x 10° cel/ml.

Una estimacion del peso de biomasa maximo fue 4.75 g con una concentracion
de CO, de 25% v/v y agitacion del cultivo. Concluyendo que para producir este
peso se requiere de 121.13 g de CO,.

La densidad celular maxima obtenido por la microalga Phaeodactylum
tricornutum fue de 1.67 x 10° cel/ml sometida a una concentracion de CO, y
agitacion del cultivo al mismo tiempo. Corroborandose que la concentracién de
dioxido de carbono que incrementd el crecimiento de la microalga
Phaeodactylum tricornutum fue el 25% viv.

La densidad celular de la microalga Phaeodactylum tricornutum en los
tratamientos T1 (8% de CO, v/v), T2 (25% de CO, v/v) y T3 (50% de CO, v/v)
fueron 1.395x 10°%, 1.673x 10° y 1.233 x 10° cel/ml respectivamente,
incrementandose con la agitacion del cultivo comparados con los cultivos sin
agitacion.

Se comprobdé que a mayor concentracion de CO, requiere de una mayor
agitacion del cultivo para generar una mayor eficiencia de la transferencia de
masa de gas-liquido ya que se genera mayor cantidad de burbujas al ingresar

el gas.
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RECOMENDACIONES

Se sugiere continuar con investigaciones que optimicen la fijacién de CO,
variando otros factores que afecten directamente el crecimiento de la microalga
como la temperatura, nutrientes, tiempo de inyeccion y otro tiempos de
agitacion.

Se podria analizar si las altas concentraciones de CO, afectaron el alto
contenido de acidos grasos que se conoce que tiene la especie estudiada.

Es importante completar el estudio realizando el analisis elemental de carbono
a la biomasa obtenida para determinar la tasa de fijacion de CO,.

Es recomendable realizar cultivos con volumenes a partir de 5 litros si se desea
analizar el porcentaje de carbono ya que en el Peru la unica institucion que
puede realizarlo pide como minimo 5 gramos de biomasa en seco.

Se recomienda realizar un estudio integral de los potenciales de la especie
como fijadora de CO,, para el tratamiento de aguas residuales y obtencion de
un producto final.

Se recomienda experimentar con la fijacion de CO, con gases de combustion

real y los efectos del resto de gases de combustion sobre su crecimiento.
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ANEXOS

Anexo N°01: Fichas de toma de datos.

Densidad celular (cel/ml)

Tratamientos

Réplicas

Dia 0

Dia 1

Dia 2

Dia 3 Dia 4

Dia 5

Dia 6

Dia 7

T0

T0-Al

T0-A2

T0-B1

T0-B2

T1

T1-Al

T1-A2

T1-B1

T1-B2

T2

T2-A1

T2-A2

T2-B1

T2-B2

T3

T3-Al

T3-A2

T3-B1

T3-B2

Fuente: Elaboracién propia

pH

Dia

Hora

9:00a.m.| 2:00p.m.

N[O [WIN|-

Fuente: Elaboracién propia




Anexo N°02: Disefio factorial de multiples niveles, Minitab 18

Resumen del diseno

Factores: 2 Replicas: 2
Corridas base: 8 Total de corridas: 16
Bloques base: 1 Total de bloques: 1

Fuente: Minitab (2018)

Tabla de disefio
Corrida Blg A B
1T 1 1 1
2 1 1 2
3 01 21
4 1 2 2
5 1 3 1
6 1 3 2
7 1 41
8 1 4 2
9 1 1 1
0 1 1 2
"M 1 21
12 1 2 2
13 1 31
14 1 3 2
15 1 4 1
6 1 4 2

Fuente: Minitab (2018)



Anexo N°03: Regresion factorial general.

Ecuacion de regresion

Crecimiento = 1057344 + 440156 Concentracion CO2_0 + 135156 Concentracion CO2_8
- 125469 Concentracion CO2_25 - 449844 Concentracion CO2_50
+ 292344 Agitacion_A - 292344 Agitacion_B
- 374844 Concentracion CO2*Agitacion_0 A + 374844 Concentracion CO2*Agitacion_0
B - 131094 Concentracion CO2*Agitacion_8 A
+ 131094 Concentracion CO2*Agitacion_8 B
+ 307031 Concentracion CO2*Agitacion_25 A
- 307031 Concentracion CO2*Agitacion_25 B
+ 198906 Concentracion CO2*Agitacion_50 A
- 198906 Concentracion CO2*Agitacion_50 B

Fuente: Minitab (2018)




Anexo N°04: Validacion de instrumentos.
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GACION

L DATOS GENERALES . ' = Q&k
141 Apellidos y Nombres del validador Dr. / Mg..... Cecilia.. QEK(‘\B\XQC RO
L7k Cargo e institucién donde labora:... D CENNE. Y
1.3. Especialidad del validador:
1.4. Nombre del instrumento... ieusa e ess e e s g e s SRS USSR E AR SIS SsaSE AR e ansasseasy
150 Titulo de la Investigacién......... cpagans evamysest Siags
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MINIMAMENTH
ABLE £
CRITERIOS INDICADORES e ACEPTABLE |  ACEFTABLE
20 [ 45 | 50 |55 ]60 |65 [70 |75 |80 |85 | 90 95 |100
1. CLARIDAD Esta formulado con lenguaje >
comprensible.
2. OBJETIVIDAD E.sta iadccuado alas leyes y principios T
cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y las
3. ACTUALIDAD necesidades reales de la
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E it
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9. METODOLOGIA metodologia y disefio aplicados para
lograr probar las hipétesis.
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Anexo N°05: Matriz de consistencia.

Definicién
Tipo Problemas Objetivos Hipoétesis Variables Definicion conceptual . Dimensién | Indicadores
operacional
¢Cual es el Evaluar el efecto El efecto de la
efecto de la dela concentracion El CO, se fija en las
concentracion concentracion de didxido de células microalgales y se
de diéxido de de dioxido de carbonoy la transfiere a compuestos o
) Se determinara la
carbono y la carbonoy la agitacion al que contienen carbono, L
) o fijacion de carbono
agitacién al agitacion al medio de cultivo L como carbohidrato, lipidos .
Fijacion de . calculando la densidad .
General | medio de cultivo | medio de cultivo | sobre la fijacion y proteinas. Por lo tanto, la . Densidad Cel/ml
carbono ) L celular de la microalga
sobre la fijacion | sobre la fijacién | de carbono por capacidad de fijacion de celular
) Phaeodactylum
de carbono por de carbono por microalga CO, se refleja en la .
. tricornutum.
la microalga la microalga Phaeodactylum concentracion celular de
Phaeodactylum | Phaeodactylum | tricornutum es las microalgas (Zeng et al.,
tricornutum? tricornutum. significativo. 2010).
Determinar la La
. N N Gas de efecto o
¢Cudlesla concentracion concentracion ) Se determinara las tres Dosis viv
y . . invernadero, .
concentracion de diéxido de de diéxido de o ) concentraciones de
o principalmente producido ) .
de didxido de carbono que carbono que . CO, diferentes mas un
. ) por la actividad humana, H
carbono que incrementa el incrementa el » control (0%, 8%, 25%, P
) o o Concentracion como la quema de o
n incrementa el crecimiento de | crecimiento de la L ) . 50% CO, v/v) midiendo
Especificos o . ) de diéxido de combustibles fésiles
crecimiento de la la microalga microalga . o el volumen que ingresa uS/cm
) carbono solidos y liquidos, los Parametros
microalga Phaeodactylum Phaeodactylum . al cultivo sobre el
) ) cuales incrementan la de cultivo
Phaeodactylum tricornutum. tricornutum es . . volumen total y la o
. capacidad de la atmésfera c
tricornutum? 25%. medicién de los
para retener el calor )
Problemas parametro de cultivos.
(Appenzeller, 2004). Lux




Definicion

Tipo Problemas Objetivos Hipotesis Variables Definicion conceptual . Dimension | Indicadores
operacional
¢ La agitacion Determinar si la La agitacion del o
) o ) Influencia directa sobre la ) Tiempo de
del cultivo agitacion del cultivo . Se determinara la P Horas
) . ) transferencia de masa, o agitacion
incrementa el cultivo incrementa el . ) agitacion calculando 9
siendo la transferencia de
crecimiento incrementa el crecimiento ) las revoluciones por
masa importante para la
celular de la crecimiento celular de la Agitacion o . minuto y el tiempo de
) ) difusion e ingreso del CO, o Velocidad
microalga celular de la microalga aplicacioén de las !
) ala célula (Rubio y » d
Phaeodactylum microalga Phaeodactylum paletas utilizadas para € rpm
. . Moreno, 2017). o agitacion
tricornutum? Phaeodactylum tricornutum. la agitacion. gitaci

tricornutum.
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