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RESUMEN

Este documento muestra el proceso de obtencion de hidrogeno a partir de microorganismos
fotoautotrofos, mas especificamente de microalgas de la especie Chlamydomona, las cuales se
recolectaron del agua del Humedal Santa Maria del Lago. Este proceso tiene como etapas
principales la recoleccion de muestra de agua, el crecimiento de las microalgas, el aislamiento de

las Chlamydomonas y finalmente la produccion del gas hidrégeno.

Se elaboraron dos medios de cultivo diferentes, medio TAP (tris-acetato-fosfato) y medio
Hoagland y Arnon Il y se realizé una comparacién tanto de la preparacién de estos, como de la
influencia de los mismos en la etapa de crecimiento de las Chlamydomonas, dando como resultado
que el medio de cultivo mas adecuado para el desarrollo de esta especie de microalgas es el medio

Hoagland y Arnon II.

Finalmente se construyeron dos prototipos de biorreactores a escala de laboratorio, cada uno con
un medio de cultivo diferente, con los que se efectud y evidencié la produccion de hidrégeno,
monitoreando permanentemente las variables temperatura y pH. Con los resultados obtenidos se

propuso un disefio conceptual de un biorreactor para la obtencién de hidrogeno.

Palabras claves: microalgas, Chlamydomona, incubacion, medio de cultivo, humedal, diluciones,

rayado en agar, aislamiento, hidrégeno.
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INTRODUCCION

El cambio climético es un de las problematicas ambientales mas grandes del mundo, abarcando
maltiples consecuencias negativas en el sistema fisico, bioldgico y humano. El efecto invernadero,
es el efecto por el cual la tierra se mantiene en condiciones Optimas para refugiar vida, de esta
manera, la atmdsfera es la que retiene parte del calor del sol, con la intencion de mantener la
temperatura media del planeta la cual seria de 18 °C bajo cero. Teniendo en cuenta lo dicho
anteriormente, en Colombia, segin el Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible (2019), se
estima que para el afio 2030 haya un incremento en la pérdida de cobertura de ecosistemas marinos
y costeros como manglares, de los cuales Colombia cuenta con la mayor extension del pacifico

americano. [1]

Los humedales son ecosistemas que pasan desapercibidos, pero han reportado apreciables
beneficios sociales, econdmicos y ambientales en el mundo; la funcion principal que cumplen los
humedales es el almacenamiento de agua, recarga de acuiferos, proteccién contra tormentas y la
retencion de carbono. No obstante, el aumento de la temperatura, el aumento del nivel del mar y
los cambios en la precipitacion degradaran esta vida natural; por otro lado, la convencion Ramsar,
es el tratado intergubernamental que ofrece el marco para la conservacion y el uso racional de los

humedales y sus recursos. [2]

La industria petrolera en Colombia ha sido capaz de mantener la conservacion en el sector social
y econdmico a nivel nacional, sin embargo, el sector petrolero en el pais ha venido afectando el
medio ambiente, debido a la contaminacion del agua utilizada en la extraccién del crudo 463974-

2020-1-GA.pdf (uamerica.edu.co) y en especial a la implementacion de combustible en los diferentes

medios de transporte terrestre (carro, moto, autobus, tractor, tren, camion), los cuales funcionan

con combustibles liquidos derivados del petréleo. [3]

El gas hidrogeno es considerado como el combustible ideal para el mundo, puesto que su uso
adecuado como tal, reduciria la contaminacion del aire, el calentamiento global y el medio
ambiente estaria protegido de manera sustentable. El uso conjunto del hidrogeno y la electricidad,
proveen opciones atractivas en la generacion de energia y en el transporte. Desde el centro de
tecnologias de transporte del SENA se realizé una prospeccion sobre la formacion de una serie de

tecnologias emergentes, siendo esta, una de las alternativas de energias renovables con potencial
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para ser usada en el sector transporte, el desarrollo de estos sistemas puede ofrecer una distribucion
avanzada, reducir de costos de operacion y disminucion de emisiones de gases de efecto

invernadero.[3]

El presente proyecto busca evaluar la implementacion de nuevas tecnologias como lo es la
produccion de hidrogeno a partir de microalgas que serdn encontradas en las aguas del Humedal
Santa Maria del Lago en Bogot4, ademas de esto como objetivo principal sera implementar un
fotobiorreactor para que se desarrolle la microalga y con ayuda de este se podra cuantificar la

cantidad de hidrogeno obtenido
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OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la obtencién de hidrogeno en un fotobiorreactor partiendo de microalgas fotoautétrofas.
Objetivos especificos

e Determinar las especificaciones fisicoquimicas del medio de cultivo ideal para microalgas
fotoautotrofas.

e Aislar los microorganismos fotoautotrofos de diferentes muestras de agua del humedal Santa
Maria del Lago para la produccién de hidrégeno.

e Disefar conceptualmente un biorreactor para la obtencion de hidrégeno.
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1. MARCO TEORICO
1.1 Alternativas energéticas
La generacion de energia a partir de combustibles fésiles ha sido una de las causas principales de
contaminacion del ambiente tanto del aire, como el agua y suelos. Es importante destacar que los
recursos naturales han sido cada dia mas escasos, por los cambios climaticos drasticos. De acuerdo
con la Secretaria Distrital de Ambiente SDA, en el 2012 el aporte de las emisiones de material

particulado en Bogoté provino de fuentes méviles en un 58% y de fuentes industriales en un 42%.
[4]

Por otro lado, el petréleo ha vivido una disputa desde hace tiempo, debido a la propuesta de su
reemplazo por fuentes de energias renovables, esto ha llevado a explorar nuevas alternativas
energéticas contando como ventajas su naturaleza inagotable, renovable y su utilizacién libre de
polucion, estas han sido representadas como un valor central para la sostenibilidad ambiental, que

a largo plazo preservaran la vida humana. [5]

Una de las alternativas energéticas que se ha estudiado las tltimas décadas son los biocombustibles
como reemplazo de la gasolina y el gaséleo, ya que debido a la crisis energética se buscan nuevas
fuentes que sean capaces de producir energia limpia utilizando nuevas tecnologias, por ejemplo
con la implementacion de procesos bioldgicos o derivados de biomasa y organismos vivos como
microalgas, plantas o bacterias que se basan principalmente en convertir la energia solar en energia

quimica por medio de la fotosintesis.

Dentro de los biocombustibles existen diferentes tipos, estan los de primera generacion que
provienen de fuentes como el almiddn, azlcares, grasas animales o aceites vegetales y se producen
a partir de diferentes procesos como fermentacion y/o esterificacion. También estan los de segunda
generacion que se obtienen a partir de biomasa que no se usa para producir alimentos, como la
celulosa. Por otro lado, los biocombustibles de tercera y cuarta generacion son producidos a partir
de microalgas y algas modificadas genéticamente, respectivamente; estas Gltimas son las mas

innovadoras para dicha produccion. [6]

Los biocombustibles de tercera generacion son excelentes debido a que la implementacion de
microalgas garantiza una alta produccion de biocombustible con un aproximado de 60.000L a
240.000L en el afio ya que poseen un acceso mas eficiente al agua, CO2 y otros nutrientes en

comparacion con las plantas de primera y segunda generacion. Teniendo en cuenta esto, se
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encuentra el biodiesel, el butanol, el metano, el etanol y el hidrogeno entre los biocombustibles

que se pueden obtener a partir de microalgas.

La produccion de hidrogeno a partir de microorganismos fotosintéticos es uno de los estudios mas
innovadores para la generacion de energia limpia, ya que no posee emisiones al medio ambiente

de gases de efecto invernadero o gases contaminantes.

1.2 Biohidrogeno

El hidrogeno es el elemento mas comun en el universo, es un gas no toxico, inodoro, incoloro,
insipido y altamente combustible, tiene la mayor densidad energética en comparacion con
cualquier otro combustible conocido como el metano, gas natural o gasolina, de hecho, tienen un

poder calorifico tres veces mayor que el del petréleo. [7]

Hay tres tipos de hidrdgeno, el gris, el azul y el verde. Los dos primeros se extraen del gas natural,
pero este proceso libera volumenes muy grandes de COz y aunque se puede obtener carbon al
inyectar el CO- en cavernas (carbdn capture o captura de carbdn), este es un proceso con un costo
muy elevado. Por altimo, esta el hidrogeno verde, este se obtiene mediante el proceso de

electrolisis el cual no produce emisiones de gases contaminantes. [8]

La conversion energeética del Hz es comparable a los procesos electroquimicos y de combustion.
Una opcién limpia para sustituir a los combustibles fésiles y mitigar algunos problemas
medioambientales actuales, es el uso de hidrégeno en pilas de combustible, la potencia es dos
veces mas eficiente y sélo produce agua como subproducto, por lo que no contribuye a la emision

de gases de efecto invernadero.

Ecopetrol es de las empresas pioneras en Colombia en implementar proyectos y realizar
investigaciones para la obtencion de hidrogeno por medio de electrdlisis. En este 2022 empieza la
prueba piloto de la produccion de hidrégeno verde en la Refineria de Cartagena, con un
electrolizador de tecnologia PEM (Protén Exchange Membrana) y 270 paneles solares, este piloto
utiliza aguas industriales de la refineria para producir diariamente 20 kg de hidrdgeno verde de
alta pureza (99,999%). [8]
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1.3 Métodos para obtener hidrdgeno
Actualmente la fuente mas comun para la obtencion de hidrégeno es el gas natural, su composicién
quimica (en su mayoria metano) y su relativo bajo costo hacen que sea la opcion mas interesante
para obtener este elemento. EIl proceso de extraccion del hidrégeno del gas natural es conocido
como reformado, en donde se obtiene 6xido de carbono como subproducto en una escala de once
toneladas de CO por cada tonelada de hidrégeno, también existe otra alternativa, la pirolisis de
metano en la que se obtiene carbdn en fase solida y se obtienen tres toneladas de carbono por una
tonelada de hidrégeno.
La obtencion de hidrogeno en su mayoria es mediante recursos no renovables un 98% de la
produccidn total de hidrogeno viene de fuentes fosiles como el gas natural (50%), el petroleo (30%)
0 el carbdn (18%), asi como se observa en la Figura 1. No hay un dato preciso de la electrolisis de
agua y en caso de contar con ella el total de hidrégeno de origen no renovable ascenderia mas del
98%. [9]

Figura 1.

Produccién de hidrégeno mundial afio 2018

REFORMADC CON VAPOR-gas... 505
CRACKED-petraleo 305

GASIFICACION-carbdn 18%

Ln

Nota. En esta figura se muestra una grafica con los diferetes porcentajes de produccion de
hidrégeno en el afios 2018 segin la materia prima a emplear Tomado de: P. D. Martinez,
“Tecnologias De Produccion De Hidrogeno Basadas En Métodos Biologicos,” Ciemat, pp.
8-13, 2020, [Online]. Disponible en:
https://www.ciemat.es/portal.do?TR=A&IDR=1&identificador=848

1.3.1 Reformado
En este proceso existen tres factores claves a tener en cuenta, el primero es la temperatura ya que
debe realizarse a 700°C — 1100°C aproximadamente, debe estar presente un catalizador en base

niquel y por Gltimo, debe existir la presencia de un agente oxidante ya sea aire 0 agua (el mas
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usado es el vapor de agua), todo esto se debe cumplir para que la molécula de metano se logre
descomponer y asi le dé lugar al hidrégeno y a los 6xidos de carbono. Existen tres métodos de
produccion en funcion del agente oxidante: reformado con vapor, oxidacion parcial y reformado
autotérmico.[10]

Figura 2.

Métodos de produccién de hidrégeno por reformado

eforma va e idacion parcia =] ado LEmniC
Reformado con vapor Cridacio I Reformado autoténmmico
gas natwral + oxigeno gas natural = vapor + axigeno
Eas natural + waDor
- B |

L

MMM VO 9 VO 9

I l |
¢ g3t 02 ascape

Nota. La imagen muestra las diferentes maneras para obtener hidrégeno por el

método de reformado, asi como también las materias primas y el producto final.

Tomado de: Libro hidrégeno - Naturgy “Hidrogeno Vector energético de una

economia descarbonizada”.
El vapor de agua es el agente oxidante mas usado en el método de reformado del gas natural en el
cual actian dos reacciones. En la primera ocurre la descomposicion parcial del metano en
monoxido de carbono (CO) y tiene lugar a altas temperaturas, en la segunda se desplaza el agua y
el gas que se utiliza para aumentar la porcion de hidrégeno generado y a diferencia de la primera
reaccion, ocurre a bajas temperaturas. Sin embargo, en este método también se puede utilizar el
aire como agente oxidante y se denomina oxidacion parcial, puesto que si fuera completa la
produccidn seria Gnicamente de carbono, agua y energia.[10]
1.3.2 Pirdlisis
Este meétodo permite la obtencion de hidrogeno y carbono sélido mediante la descomposicion del

metano y también es conocido como craqueo térmico. En este proceso no se afiade ningun
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compuesto quimico que contenga oxigeno en su estructura, ademas tiene lugar a temperaturas muy
altas por lo que es un proceso endotérmico.

Es de vital importancia el manejo del carbono sélido ya que puede bloquear tanto los poros del
catalizador como la hidrodindmica del propio reactor lo cual es clave para la viabilidad del proceso,
para esto se ha planteado tedricamente el uso de metales o sales fundidas que son estables a altas
temperaturas aproximadamente 1200°C. EIl carbon que se obtiene es puro y se puede utilizar en
diferentes procesos como la produccion de pigmentos o polimeros. [10]

Figura 3.

Pirdlisis de gas natural

Nota. Esta figura muestra el proceso de obtencion de hidrégeno a partir del
método de la pirolisis de gas natural. Tomado de: Libro hidrégeno - Naturgy
“Hidrogeno Vector energético de una economia descarbonizada .

1.3.3 Electrolisis del agua

Este proceso basicamente consiste en la disociacion del agua cuya reaccion se muestra a

continuacion:

H,0 = - 0, + H, Eq. 1[10]
Existen tres tipos de tecnologias para la electrdlisis del agua, la principal diferencia entre
estas, es el material del electrolito, con mayor madurez tecnologica estan los electrolizadores

alcalinos (AEC), seguido de este existe la membrana de intercambio de protones (PEM) y

con menor madures esta el electrolito de estado sélido o de alta temperatura (SOEC).[10]
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Figura 4.
Esquema del funcionamiento y reacciones de los diferentes tipos de electrolizadores
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de operacion

Nota. Esta imagen muestra los tres esquemas de funcionamiento de los diferentes tipos de
electrolizadores dependiendo de cada electrolito, ademas se observa las reacciones que
ocurren en cada etapa de este proceso. Tomado de: Libro hidrogeno - Naturgy “Hidrogeno
Vector energético de una economia descarbonizada’.
1.3.4 Fotolisis
Teniendo en cuenta que la fuente basica de energia renovable es el sol, muchos estudios se
han centrado en la utilizacion de fotones para romper directamente la molécula de agua
(fotolisis). La irradiacion sola suele ser utilizada por mdédulos fotovoltaicos para la
generacion de electricidad la cual se aplica a los electrolizadores, sin embargo los estudios e
investigaciones se han enfocado en la disposicion de los materiales que permiten que los
reactores de produccion de hidrogeno sean activados mediante la irradiacion solar.[10]
La principal dificultad que no ha permitié la amplia utilizacion de este método, es la probable
recombinacion de los productos obtenidos a partir de las reacciones de reduccion y
oxidacion, estas se dan debido a que la energia del fotdn absorbido genera portadores que a
su vez crean un proceso de catalisis en donde tienen lugar estas reacciones. Ya que los
productos no se obtienen por separado, la eficiencia de conversion de la energia solar en

energia quimica, disminuye.[10]
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1.3.5 Gasificacion

Este proceso tiene como producto final una mezcla de CO, CO2 e H; (gas de sintesis) que se
obtiene a partir de la conversion de la materia organica, la cual consiste en la oxidacion
parcial de un material sélido, por ejemplo se pone en contacto una fuente de hidrocarburos
de cadena larga (fueloil, carbon, biomasa o residuos) con oxigeno y/o agua a una temperatura
lo suficientemente alta como para romper sus cadenas y convertirlos a fase gaseosa, de esta
manera se facilita su uso como combustible o para obtener un compuesto de forma separada
(H2). Se debe tener en cuenta que el oxigeno debe estar en la forma mas pura para que de
esta manera la concentracion del hidrégeno obtenido sea la més alta y asi evitar la formacion
de nitritos y nitratos.

Como se menciona anteriormente, la temperatura es una condicion de gran importancia para
que el proceso pueda realizarse, por lo cual debe controlarse en un rango de 1200°C a
1400°C, estos valores se logran y conservan porque la reaccidn es exotérmica y no requiere
de la presencia de un combustible como en el caso del reformado. Por otro lado el
rendimiento incrementa con el aumento de la presion, sin embargo esta varia dependiendo
de la tecnologia y muchas veces puede tener lugar a presion atmosférica. [10]

Figura 5.

Proceso de fotdlisis para obtener hidrégeno.
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Nota. Esta figura muestra el diagrama de proceso de la obtencion de hidrdgeno a
partir del método de fotolisis. Tomado de: Libro hidrdgeno - Naturgy “Hidrogeno
Vector energético de una economia descarbonizada”.
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1.4  Alternativas para la produccion de Biohidrégeno
Para la produccion de biohidrogeno hay que controlar diferentes factores como los
microorganismos involucrados, los nutrientes necesarios, la fuente de energia, la temperatura, el
pH y la presencia o0 no de oxigeno, ademas existen diferentes rutas para obtener el gas hidrégeno,
asi como lo muestra el esquema en la Figura 6.

Figura 6.

Esquema de las principales alternativas de produccion de biohidrégeno

Directa
™| Biofotolisis | sy

Produccion | Indirecta
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Fotofermentacion
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Fermentativa '

=) | Fermentacion oscura

Nota. Este diagrama muestra las diferentes vias de acceso bioldgicos para obtener
biohidrogeno en funcion de su fuente de energia, Tomado de: P. D. Martinez,
“Tecnologias De Produccion De Hidrogeno Basadas En Métodos Biologicos,”
Ciemat, pp.8-13, 2020, Disponible en:
https://www.ciemat.es/portal.do? TR=A&IDR=1&identificador=848

Hay oportunidades, en que los procesos mostrados en el diagrama anterior se realizan de manera
secuencial combinandolos de acuerdo con las exigencias de cada microorganismo a utilizar para
mejorar el proceso de produccion de biohidrégeno. A continuacion, se describird brevemente en
qué consiste cada una de estas opciones renovables.

1.4.1 Biofotolisis

La biofotolisis basicamente es un proceso organico para la produccion de hidrogeno por medio de
la hidrolisis del agua por fotosintesis. En la biofotolisis directa se obtiene el hidrogeno por medio
del sistema fotosintético de las microalgas, este transforma la energia solar en energia quimica en

forma de Ho, para que esto ocurra, los microorganismos deben someterse a una incubacion

23



anaerobia y a un tiempo de oscuridad, esto permite la produccion de enzimas hidrogenasas que
canalizan los protones (2H*) a hidrégeno gaseoso (Hy).
H,0 - 2H, + 0, Eq.2[11]

Por otro lado, se encuentra la biofotdlisis indirecta, este método es realizado por cianobacterias y
algas verde azules en donde se genera hidrogeno molecular (H2) por medio del proceso
fotosintético en el cual el CO> es fijado a sustratos ricos en hidrégeno y al igual que en el método
anterior, este proceso se realiza en condiciones anaerobias. Las cianobacterias sintetizan diferentes
enzimas, pero la mas importante es la nitrogenasa ya que esta cataliza la produccion de hidrégeno

mientras fija el nitrogeno. [11]

En la biofotdlisis directa la fotosintesis comienza con la absorcion de luz por los pigmentos
fotosintéticos (clorofilas, ficobilinas y carotenoides), que estan asociados con los fotosistemas |
(FSI) y fotosistema Il (FSII) los cuales son complejos proteicos. La limitacion de azufre en las
células induce al proceso de produccion de hidrégeno, el cual impide la activad del FSII
(fotosistema 1) y en efecto la produccién de oxigeno en los cloroplastos. El azufre es un
macroelemento esencial que funciona como trasportador de electrones. En ausencia de azufre, la
sintesis de proteinas es impedida y el proceso del FSII (fotosistema 1) es detenido esto conlleva
a que la actividad disminuya y como consecuencia, también disminuye la produccion de oxigeno
por lo tanto las microalgas llevan a cabo la fotosintesis anaerdbica para generar energia,

consumiendo sustratos bioldgicos y liberando hidrégeno como mecanismo auxiliar [9]

Preferiblemente en estos procesos se utilizan reactores con superficies grandes para que la
presencia de luz pueda aprovecharse al méximo. Se estima que, a maxima produccion, se pueden
producir casi 20 kg de hidrégeno gaseoso por 1000 m2 de superficie de cultivo, lo que hace que

sea un proceso con bajo rendimiento y un alto costo.[9]

1.4.2 Fotofermentacion

En esta obtencion los microorganismos son mas selectivos, normalmente se utilizan bacterias
purpuras no sulfurosas, estos microorganismos son esencialmente mesoéfilos lo que significa que
las temperaturas optimas de crecimiento estan entre 37-39°C.Este método es catalizado por la luz

donde la enzima responsable de la produccion es la nitrogenasa, la cual se encarga de transformar
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el nitrégeno en amoniaco mediante la captacion de protones lo cual permite la liberacion de
hidrogeno molecular. Por otro lado, los &cidos grasos son la principal fuente de electrones que

muchas veces estan contenidos en aguas residuales siguiendo mecanismos anaerobios. [9]

Este proceso fotofermentativo requiere de pH neutro o basico que oscile entre 6 y 9, el sustrato
normalmente utilizado de las bacterias purpuras no sulfurosas, son los &cidos grasos volatiles como
el acético, el butirico o el malico, sin embargo, nuevos estudios han usado sustratos ricos en

azucares como las melazas obtenidas durante el proceso de produccién de azucar.
1.4.3 Fermentacion oscura

Este método es uno de lo méas prometedores ya que al producir hidrégeno no se necesita una sola
especie microbiana, si no que se utilizan diferentes poblaciones de microorganismos de diferentes
especies, ademas es importante mencionar que este tipo de produccién acepta diferentes sustratos
desde azlcares sencillos hasta biomasa lignoceluldsica, residuos alimenticios y corrientes
residuales, o glicerol lo cual lo hace aun mas amigable con el medio ambiente y aporta al avance

de la economia circular.[9]

La fermentacion oscura maneja diferentes rutas metabolicas de acuerdo con el consorcio

microbiano utilizado.
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Figura 7.

Rutas metabdlicas de la produccién de biohidrogeno

por fermentacion oscura
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Nota. Generacion de hidrégeno con produccion simultanea de
acetato, etanol, lactato y formiato a través de la ruta de la
glucdlisis, una de las rutas utilizadas mediante fermentacion
oscura, Tomado de: S. A. Blanco Londofio and T. R. Chaparro,
“Biohydrogen production from wastes via dark fermentation:
A critical review (1993-2011),” Ingeniare, vol. 20, no. 3, pp.
398-411, 2012, doi: 10.4067/s0718-33052012000300014.

Segun la ruta especifica, a nivel microbioldgico el biohidrégeno es un subproducto de la
fermentacidn de materia organica de distintos acidos grasos. Los microorganismos presentes
transforman los azUcares, preferentemente glucosa, en diferentes acidos grasos, produciendo (o

en algunos casos consumiendo) hidrogeno. [9]

Por ultimo, este es el proceso bioldgico para obtener hidrégeno que se ha realizado a escala piloto

por su versatilidad en el sustrato y no es un proceso que requiera de mucho cuidado en la asepsia.
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Tabla 1.

Caracteristicas de los métodos de produccion de biohidrogeno

Método Presencia | Uso de materia Presencia Microorganismo
de Luz organica de
Oxigeno
Biofotolisis Directa Si No No Cianobacterias y Algas
No
Biofotolisis Si No Cianobacterias y Algas

(generada en el

Indirecta .
metabolismo)
Si
Fotofermentacion Si . No Bacterias purpuras
(Acidos Grasos) Purp
Si
Fermentacion No . No Consorcios
(Biomasa,
Oscura (Tolerable) microbianos
Azucares)

Nota. Esta tabla muestra el resumen de las caracteristicas principales de cada método bioldgico de
produccion de biohidrégeno Tomado de: : P. D. Martinez, “Tecnologias De Produccion De
Hidrogeno Basadas En Métodos Biologicos,” Ciemat, pp.8-13, 2020, Disponible en:
https://www.ciemat.es/portal.do? TR=A&IDR=1&identificador=848

1.5  Microorganismos productores de hidrogeno

La obtencion de hidrégeno por medio de los microorganismos fotosintéticos es una de las
aplicaciones méas prometedoras al momento de generar energias renovables, entre estos
especimenes estan las cianobacterias, las algas verde azules, bacterias purpuras y las microalgas
las cuales se caracterizan por tener una gran diversidad metabdlica y ser capaces de producir
compuestos de importancia industrial, nutricional y farmacéutica. [11]

1.5.1 Microalgas

Las microalgas son microorganismos unicelulares eucariotas fotosintéticos, son fuente de
clorofila, carotenoides, ficobiliproteinas, proteinas, exopolisacaridos, &cidos grasos
poliinsaturados y otros metabolitos biol6gicamente activos. Su importancia radica en su papel

como productoras primarias de materia organica asimismo estan presentes en ambientes con agua
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como lo son lagos, mares y rios, sin embargo, esto no exime la posibilidad de encontrarlas en
ambientes terrestres, de hecho, se encuentran ampliamente distribuidas en la biosfera adaptada a
una gran cantidad de condiciones incluso extremas. [12]

Algunas especies de microalgas son capaces de crecer empleando materia organica como fuente
de carbono o energia haciendo que la produccion de microalgas se divida en cuatro grupos:
1.5.1.a Fotoautotrofa. La energia la obtienen por medio del sol y los compuestos inorganicos son
la fuente de carbono.

1.5.1.b Fotoheterétrofa. El sol es le fuente de energia y los compuestos orgénicos la fuente de
carbono.

1.5.1.c Mixotrofica. La fuente de energia la obtienen tanto de la luz como de la materia organica,
mientras que la fuente de carbono son compuestos organicos y el CO2. Un ejemplo de estas algas
son Spirulina platensis o Chlamydomonas reinhardtii.

1.5.1.d Heterotrofa. La fuente de energia y de carbono son los compuestos organicos, esto
demuestra que existen algas que pueden desarrollarse en ausencia de luz como lo son Chlorella
protothecoides. [12]

1.6 Chlamydomonas

Para entender un poco mas el proceso para la obtencion de hidrogeno, hay que conocer a fondo el
microorganismo con el que se va a trabajar, empezando por su morfologia.

Segun fuentes, la Chlamydomona se clasifica como una microalga verde eucarionte (clorofila) de
morfologia ovoide de aproximadamente 10 micrémetros de largo por 3 de ancho, y en su extremo
anterior posee dos flagelos responsables de su movilidad y reproduccion sexual [13] Esta
microalga se encuentra en diferentes ambientes tales como suelos, aguas dulces, océanos, e incluso
en la nieve. [16] Son clasificadas como células haploides y entre sus caracteristicas méas
importantes se encuentra que son capaces de crecer en un medio sencillo de sales inorganicas

usando la fotosintesis para proporcionar energia.
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Tabla 2.

Taxonomia de la especie Chlamydomona reinhardtii

REINO Viridilantae
TIPO Chlorophyta
CLASE Chlorophyceae
ORDEN Volvocales
FAMILIA Chlamydomonadaceae
GENERO Chlamydomonas
ESPECIE Chlamydomonas reinhardtii

Nota. Esta tabla muestra la taxonomia de la microalga Chlamydomona. Tomado de: L. Lorena and
C. Chicug, “Desarrollo de una ruta estratégica que realciona la proporcion carbono nitrogeno (C/N)
alimentado al cultivo de Chlamydomonas reinhardtii con la calidad del biodiesel,”
2016.Disponible en http://www.metamicrobe.com/chlamy/#tax

1.6.1 Morfologia, reproduccién y composicion

o Las Chlamydomonas se caracterizan por ser una célula eucariota y haploide cuya reproduccion
consiste en un ciclo sexual controlado.

« Su aparato fotosintético esta estrechamente relacionado con el de las plantas, ya que posee
genes de fotosintesis codificados por ambos de los genomas nucleares y de cloroplastos.

e Una de las caracteristicas mas importantes dentro de su estructura es que posee una pared
celular y la capacidad de crecer heterotroficamente, lo cual permite el aislamiento de otros géneros
de microalgas que son incapaces de realizar la fotosintesis.

o Las Chlamydomonas tiene un flagelo al igual que las células de esperma de animales, este les
permite llevar a cabo fototaxis, moviéndose lejos o hacia la luz para maximizar la percepcién de
energia luminica que requiere para realizar fotosintesis o en el caso contrario minimizar el dafio
solar.

o Finalmente, la caracteristica mas interesante que hacen a las Chlamydomonas objeto de estudio
es que pueden adoptar un metabolismo anaerdbico, lo cual fomenta la produccion de gas de

hidrogeno y metabolitos como formiato y etanol. [13]
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Figura 8.

Morfologia de la especie Chlamydomona
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Nota. La imagen representa la morfologia de la
chlamydomona junto con sus organelos. Tomado de:
Biology Boom. (Mayo de 2016). Type Chlamydomonas
structure, Occurrence & reproduction. [En linea].
Disponible: http://biologyboom.com/type-
chlamydomonas-only-for-b-s/

1.7  Medio de cultivo

Es una solucion de nutrientes que se considera como un ambiente creado artificialmente el cual
cuenta con las condiciones necesarias para que se dé el crecimiento microalgal. Teniendo en cuenta
las fuentes de energia, carbono y nitrégeno, los medios de cultivo se pueden clasificar en tres
tipos:

1.7.1 Autotrofico

Este medio de cultivo utiliza la luz natural o artificial como fuente de energia y CO2 como fuente
de carbono.

1.7.2 Heterotréfico

Mediante la oxidacion de sustratos organicos obtiene la energia y el carbono, pero no todas las
especies de microalgas pueden crecer en él.

1.7.3 Mixotrdéfico

Hay presencia de una fuente de carbono organico lo que permite que las microalgas realicen
fotosintesis. [13]
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1.8 Automatizacion y Control de Arduino para la cuantificacion de biohidrdgeno

La electrénica estd presente en los procesos industriales, desarrollando sistemas electronicos
modulares y eficientes permitiendo su automatizacion, reduciendo considerablemente las tareas
del operario, minimizando los errores humanos en la industria. EI microcontrolador es la pieza
clave para automatizar un proceso, es un circuito integrado con la capacidad de ser programable.
Actualmente, el microcontrolador ATmega328 por sus prestaciones que ofrece ha sido

incorporado en las placas de Arduino. [14]

Arduino UNO, al ser una plataforma de libre acceso, se convierte en una alternativa viable e
interesante de bajo costo, para el desarrollo de aplicaciones enfocadas al monitoreo y control de
un proceso. Para que un sistema de control sea atractivo, dependera del disefio de su interfaz, la
interfaz es una herramienta interactiva que proporciona toda la informacion del sistema al usuario,
permitiendo el analisis total de la informacion de forma clara y concisa. Actualmente, se puede
hacer uso de una pantalla tactil como interfaz, permitiendo una gran facilidad en su programacion

como en la comunicacion entre las placas de Arduino. [14]

Esta plataforma permite por medio de sensores cuantificar la cantidad de hidrégeno que se obtiene
a partir de biofotdlisis y otros métodos utilizando microalgas fotoautotrofas de especie
Chlamydomonas.

1.9 Fotobiorreactores de sistema cerrado

Los fotobiorreactores son equipos que requieren luz como fuente de energia para cosechar
microorganismos fotoautotrofos. Estos organismos utilizan la fotosintesis para generar biomasa a
partir de la luz y de diferentes macro y micronutrientes. Los fotobiorreactores deben tener un
medio de cultivo estable, controlando pardmetros como temperatura, pH y concentracion de
oxigeno entre otros. Dependiendo de las condiciones del cultivo y del control para el
microorganismo seleccionado, existen dos sistemas de cultivo distintos: sistemas abiertos y
sistemas cerrados.[15]

Los fotobiorreactores de sistema abierto se consideran para la produccion de biomasa, pero no
para la produccién de hidrégeno. Por lo tanto, solo se especificara principalmente equipos de

sistema cerrado que se consideran los mas aptos para el desarrollo de este proyecto.
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1.9.1 Reactores tubulares verticales

Son tubos verticales transparentes de material de polietileno o vidrio) en los que la agitacion se
consigue con la ayuda de burbujeo en el fondo. Posee buenas propiedades de mezcla mientras que
la configuracion de la columna de burbujas tiene una aireacion eficiente sin construcciones
internas. En algunos biorreactores, el burbujeo se realiza por rociado por los lados.[16]

1.9.2 Reactores de pantalla plana

Estos fotobiorreactores de panel plano son utilizados debido a la alta relacién A/V (&rea/volumen),
cuando el espesor es minimo. Sus lados transparentes y se utilizan en orientacion vertical,
inclinada u horizontal. En la produccion a gran escala, varias placas se disponen en paralelo sobre
un area. Ademas, se caracterizan por un area de transferencia de gas abierta, lo que reduce la
necesidad de una unidad de desgasificacion dedicada.[17]

1.9.3 Reactores Tubulares Horizontales

Este tipo de reactores se utilizan ampliamente por su orientacion hacia la luz solar que da como
resultado una alta eficiencia de conversion de luz. Este reactor tiene la configuracion se
implementan tubos largos en paralelos, tubos en bucle y deben estar cercanos. El principal
inconveniente de este tipo de reactor es el control de la temperatura. La acumulacion de oxigeno
debido a la actividad fotosintética da como resultado el fotoblanqueo y, por lo tanto, reduce la
eficiencia fotosintética [17]

1.9.4 Reactor anular de triple camisa

El reactor anular de triple cubierta consta de tres camaras que comparten el mismo centro. Las
bombillas fluorescentes se insertan en la camara mas interna. A su alrededor se encuentra la
camara de cultivo agitada con la ayuda de un agitador magnético. El reactor tiene una alta relacion

A/V'y la temperatura se controla mediante la circulacion de agua en el exterior.[17]
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2. ESPECIFICACIONES FISICOQUIMICAS DEL MEDIO DE CULTIVO IDEAL
PARA MICROALGAS FOTOAUTOTROFAS

En este capitulo se consultd informacidon bibliografica de las especificaciones fisicoquimicas de
los dos medios de cultivo utilizados para el crecimiento de la microalga Chlamydomona, ademas
de esto, se comprobd experimentalmente que la informacion encontrada era acertada para el
desarrollo de las colonias de este microorganismo, por lo tanto se realizé la siembra de las muestras
de agua recolectadas en el Humedal Santa Maria del Lago (la ubicacion y caracteristicas del lago,
se especifican en el Anexo 1) en cada uno de los medios de cultivo. Cabe aclarar que hubo
modificaciones en algunos aspectos al momento de realizar la experimentacion, tales como la

temperatura, pero aun asi esto no impidié obtener los resultados requeridos.

Las exigencias nutricionales de las microalgas en la mayoria de casos son sencillas y la etapa de
crecimiento se puede mejorar en gran medida mediante la adicion de algunos macro y
micronutrientes, con ayuda del control de luz y temperatura. Al realizar la revision bibliogréafica,
se encontr6 que, para el desarrollo de la Chlamydomonas, existen diferentes medios de cultivo,
mas especificamente el medio de cultivo TAP (Tris-acetato-fosfato) y la solucion Hoagland y
Arnon 1l modificada. Estos medios cuentan con los nutrientes esenciales para el aumento de las
células microalgales.

2.1 Solucién nutritiva de Hoagland y Arnon |1

La solucion nutritiva Hoagland y Arnon se basa en las cantidades y propiedades de macro y
micronutrientes absorbidas por los microorganismos, es una solucion adecuada y empleada en
cultivos hidropénicos los cuales son apropiados para realizar pruebas experimentales del
crecimiento microalgal. Este suministra tres macronutrientes en forma de cationes como lo son el
potasio, calcio y magnesio ademas de estos, agrega otros tres en forma anidnica que son nitrato,
fosfato y sulfato finalmente se complementa la solucién de macronutriente con micronutrientes.

Cabe mencionar que esta solucion nutritiva es utilizada en plantas para su apropiado crecimiento.
Este medio de cultivo tiene las concentraciones de los minerales en niveles maximos sin causar

toxicidad o estres salino. Otra propiedad importante de esta solucion es que el nitrégeno es

aportado como amonio (NH4") y nitrato (NO3"). El aporte de nitrgeno en un equilibrio mixto de
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cationes y aniones tiende a reducir el rapido aumento de pH del medio que normalmente se observa
cuando el nitrégeno se aporta s6lo como anion nitrato. [18]
Es importante resaltar los niveles de pH, esta propiedad es relevante y el rango debe encontrarse
entre 5,5y 6,0 ya que aumenta la solubilidad de sulfatos y fosfatos.[18]

Tabla 3.

Fertilizantes para el medio de cultivo Hoagland y Arnon 11

Fertilizante Formula Peso Concentracion
molecular  en la solucion
(g/mol) (mag/l)
MACRONUTRIENTES
Nitrato de Amonio NHsNO3 32,05 249,81
Nitrato de Potasio KNOs3 101,11 223,84
Fosfato Monopotéasico PO4H2K 136,09 264,49
Nitrato de Calcio Ca (NO3)s 350,11 158,95
MICRONUTRIENTES
Quelato de Hierro Fe-EDDHA (6% Fe) 435,20 36,67
Cloruro de Manganeso MnCl; + 2H,0 161,87 1,08
Sulfato de Cobre CuSOg4 + 5H20 249,68 0,08
Sulfato de Zinc ZuSO4 + 7H20 287,54 0,04
Molibdato de Amonio (NH4)6M02024 + 4H20 756,16 0,05

Nota. Esta tabla muestra los fertilizantes y las cantidades de macro y micronutrientes
que debe tener la solucion Hoagland y Arnon II modificada Tomado de: “Efecto De La
Concentracion De La Solucién Nutritiva Sobre La Biomasa De Microalgas Del Género
Chlamydomonas” [En linea].
Disponible:https://repositorio.uchile.cl/bitstream/handle/2250/111421/Memoria%20de

%20T%C3%ADtul0%20%28Yasm%C3%ADNn%20Hun%29.pdf?sequence=1&isAllow

ed=y

2.1.1 Metodologia

En este medio de cultivo se prepararon dos soluciones, una de macronutrientes y otra de
micronutrientes cada una en frascos schott de 250 ml, como se muestra en la tabla 3. Finalmente,
para la preparacion de la primera prueba de la solucion nutritiva de Hoagland y Arnon Il

modificada, se agrega en un frasco schott 50 ml de macronutrientes y 50 ml de micronutrientes
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obteniendo asi 100 ml del medio de cultivo al cual se le adiciond 150 ml de la muestra tomada en
el humedal.

Esta prueba se llevd a una incubadora LED con una temperatura de 15°C y con luz de 36 W por
cuatro dias, posterior a esto se afiadio aire por medio de una manguera insertada en la tapa del
schott y conectada a un pequefio motor aireador el cual duré dos dias administrando aire, pasados
estos dos dias se desconect6 la manguera del motor para convertir el medio a anaerobio y observar
crecimiento y reproduccion de los microorganismos a las condiciones mencionadas anteriormente.

En la siguiente tabla se evidencia el procedimiento descrito.

Tabla 4.
Medio de cultivo Hoagland y Arnon 11
Macronutrientes y Solucion nutritiva de Solucion nutritiva de
micronutrientes Hoagland y Arnon |1 Hoagland y Arnon |1
modificada modificada con Oxigeno

Nota. Esta tabla muestra las iméagenes tomadas del medio de cultivo Hoagland y Arnon Il
modificada con y sin presencia de microorganismos.

2.2 Medio de cultivo TAP. (Tris-acetato-fosfato)

En la bibliografia consultada se encontrd que las cepas de Chlamydomonas, presentan crecimiento
en un medio salino. EI medio TAP presenta una concentracion de sales lo que favorece el
crecimiento de las microalgas. Este medio de cultivo no solo cuenta con sales, sino que aparte de
estas, requiere de otras soluciones como lo son la solucion fosfato y la solucion elementos de traza

mas conocida como oligoelementos.
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2.2.1 Metodologia

Para este medio de cultivo se realizaron tres soluciones: sales TAP, solucién de fosfato y
oligoelementos, en el caso de los oligoelementos se dejaron reposar a 3°C durante 10 dias hasta
que este se tornd de color café rojizo para poder ser utilizado. [19] Para las cantidades se usaron
las mismas que se muestran en la tabla 5. Luego de tener las soluciones listas, se tomo de cada una
el volumen correspondiente para realizar 200 ml de medio de cultivo TAP, asi como se muestra
en la tabla 5, agregandoles los gramos de tris base y los mililitros de &cido acético
correspondientes. A la solucion TAP de 200 ml se le adiciono 50 ml de una muestra de agua del
humedal Santa Maria del Lago tomada el mismo dia de la preparacion para que esta no se dafiara

y fuera més efectiva.
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Tabla 5.

Soluciones que componen al medio TAP (Tris-acetato-fosfato)

Solucion Cantidad Compuesto Concentracion
en la solucion
K2HPO,4 28,8 (g/100ml)
SOLUCION FOSFATO 1ml KH2PO4 14,4 (g/100ml)
NH,4CI 15 (g/L)
SALES 25ml MgSO42H,0 4 (g/L)
CaCl;2H-0 2 (g/L)
HsBOs 1,14 (g/100ml)
ZnS0,4 7TH0 2,2 (g/100ml)
MnCl24H:0 0,5 (g/100ml)
SOLUCION iml FeS0.7H,0 0,5 (g/100ml)
OLIGOELEMENTOS CoCl; 6Hz0 0,16 (g/100ml)
CuS045H:0 0,16 (g/100ml)
(NH4)6M070244H,0 0,11 (g/100ml)
EDTA 5 (g/100ml)
ACIDO ACETICO Iml CH3COOH -
2,42 H,NC(CH;OH)s -

Tris(hydroxymethyl)-
TRIS BASE aminomethan

Nota. Esta tabla muestra las diferentes soluciones que se necesitan para la preparacion del medio
de cultivo TAP, asi como también las cantidades y concentraciones correspondientes a cada uno.
Tomado de [19] “TAP Medium,” Cold Spring Harb. Protoc., vol. 2006, no. 1, p. pdb.rec560, 2006,
doi: 10.1101/pdb.rec560.

Para este medio de cultivo la condicion de temperatura fue diferente, la temperatura aumento 9°C
pasando del rango de 15°C a 24°C, de igual manera se ingresé a la incubadora LED y se dejo
durante una semana donde no se evidencié un mayor crecimiento de las microalgas.

Se decidio realizar una prueba de fotoperiodos para los dos medios de cultivo, la cual consistia en
dejar 12 horas luz y 12 horas oscuridad donde se evidencio fisicamente un color mas verde del
material microalgal, esto se hizo de acuerdo a la investigacion que se realizé en Chile la cual es
nombrada “Efecto De La Concentracion De La Solucion Nutritiva Sobre La Biomasa De
Microalgas Del Género Chlamydomonas” donde hicieron pruebas de fotoperiodos 12:12 que

finalmente se dejaron en 16 horas luz y 8 oscuridad, en esta tesis mencionan que es importante la
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luz para el creciemiento, sin embargo su fase de oscuridad es de gran relevancia ya que las células
realizan rapidas divisiones mitéticas durante este periodo.

Tabla 6.

Medio de cultivo TAP (Tris-acetato-fosfato)

Soluciones para TAP TAP preparado + muestra Incubadora LED
(Sales TAP,
oligoelementos, sales
fosfato)

Nota. Esta tabla muestra las imagenes de las diferentes soluciones que se necesitan para la
preparacion del medio de cultivo TAP, el medio preparado mas la muestra de agua y
finalmente la incubadora LED que permite controlar las condiciones para el crecimiento
microalgal.

Los medios de cultivos mezclados con la muestra microalgal se dejaron en la incubadora de 20 a
25 dias en donde se evidenciéo un cambio en el color del cultivo mostrando varios tipos de
microorganismos, esto llevo a tomar la decision de comenzar a aislar la especie Chlamydomonas
por medio de diluciones y rayado en agar.

2.3 Especificaciones nutricionales para el crecimiento de microalgas fotoautotrofas

La biomasa de microalgas consiste en una variedad de metabolitos principales y secundarios
(proteinas, lipidos, carbohidratos, pigmentos, etc.), que estan involucrados en varios procesos
metabdlicos o pertenecen a constituyentes celulares (componentes estructurales celulares, etc.). Se
componen principalmente de carbono, pero también contienen muchos otros elementos (N, P, S,
K, etc.) en diversas concentraciones. Los tres metabolitos principales en la biomasa de microalgas
son los carbohidratos, los lipidos y las proteinas, donde su contenido total en la biomasa supera el
80%.

Para un crecimiento apropiado de microalgas, todos los nutrientes necesarios deben proporcionarse
en cantidades adecuadas y formas biodisponibles. Si no se suministran los elementos esenciales,

el resultado més posible sera una disminucion del crecimiento. En general, las microalgas tienen

38



una plasticidad en cuanto a sus requerimientos de nutrientes y podrian crecer cuando uno 0 mas
elementos se encuentran en concentraciones subdptimas. Sin embargo, esto podria tener un efecto
negativo sobre el crecimiento porque existe una estrecha relacion entre el contenido intracelular
de determinados nutrientes y la tasa de crecimiento celular. Tipicamente, hay un umbral de
contenido de nutrientes intracelulares, llamado “cuota de subsistencia”, por debajo del cual las

algas no crecen mas y el crecimiento se frena. [20]

La disminucion del crecimiento celular debido a la limitacion de nutrientes es el resultado de la
disminucion gradual de la captacion de luz, la fijacion de carbono y otros procesos metabdlicos

celulares como la produccion de hidrégeno.
Tabla 7.

Comparacion de la preparacion de medios de cultivo

PARAMETRO TAP Hoagland y Arnon 11
Temperatura Oligoelementos: 4°C Ambiente
pH 6,1 5,7
Tiempo 1 a2 semanas 1 hora

Nota: Esta tabla muestra los parametros correspondientes a la preparacion de cada medio de
cultivo.

El tiempo de preparacion de los medios de cultivo varia ya que segn Cold Spring Harb. Protoc
en “TAP Medium” los oligoelementos deben reaccionar a bajas temperaturas por o menos dos
semanas para poder ser utilizado, ademaés en este protocolo “TAP Medium” se menciona que los

valores de pH deben acercarse a 7.

Por otro lado para el medio de Hoagland y Arnon II segin Y. Hun, en “Efecto De La Concentracion
De La Solucion Nutritiva Sobre La Biomasa De Microalgas Del Género Chlamydomonas” el pH

para este medio debe estar en un rango de 5,5 a 6,0.
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Tabla 8.

Comparacion de los medios de cultivo para el crecimiento de Chlamydomonas

PARAMETRO TAP HOAGLAND Y ARNON
I
Temperatura 26°C 26°C
Tiempo de incubacion 3 a4 semanas 5 a 6 semanas
Luz 176umol (m?s) 176pmol (m?s)
Oxigenacion No Si

Nota: Esta tabla muestra los parametros correspondientes al crecimiento microalgal en
cada medio de cultivo.

El valor de la temperatura para el crecimiento de la especie Chlamydomona se ajustd de acuerdo
a los valores estandar para medio TAP y para medio Hoagland y Arnon Il que se muestran en las
investigaciones “Potencial de algas verdes para la produccion fotobioldgica de hidrogeno,”y
“Efecto De La Concentracion De La Solucion Nutritiva Sobre La Biomasa De Microalgas Del
Género Chlamydomonas” respectivamente, las cuales evaluaron ciertas temperaturas para buscar

un valor adecuado en la fase de crecimiento.

Teniendo en cuenta las tablas anteriores, se puede observar que pese a que ambos cultivos (TAP y
Hoagland y Arnon I1) sirven para el crecimiento de las microalgas de especie Chlamydomonas y
gue ademas se sometieron a las mismas condiciones de temperatura y luz, no comparten los
mismos parametros de preparacién y crecimiento microalgal, por ejemplo, se evidencié mediante
la observacion en el microscopio que en el medio TAP crecieron microalgas de diferentes especies
incluyendo a la Chlamydomonas, ver ANEXO 2, mientras que en el medio Hoagland y Arnon solo

crecieron Chlamydomonas en su mayoria.

Como se puede evidenciar en la tabla 5, los reactivos para la preparacion de medio TAP son
abundantes en comparacion a el medio Hoagland y Arnon evidenciados en la tabla 3, esto permite
determinar que el medio TAP debido a la cantidad de reactivos y su extensa preparacion, sea mas

costoso y requiera de un mayor tiempo para ser utilizado a gran escala.

Con lo dicho anteriormente, se determina al medio Hoagland y Arnon 1l como el mejor medio de

cultivo para el crecimiento de las microalgas de especie Chlamydomonas, con el beneficio de que
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tiene un menor costo de preparacion y puede ser utilizado inmediatamente después de su

elaboracion en comparacion con el medio TAP.
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3. AISLAMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS FOTOAUTOTROFOS DE LAS
DIFERENTES MUESTRAS DE AGUA DEL HUMEDAL SANTA MARIA DEL
LAGO PARA LA PRODUCCION DE HIDROGENO
Para el estudio de microorganismos, se han disefiado diferentes métodos que permiten su
crecimiento en medios artificiales en donde es posible controlar condiciones como la temperatura,
la presencia de sales, el pH y la intensidad luminica que terminan siendo vitales para la incubacion
de microorganismos especificos; para que esto ocurra se transfiere una muestra microbioldgica a
un medio de cultivo en donde podrén crecer diferentes colonias, se debe tener en cuenta que en el
lugar de trabajo y en general en el ambiente, existe la presencia de diferentes microorganismos

que se deben controlar para que no contaminen los cultivos de estudio.

Es usual obtener cultivos mixtos a la hora de realizar la siembra de una muestra, por eso para llevar
a cabo el estudio de una especie en especifico es de gran importancia obtener cultivos puros, por
lo tanto, se debe efectuar un proceso de aislamiento el cual consiste en promover intencionalmente
el desarrollo de este microorganismo en medios de cultivo y condiciones controladas y asi eliminar
la presencia de otros microorganismos. Para obtener un cultivo axénico o puro, se debe inocular
una sola célula en un medio sélido o liquido que haya sido previamente esterilizado, de esta manera
se podra multiplicar una sola especie de microorganismo y asi lograr un clon el cual consiste en
una poblacion de células descendientes de un solo microorganismo que a su vez conformaran una
colonia la cual es lo suficientemente grande como para ser visible en el medio de cultivo. Se debe
tener en cuenta que despues de cierto tiempo del crecimiento microbiano, la colonia debe ser
transferida a un medio de cultivo nuevo para que los microorganismos puedan seguir creciendo de

una manera mas pura.
3.1 Metodologia

El procedimiento que se mostrara a continuacién por medio de un diagrama de flujo, se realiz
con cada medio de cultivo (Hoagland y Arnon Il y TAP), es importante mencionar que el

aislamiento de las microalgas fue el mismo para los dos medios hasta la inoculacion final
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Figura 9.

Diagrama de flujo del proceso de aislamiento
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Nota. Esta figura muestra el diagrama de flujo del proceso de aislamiento de las microalgas de
especie Chlamydomona, en el cual se especifican las caracteristicas y los elementos involucrados
en cada etapa de este.

Luego de la preparacion del material microalgal y su incubacion, se observa el crecimiento de los
clones microalgales, con esto se procede a la fase de aislamiento de la especie Chlamydomona

para obtener la colonia pura. Este proceso se explica a continuacion de manera jerarquica.

3.1.1 Dilucién y Rayado en Agar

Se utilizaron seis tubos de ensayo esterilizados previamente, a cada uno se le agregaron 9 ml de
agua peptonada, en el primer tubo se agregd 1 ml de la solucién microalgal preparada
anteriormente. Se comenzo a realizar la dilucion seriada la cual consiste en tomar un 1 ml del
primer tubo agregarla al segundo tubo y del segundo tubo volver a tomar 1 ml y agregarlo al tercero
y asi sucesivamente hasta el tubo 6. Este procedimiento se realizo tanto con la solucion microalgal
Hoagland y Arnon Il como con TAP.

Luego de tener listas las diluciones seriadas, se procedio a realizar rayado en agar en el cual se
utilizaron 6 cajas Petri previamente esterilizadas en las cuales se sembré 0,1 ml de las seis
diluciones en su respectiva caja rotulada con el niamero de tubo de ensayo también rotulado. Esta
siembra se realiza con una micropipeta para sembrar los 0,1 ml en el agar y posterior a esto se hace
un rayado superficial con un rastrillo de vidrio que previamente se esterilizo en la autoclave. Las
placas se sellaron con vinipel para evitar contaminacion, y se mantuvieron durante 20 dias en la
incubadora-LED.
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Tabla 9.
Crecimiento de las colonias en medio TAP y medio Hoagland y Arnon Il

TAP HOAGLAND

Nota. Esta tabla muestra las imagenes de las colonias que crecieron en cada medio de cultivo,
tanto en agar (cajas Petri) como en disolucion (tubo de ensayo). Las cajas en medio TAP son de
las diluciones 10%, 10* y 10%, mientras que las de medio Hoagland son diluciones 10 al igual que
el tubo de ensayo y 102,

3.1.2 Reconocimiento de microalgas aisladas

Posteriormente al visible crecimiento de las colonias, se procedio a realizar un reconocimiento de
las microalgas aisladas, esto por medio de una observacion en el microscopio en donde se
identifico la presencia de diferentes especies de microalgas, ademéas también se observé la
presencia de otros microorganismos como bacterias y hongos, por lo tanto se escogieron las
colonias 1 de la caja Petri marcada como “Hoagland NO TOCAR?”, la colonia 2 de la caja “H 10",
la colonia 2 de la caja “H 10%” y la colonia 3 de la caja “TAP 10", en las cuales se observo una
mayor presencia de las microalgas de especie Chlamydomona. En el Anexo 2 se puede detallar

mejor las im&genes microscépicas de lo escrito anteriormente.
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Figura 10.

Observacion  microscopica de la

presencia de una bacteria.

Nota. Esta imagen microscopica muestra
la presencia de otro microorganismo
(bacteria) en una de las muestras tomadas
de las colonias que crecieron en el primer
aislamiento.

Tabla 10.
Imagenes microscopias de las microalgas en cada medio de cultivo
TAP HOAGLAND

[ : L J | |
Nota. Esta tabla muestra las imagenes microscépicas de las colonias que crecieron en cada medio
de cultivo, tanto en TAP como en Hoagland.

Luego de esta observacion en el microscopio, se rectificd que las colonias presentes, eran mixtas
y no puras, por lo tanto, se procedi6 a hacer dos aislamientos mas para asi asegurar la pureza de
las colonias y evitar el crecimiento de otras especies que compitan por el alimento y no permitan

el adecuado crecimiento de las Chlamydomonas.
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Para estos aislamientos se realizé un rayado mas especifico el cual consiste en usar un asa redonda
o0 de punta (dependiendo de la facilidad de recoleccidn) para recolectar una muestra de las colonias
elegidas. Es importante esterilizar el asa antes y despues de cada uso utilizando un mechero hasta
que se torne al rojo vivo, para enfriar el asa y evitar la muerte del microorganismo por calor, se
puede utilizar la parte interna de la tapa de la caja Petri 0 una parte del agar en donde no haya
presencia de colonias. Al recolectar la muestra se realiza el pase a otra caja Petri con un agar nuevo
0 a un tubo de ensayo con medio de cultivo. Para la siembra en la caja se debe hacer un rayado
secuenciado en donde se debe flamear el asa después de cada seccion de rayado, asi como se
muestra en la figura 9, esto permite que al final de la secuencia, la colonia pueda estar lo méas pura
posible. En cuanto a la siembra en los tubos de ensayo, se realiza la recoleccion con el asa teniendo
en cuenta el flameado y se hace el pase a otro tubo en donde se agita un poco para que la colonia
quede disuelta en el medio de cultivo y pueda crecer.

Figura 11.

Proceso de rayado secuenciado en agar

- =)
f

Flamear Flamear Flamear

[ O

Flamear e

Nota. Esta figura muestra el proceso de rayado que se debe realizar para la obtencion de la colonia
microalgal en su mayor pureza, ademéas muestra la importancia de flamear el asa después de cada secuencia.
Tomado de [21] D. de Bromatologia, “Procedimientos de Microbiologia General,” Pontif. Univ.
Chile, p. 1, 2021, [Online]. Available: Disponible en:
http://www6.uc.cl/manejoheridas/html/antiseptico.html

La cuantificacion de las colonias es posible realizarla siempre y cuando no hayan crecido de
manera lineal o en forma de rayado como se evidencia en la primera foto de la tabla 11, lo cual
hace que su cuantificacion sea demasiado complicada, mientras que, en las Ultimas fotos de la
misma tabla, se puede evidenciar las colonias de una manera més clara, lo cual hace posible su

cuantificacién. Esto se puede observar de una forma mas amplia en el Anexo 3, en donde no solo



se muestran las colonias seleccionadas sino también su imagen microscopica en el objetivo 40x y
100x.

Tabla 11.

Imagenes de las colonias aisladas.

NOMBRES DE LA FUENTE MICROALGAL COLONIAS DE CADA FUENTE

Nota: Esta tabla muestra las colonias que crecieron luego de realizar dos aislamientos para
obtenerlas. Al lado izquierdo se encuentran las cajas Petri con el nombre de la fuente de la muestra
microalgal, mientras que al lado derecho estan las mismas cajas Petri, pero del lado contrario en
donde se pueden observar mejor la presencia de las colonias en el agar.

Finalmente se procedié a inocular los microorganismos de especie Chlamydomonas en 100 ml de
cada medio (TAP y Hoagland sin azufre). La preparacion de estos medios con ausencia de azufre
se realizd como se muestra en las tablas 5 y 3, teniendo en cuenta que los compuestos que contenian
azufre se remplazaron por cloro, se eligio este elemento como remplazo debido a que es necesario
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para que las microalgas puedan realizar su metabolismo, la fotosintesis y al mismo tiempo ayuda
al equilibrio i6nico en el interior de las células, esto se realizd de acuerdo con el método de
preparacion del medio de cultivo encontrado en la Tesis, “Produccion de hidrégeno molecular :
fotosintesis anoxica de Chlamydomonas reinhardtii y degradacién de xilosa por una ruta
enzimatica sintética,”. Esta preparacion es clave para la produccion de hidrdgeno ya que el método
a eleccion es Biofotolisis y asi lo requiere.

La inoculacion se realizo con el fin de obtener un crecimiento microalgal puro y en una cantidad
significativa de biomasa, de esta manera introducirlas en los fotobiorreactores que se realizaran en
el siguiente capitulo. Esta inoculacion se dejo en la incubadora 10 dias para acelerar su
crecimiento.

Figura 12.

Medios de cultivo sin azufre inoculados con

la muestra microalgal

Nota. Esta figura muestra 100 ml de los dos
medios del cultivo sin azufre con los
microorganismos de especie
Chlamydomonas inoculados.

3.1.3 Recuento de células en camara de Neubauer

Pasado los 10 dias de inoculacion en medio TAP y en medio Hoagland sin azufre, se procedi6 a
hacer un recuento celular, esto para poder compararlos con la biomasa final presente en los

reactores y analizar el aumento de las células con respecto a la produccion de biohidrégeno.
Para el recuento de las células en camara de Neubauer se siguieron los siguientes pasos
a. Agitar el cultivo para permitir que las células tengan una distribucion homogénea.
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b. Setoma 1ml de muestra con una pipeta Pasteur.

c. Se llena con dos gotas la camara con la muestra verificando que la rejilla quede toda cubierta
y colocar un cubreobjeto para sostenerla, se observa al microscopio para verificar que las
celulas tengan una distribucion adecuada (no agrupada).

d. Se enfoca la cAmara con el objetivo 40x y el objetivo 100x , ya que existen células mas
pequefias que otras. Esto facilita la identificacion de las células, discriminando los residuos y
demaés objetos con tamafio similar a la especie que se esté cultivando.

e. El registro se hace contando las células que quedan dentro de cada una de las cuadriculas
marcadas como Promedio A, B, C y D indicadas en la Figuras 12 y 13, discriminando las

células que se encuentran en las lineas de cada cuadro.

Se contaron todas las células de la especie Chlamydomonas presentes en los 4 cuadros de 1 mm?
marcados como Promedio A, B, C y D. La concentracion celular se calcula de acuerdo con la

formula

C = N x 10*x dil Eq.3[22]
En donde:
C = células/ml N = promedio de células presentes en 1 mm? (0.1 pl)
N= promedio de células presentes en 1mm? (0.1 pl)

dil = factor de dilucién (cuando se considera necesario diluir la muestra. Es importante aclarar que
si se usd 1 ml de muestra y 9 ml de agua sin células, el volumen total es 10 ml y el factor de

dilucién es = 10. NOTA: En este caso no hubo dilucion por lo cual el valor es 1ml

10% = factor de conversién de 0.1 pla 1 ml
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Figura 13.

Recuento celular del medio de cultivo TAP

Promedio A: 27

Promedio C: 52

11 |20 |22 |28 55160 | 77 | 43
30 | 27 | 45 | 31 40 | 52 | 68 | 72
28 | 12 40 | 25 38 170 | 54 | 65
30 126 |20 |29 52 145 |75 | 41
g
1
e
q.
153 133 133
— —3 b+ 4 S8
= b » 9
353 :ﬁa:
1 4 2
22 138 |44 |78 60 | 32 | 41 | 73
54 141 |52 |82 74 | 55| 38 | 62
16 |56 43 167 59 | 47 | 20 | 56
45 162 |55 |52 l 63 | 42| 39| 55

Promedio B: 57

Promedio D: 51

Nota: Esta figura muestra el recuento celular en la cdmara de Neubauer en el medio de cultivo
TAP en la cual un promedio de 47 células presentes en 1 mm?.

C =N * 10* = dil

C = 47 células * 10* « 1ml

C = 4,7x105células/ml
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Figura 14.

Recuento celular del medio de cultivo Hoagland y Arnon Il

20 | 32 | 18 |39 49 | 31 |17 | 23
30 125 |30 | 30 38 12727125
Promedio A: 29 Promedio B: 32
13 121 |26 | 50 41 |34 |26 | 19
32140 |29 |28 53 130 |42 |29
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24 | 28 | 41 | 21 47 | 37 | 28 | 17
Promedio C: 26 27 120 | 21 | 24 28 | 19 251 19 Promedio D: 25

40 | 39 | 22 | 26 30 116 | 20 | 17

13 | 22 | 32.] 11 33 g 21 | 25 23

Nota: Esta figura muestra el recuento celular por medio de la camara de Neubauer en el medio

de cultivo Hoagland y Arnon |1 en la cual un promedio de 28 células presentes en 1 mm?.
C =N x 10* + dil
C = 28 células = 10* « 1ml Eq.4
C = 2,8x10°células/ml

En la ecuacion 3 y 4 se puede observar la concentracion celular de Chlamydomonas antes de la

produccion de hidrégeno.

La etapa de aislamiento fue una de las mas importantes y complejas de este proyecto ya que
cualquier cambio de luz o temperatura intervenia en la meta de obtener la especie Chlamydomonas
de manera pura. Es importante mencionar que para el éxito de este capitulo se tuvo que tener el
mayor cuidado con la asepsia para evitar la contaminacion de los cultivos.
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4. DISENO CONCEPTUAL DE UN BIORREACTOR PARA LA OBTENCION DE
HIDROGENO

Teniendo en cuenta la informacion bibliografica y los resultados obtenidos durante esta
investigacion, se ha demostrado la viabilidad de este método para obtener hidrogeno, sin embargo,

la productividad sigue siendo demasiado baja para la implementacién industrial.

Para el disefio de este fotobiorreactor es importante tener en cuenta diferentes factores claves para
la produccidn optima de hidrogeno, como el suministro de luz, la geometria del reactor, la relacion
entre la superficie iluminada y el volumen del cultivo, la condicion anaerdbica, material del reactor

y el control de temperatura.
4.1 Tipo de biorreactor y material

Para las microalgas se pueden implementar tres tipos de biorreactor, el tubular, el de panel plano
y anular de triple camisa. Para elegir el mejor se deben considerar aspectos importantes como la
dispersion de luz y la relaciéon superficie volumen y se ha demostrado que estos tipos de
biorreactores son los mas prometedores para la produccién industrial de biomasa microalgal ya
que estos ofrecen grandes beneficios de superficie y volumen, sin embargo las ventajas del
biorreactor anular de triple camisa son mas que las del tubular vertical y las del panel plano, por
ejemplo, los reactores tubulares verticales tiene una relacion de superficie iluminad y volumen
reducida mientras que los de triple camisa tiene una relacion media. Por lo tanto, para el disefio
conceptual y el prototipo a realizar se tomd como referencia el fotobiorreactor anular de triple
camisa ya que el libro “Biohydrogen Production Fundamentals and Technology Advances”
muestra un mayor rendimiento de este fotobiorreactor al momento de producir hidrogeno con un
valor de 8.05 x 10 (mol/ m® s) con una eficiencia del 3,7% en comparacion con el tubular vertical
que tuvo un valor de 2.47 x 10**con una eficiencia de 1,1%.

En cuanto al material se puede elaborar en polietileno o vidrio los cuales tienen un bajo costo y
permiten una alta transparencia y relacion area/volumen, productividad de biomasa y bajo riesgo
de contaminacion, sin embargo el vidrio no se puede utilizar en un prototipo de gran escala, por lo
que los materiales mas apropiados para la construccion de biorreactores son el PMMA
(polimetilmetacrilato) y el teflon, conservando su transparencia durante meses al exponerse a
condiciones climaticas naturales. Se ha visto que materiales como el caucho natural, el caucho de

silicona y el polipropileno tienen efectos toxicos en las células de algas privadas de azufre.[17]
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También existen los reactores tubulares horizontales, pero su principal inconveniente es el control
de la temperatura y la acumulacion de oxigeno debido a la actividad fotosintética que da como
resultado el fotoblanqueo y, por lo tanto, reduce la eficiencia fotosintética.

4.2 Relacion entre la superficie iluminada y el volumen de cultivo

Teniendo en cuenta el factor de relacion de superficie y volumen, se determina la cantidad de luz
necesaria en el biorreactor, ademas este factor es directamente proporcional con la concentracion

celular y la productividad volumétrica.

Los reactores que tienen una alta relacion de superficie y volumen son los anulares de triple camisa
y de pantalla plana, estos Ultimos deben tener un espesor muy pequefio el cual permite que sean

utilizados a gran escala.[17]
4.3 Condicion anaerobica y suministro de luz

Estos factores son importantes al momento de obtener hidrégeno por medio de un biorreactor, ya
que, gracias al metabolismo de las microalgas, se requiere un ambiente en ausencia de Oz debido
a que la acumulacion de O2 es un obstéaculo en reactores con alta relacion superficie/volumen. Es
necesario tener una unidad de desgasificacion separada en la que la distgancia entre la entrada y la
salida sea tal que incluso las burbujas méas pequefias puedan desprenderse, por esto debe existir
una condicion anaerébica para la transferencia de la cadena de electrones durante el metabolismo
bioquimico.[15] Al mismo tiempo, el biorreactor debe proporcionar una cantidad de luz adecuada,
usualmente su valor especifico es aproximadamente de 2000 lux. Para cumplir con estos dos

requisitos mencionados anteriormente, se utiliza vidrio o polimetilmetacrilato.
4.4 Control de temperatura

Para realizar un adecuado control de temperatura, se debe tener en cuenta la fuente de luz que se
va a implementar en el biorreactor ya que esta puede aumentar el valor de la variable, por lo tanto,
para tener un mejor control de la temperatura, en muchas ocasiones se pueden implementar
mecanismos de enfriamiento adicionales para mantener el cultivo dentro del rango de 24°C y 35°C.
Algunos de estos mecanismos son la inmersién de todo el cultivo en una piscina de agua, aspersién

con agua, sombreado o la incorporacion de un intercambiador de calor.[17]

4.5 Esterilizacion
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Para este método la esterilizacion es uno de los items mas importantes, ya que se trabaja con una
sola especie de microalga, lo que exige una asepsia mas rigurosa para el biorreactor. La estructura
del biorreactor tubular y su superficie en lo posible lisa, facilita la limpieza evitando la formacion
de biopeliculas en la pared y la acumulacion de factores contaminante, por lo tanto, mantiene una

alta transmision de luz.

Para realizar la esterilizacion se puede aplicar una inyeccién de vapor a 120°C lo cual permitira

que el biorreactor se encuentre aséptico antes de ingresar la biomasa. [23]

A continuacion, se muestra la construccion de los prototipos de biorreactores a escala de
laboratorio, los cuales se utilizaron para cuantificar la produccién de hidrogeno a través del
Software de Arduino, ademas se plantea un diagrama de flujo con el proceso de obtencion de
hidrogeno en donde se puede evidenciar cada etapa a seguir. Cabe mencionar que la etapa de
mezclado se realiz6 en una cdmara de flujo laminar, la cual tiene como finalidad eliminar posibles

contaminantes presentes en el aire como bacterias, levaduras entre otros.

4.6 Construccion de los prototipos de fotobiorreactores
Figura 15.

Diagrama de flujo del proceso de obtencion de hidrégeno

PRODUCCION
DE HIDROGENO

lOOdmI d‘:t.medio INOCULAR EN MEDIO SIN Colsrf;’;'iztsgsa
€ cuttivo AZUFRE
1 semana INCUBAR BIOMASA 26°C
_Frascos del ESTERILIZAR Glutaraldehido
litro y sensores
750ml de medio de 50ml de
cultivo sin azufre MEZCLAR biomasa
0°Cy INCUBAR 90

132pmol/m?s horas
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Concentracion de

hidrégeno Software de
Temperatura LECTURA DE DATOS Arduino
pH
Humedad

Nota. Esta figura muestra el diagrama de flujo del proceso de produccién de hidrégeno, partiendo
de la etapa de inoculacién hasta la lectura de los pardmetros medidos por medio de los sensores
(pH, temperatura, humedad, hidrégeno).

Como se menciond anteriormente, el método de produccion seleccionado es la biofotolisis directa
lo cual es importante al momento de la elaboracion de un prototipo de este equipo. Los factores
que se tuvieron en cuenta para la biofotdlisis fueron la ausencia de azufre, un ambiente anaerobio,

la temperatura, el pH y la intensidad de luz. Estos factores fueron monitoreados

La construccion de estos biorreactores consistio en la implementacion de cuatros frascos de
plastico de boca ancha, dos de estos con un volumen de 1 litro y los otros restantes con un volumen
de 3 litros, esto para que los frascos mas pequefios pudieran ocupar el espacio adentro de los frascos
mas grandes y asi tener un espacio entre los dos recipientes para introducir un sobre de anaerobiosis
AnaeroGen de la marca Thermo Scientific y con esto mantener un ambiente libre de Oxigeno. Se
eligié el plastico como material ya que posee un bajo costo y cumple con los requerimientos de

transparencia necesaria para que las ondas de luz impacten la biomasa microalgal.

Para la cuantificacién de hidrégeno se utilizdé un sensor de hidrégeno (MQ8), un sensor de
temperatura y humedad (DHT11), un moédulo de sensor de pH anélogo 0-14 con sonda BNC, una
protoboard, una pantalla display LCD 16x2, cables jumpers macho-hembra y la placa de Arduino
1, adicional el médulo controlador del sensor de pH y la placa de Arduino se introdujeron en una
pequefia caja de madera para protegerlos de la temperatura a la que se sometieron los biorreactores

en la incubadora LED.
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Tabla 12.
Imagenes de los materiales utilizados para construir el prototipo del biorreactor

MATERIALES

Protoboard Cables jumpers Arduino uno con cable
plug tipo A para PC

Pantalla display LCD 16x2 Sobre de anaerobiosis
AnaeroGen de la marca
Thermo Scientific

<<<<<<<<<

Nota. Esta tabla muestra las iméagenes y los nombres de los materiales que se utilizaron para
la construccién completa de los dos prototipos de biorreactores.
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Tabla 13.

Imagenes de los sensores utilizados en el prototipo del biorreactor

SENSORES
Sensor de Hidrégeno-MQ8 Sensor de temperatura 'y Mdadulo de sensor de
humedad -DHT11 pH analogo 0-14 con

sonda BNC

Nota: La tabla anterior muestra el nombre y las imagenes de los sensores que se utilizaron
en la construccion del prototipo del biorreactor a escala laboratorio para la produccion de
biohidrégeno

Los cables jumpers se utilizaron para las entradas de sefiales analogas y digitales en cada sensor.

estos cuentan con un simbolo para conectarlos, A0 para sensor de hidrogeno, Al para sensor de

pH, A4 y A5 para la visualizacion de la pantalla LCD, las cuales estan conectadas a la placa de

Arduino 1 que tiene una entrada de 5 voltios y un punto de tierra (0 voltios). Por otro lado, a la

protoboard se conectaron las entradas de alimentacion y se procedié a escribir un cddigo de

programacion para cuantificar los valores arrojados por cada sensor, este cddigo se puede

visualizar en el Anexo 3.
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Figura 16.

Fotografia de la prueba de funcionamiento de los

Sensores

Nota. En esta figura se muestra la fotografia de un
ensayo, en donde se conectaron todos los sensores al
Arduino y a la protoboard, para verificar su adecuado
funcionamiento en la programacion.

Luego de ensamblar y conectar todos los sensores como se muestra en la figura 14, se realiz6 una
prueba de funcionamiento en donde se verificd que cada sensor estuviera en dptimas condiciones
para realizar la lectura de cada variable. Al verificar el correcto funcionamiento de cada sensor, se
procedi6 a la instalacion de los mismos en la parte interna de las tapas de los frascos de 3 litros de
boca ancha, con el fin de ubicar el sensor de pH de la mejor manera para que estuviera en contacto
con el medio de cultivo del frasco de 1 litro y que los demas sensores estuvieran a una corta

distancia para una mejor lectura en un ambiente anaerobio.
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Figura 17.

Fotografia de la ubicacion

donde se ensamblaron los

SEeNnsores

Nota. Esta figura muestra la
fotografia del montaje de los
sensores que se
incorporaron en la tapa de
los frascos grandes de boca
ancha para la lectura de
hidrdgeno, temperatura,
humedad y pH.
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Figura 18.

Fotografia del maodulo controlador del

sensor de pH y la placa de Arduino

Nota. Esta fotografia muestra la caja de madera
que protege de la temperatura a la que se
sometieron los biorreactores en la incubadora
LED, la protoboard, el médulo controlador del
sensor de pH y la placa de Arduino que van
conectados a la pantalla LED.

De los sensores previamente instalados en las tapas de los frascos, sale la sonda del sensor de pH
a su modulo controlador junto unos cables tipo macho-macho alargados con cables de alambre

cubiertos de cinta negra termoencogible que se conectan a la caja de madera de proteccion.
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Figura 19.

Fotografia del montaje final

del biorreactor sin biomasa

Nota. Esta figura muestra la
fotografia del montaje final del
prototipo del biorreactor sin
medios ni biomasa, con todos los
sensores y materiales adicionales
exceptuando el sobre de
anaerobiosis.

Luego del montaje final de los reactores sin biomasa, se procedié a esterilizar de manera quimica
cada material con glutaraldehido al 25% ya que tiene una accién antiséptica y desinfectante para
todos los microorganismos incluidas las bacterias gram+ y gram-[24] , lo que permite reducir el
riesgo de contaminacion. Posterior a este proceso, en los frascos de menor tamafio como se ve en
la figura 12, se afiadieron 750 ml de medio de cultivo TAP sin azufre y de igual manera se afiadid
el mismo volumen de medio de cultivo Hoagland y Arnon 11 sin azufre en el otro frasco de 1 litro,
adicionando a cada uno 50 ml de biomasa respectiva a los medios inoculados previamente como
se muestra en la figura 11. Ya preparados los medio en los tarros pequefios con su respectiva
biomasa se agregaron a los tarros grandes, se introdujo en medio de los dos tarros un sobre de
anaerobiosis abierto y se selld con la tapa del tarro mas grande que contiene los sensores como se
muestra en la figura 15. Es importante mencionar que se calibro el sensor de pH con agua destilada,

ya que se conoce el valor estandar de este liquido.
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Figura 20.

Biorreactor con medio de cultivo sin

incubacion

Nota. Esta figura muestra la fotografia de uno
de los prototipos de los biorreactores antes de
ser ingresados a incubacion y a produccion de
hidrégeno con el sobre de anaerobiosis.

4.6.1 Lectura obtenida de los sensores en los biorreactores

4.6.1.a Datos obtenidos de los biorreactores sin incubacion. Se realizaron lectura de datos antes de
ser incubados a las condiciones seleccionadas para la produccion de hidrégeno, esto se hizo con el
fin de poder comparar las concentraciones iniciales y finales de biohidrégeno por medio del

Software de Arduino en donde se arrojaron los siguientes resultados.
A. Datos del prototipo del biorreactor sin incubar con el medio Hoagland y Arnon 11

Por medio de los sensores se pudo obtener un valor de hidrégeno de 56 ppm con una temperatura
de 27°C y humedad del 23 %, el valor de la fraccidn de hidrégeno fue disminuyendo y regulandose
hasta obtener un valor de 54 ppm. Ver anexo 4.

El pH arrojado en la pantalla LED para este medio fue de 3.6

63



Figura 21.

pH Arrojado por Arduino en pantalla LED

para el medio Hoagland y Arnon Il

Nota. Esta figura muestra la imagen de la pantalla
LED que se programo por medio de arduino con
el sensor de pH para obtener su valor

B. Datos del prototipo del biorreactor sin incubar con el medio TAP

En este biorreactor el valor inicial detectado por el sensor de hidrogeno fue de 65 ppm, donde se
detect6 la presencia del gas con una temperatura de 28°C y humedad de 79 %, este se redujo
rapidamente a un valor de 53 ppm junto con la humedad a un 27%. Ver anexo 4.

El pH arrojado en la pantalla LED para este medio fue de 6.6

Figura 22.

pH Arrojado por Arduino en pantalla
LED para el medio TAP

Nota: Esta figura muestra la imagen de la
pantalla LED que se programo por medio de
arduino con el sensor de pH para obtener su
valor
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Estos datos indican que los biorreactores sin variables controladas, hay presencia de hidrégeno,
sin embargo, hay que tener en cuenta que este valor es por el ambiente y no por la produccién a
partir de las microalgas.

4.6.1.b Datos obtenidos de los biorreactores productores de hidrégeno. Después del proceso
realizado en el punto anterior (4.2.1) los biorreactores se llevaron a la incubadora LED, cambiando
las condiciones de temperatura y luz, con un valor de 30°C y 132umol/m?s. La incubacion durd
un tiempo de 90 horas para que produjera el suficiente hidrégeno y poder cuantificarlo. Este tiempo
de incubacién de 90 horas se ajusto de acuerdo a la informacion consultada en el articulo de la
revista ciencia y sociedad nombrado “POTENCIAL DE ALGAS VERDES PARA LA
PRODUCCION FOTOBIOLOGICA DE HIDROGENO” en donde las Chlamydomonas
generaron hidrégeno al cabo de 72 horas y en un rango de temperatura de 25 a 32 Grados

Centigrados.
Figura 23.

Prototipo de los biorreactores con medios TAP y

Hoagland en incubacion

W comapase Y

—

S";; \\!x\\\m//m_p s ':

.
-
-
-
-

-
-
-
-
-

Nota. Esta figura muestra la imagen de los dos
biorreactores los cuales se encuentran en la
incubadora LED después de 90 horas.

Pasadas las 90 horas se procedié a realizar la lectura de los valores arrojados por los sensores,

como se realizé anteriormente, pero con la posibilidad de un aumento en la fraccion de hidrogeno.
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A continuacién, se muestra el resumen de los resultados finales de hidrégeno, temperatura,

humedad y pH.

C. Datos del prototipo del biorreactor incubado después de 90 horas con el medio

Hoagland y Arnon 11

El valor inicial detectado por el sensor de hidrogeno fue de 107 ppm con una temperatura de 27°C
y un porcentaje de humedad del 36%. La fraccion de hidrogeno fue aumentando durante la lectura
que se regul6 en 7 minutos aproximadamente alcanzando un valor de 112 ppm lo que rectifica que
si hubo produccién de hidrégeno a una temperatura de 30°C con humedad del 78 %. VER
ANEXO 5

El sensor de pH en este medio aumentd con un valor de 4,23.
Figura 24.

pH Arrojado por Arduino en pantalla
LED para Hoagland y Arnon Il

después de 90 horas

Nota. Esta figura muestra la imagen
de la pantalla LED que se programo
por medio de arduino con el sensor de
pH para obtener su valor despues de
90 horas cuando hubo produccion de
hidrégeno.

D. Datos del prototipo del biorreactor incubado después de 90 horas con el medio TAP
Para este medio se leyeron los valores iniciales detectado por los sensores, el cual inicio con una
concentracion de hidrogeno de 123 ppm donde hay presencia de gas con una temperatura de 31°
C y un porcentaje de humedad del 73 %, este fue disminuyendo rapidamente hasta llegar a 115
ppm de hidrégeno con una temperatura de 30°C y una humedad del 78%. VER ANEXO 6
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El pH de este medio no cambid y continud siendo neutro con un valor del 6,66.

Figura 25.
Lectura de datos por medio del software de Arduino

Nota. En esta fotografia se muestra como se exportan los datos por
medio del Cable plug tipo A para Arduino conectado a una
computadora que posee el Software de Arduino y su cédigo de
programacion

Con los resultados obtenidos en este item se observé que si hubo incremento en la concentracion
de hidrdégeno y se logro el objetivo principal.
Tabla 14.

Resultados de la lectura de los sensores en el biorreactor con medio Hoagland y Arnon Il

PARAMETRO HOAGLAND Y ARNON N HOAGLAND Y ARNONII
11 SIN INCUBACION CON INCUBACION
Concentracion de Hidrogeno S4ppm 112ppm
Temperatura 27% 307c
pH 36 42
0 horas 20 horas

Tiempo de incubacién

Nota. Esta tabla muestra los valores de los pardmetros que se monitorearon con los
sensores mediante el software de Arduino
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Tabla 15.

Resultados de la lectura de los sensores en el biorreactor con medio TAP

PARAMETRO TAP TAP
SIN INCUBACION CON INCUBACION
Concentracion de Hidrogeno 53ppm 115ppm
Temperatura 28%¢ 30%c
pH 6.6 6.6
Tiempo de incubacién 0 horas 90 horas

Nota. Esta tabla muestra los valores de los parametros que se monitorearon con los

sensores mediante el software de Arduino

El pH puede variar por la presencia de diferentes microorganismos y por la cantidad de
nutrientes adicionados al medio, segun el libro “Microalgas: Cultivo y aplicaciones.” Las
microalgas muestran una clara dependencia respecto al pH del medio de cultivo y diferentes

especies varian ampliamente en su respuesta al mismo.

4.6.1.c Recuento de las células en la cdmara de Neubauer con la biomasa final que produjo
hidrogeno. Después del item anterior se procedié a abrir los reactores y tomar pequefias
muestras para analizar si hubo o no incremento celular. Para este recuento se realiz6 el mismo
procedimiento del capitulo anterior mencionado el punto 3.1.3 pero con las muestras que ya
produjeron hidrégeno.
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Figura 26.

Recuento celular del reactor Hoagland y Arnon Il con produccion de hidrogeno

64 |5 |72 |76 53 |58 |47 | 62
68 | 62 | 78 | 82 56 | 49 | 48 | 64
Promedio A: 66 Promedio B: 62
76 | 55 | 60 | 74 68 | 60 | 55 | 47
61 | 48 | 56 | 58 74 | 81 84 | 78
sl
. 5
61 |73 |84 |86 55|63 |71 |83
Promedio C: 80 69 |72 81 | %4 54 1 59 | 66 |81 Promedio D: 71
96 | 83 | 71 | 99 84 | 73 | 78 | 56
62 | 71 | 85 | 93 80 | 91 | 79 | 54

Nota: Esta figura muestra el recuento celular por medio de la camara de Neubauer

en el reactor Hoagland y Arnon en la cual un promedio de 70 células presentes en

1mm?2.

C =N« 10* « dil
C = 70 células x 10* x 1ml EqQ.5

C = 7x10° células/ml
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Figura 27.

Recuento celular del reactor TAP con produccion de hidrogeno

Promedio A: 100

Promedio C: 100

1161 95 | 102 | 82 84 192 88 103I
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101 189 |94 | 111 103 184 |96 106
85 199 |115 119 99 | 81 |[107 |95 Promedio D: 98
83 194 | 99 |103 119 {117 |87 |91
95 |84 |116 | 101 93 1109 | 89 |94

Nota: Esta figura muestra el recuento celular por medio de la cAmara de Neubauer en el
reactor TAP en la cual un promedio de 98 células presentes en 1 mm?2.

C = 9,8x10° células/ml

En la ecuacién 5 se muestra la formula para hallar la concentracidn celular de cada recuento, dando

como resultado 7x105 células/ml para el medio Hoagland y Arnon I1'y 9,8x10° células/ml para

el medio TAP.



Tabla 16.
Resultados de recuento total de cada medio de cultivo

Resultados del recuento inicial y final de cada medio
Concentracion Medio Hoagland y Arnon Medio TAP

Valor Inicial de la 2,8x105células/ml 7x10°células/ml
concentracion total del Medio
sin produccion de hidrégeno
Valor Final de la 4,7x10° células/ml 9,8x105células/ml
concentracion total del Medio
con produccion de hidrogeno
Nota. Esta tabla muestra el recuento de células inicial que se realiz6 con los medios de
cultivo inoculados sin adicionar al biorreactor y final con los medios productores de
hidrogeno, expresado en células por mililitro

Como se menciono en el capitulo anterior el recuento de células se hizo en las dos etapas con el
fin de comparar si hubo incremento después de 90 horas expuestas a diferentes variables y con un
ambiente en su mayoria anaerobio. Teniendo en cuenta los resultados que se muestran en la tabla
14 se evidencia un incremento en la densidad de la biomasa, en el medio Hoagland se pudo
observar que hubo un aumento de 1,9x10° células/ml y en el medio TAP de igual manera hubo
un crecimiento celular de 2,8x10° células/ml. Con la obtencion de resultados se analiza que la

produccidn de hidrégeno es proporcional a la concentracion celular.

Ademas, es necesario precisar que el prototipo de estos biorreactores cumplié con los
requerimientos de disefio necesarios para la produccion de hidrégeno: se esterilizaron previamente,
su estructura (tubular) y transparencia permitio la transferencia adecuada de luz, ademas, gracias
a laincubadora LED, se pudo realizar un seguimiento de la temperatura lo que permitié comprobar
el valor en el que se obtiene el hidrogeno. Por altimo, la implementacion de frascos mas pequefio
posibilitd la utilizacion de los sobres de anaerobiosis lo cual es un factor clave para que el

metabolismo de las microalgas.
4.7 Disefo conceptual de un fotobiorreactor

En el disefio conceptual del biorreactor para obtener hidrégeno por el método de fotolisis, se
propone implementar un reactor cerrado de polimetilmetacrilato de estructura tubular vertical con
la parte superior removible que permita el ingreso de biomasa, la presencia del sensor de pH con

el cual se obtienen datos de esta variable y asi poder realizar un seguimiento de la misma. Y del
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sensor temperatura que permite no solo realizar un seguimiento sino también controlarla por medio
de una piscina o duchas de agua. Ademas, debe ser iluminado por tubos de luz LED de forma
vertical, deben estar ubicados equidistante al biorreactor de manera que este pueda ser totalmente
abarcado por las ondas de luz.

Otro factor a tener en cuenta para el disefio es la agitacion, ya que al tener un reactor de mayor
tamafio puede existir precipitacion de la biomasa, incluso se pueden generar biopeliculas en las
paredes, por lo tanto, se debe implementar un agitador magnético que permita la dispersion
uniforme de las células microalgales en el medio de cultivo, teniendo en cuenta la velocidad, ya

que, si tiene una agitacion excesiva, puede originar dafos en la estructura celular.

Finalmente se recomienda que para la geometria del biorreactor no solo se tenga en cuenta su
forma tubular, sino también su diametro el cual, en lo posible, no debe ser mayor a 10 cm y su

altura no debe superar los 3 m, esto con el fin de que la disponibilidad de luz no se vea reducida.
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6. CONCLUSIONES
A partir de los analisis experimentales de los medios de cultivo para el crecimiento de biomasa de
la especie Chlamydomona, el mas favorable para el crecimiento, aislamiento y produccion de
hidrogeno es el medio Hoagland y Arnon Il ya que este medio es més facil y rapido de preparar,
ademas la mayoria de las células presentes que crecieron son de especie Chlamydomona en
comparacion al TAP en el cual crecieron mas especies. Por otro lado, en este medio la
Chlamydomona demostrd que no se necesitan mayor cantidad de células para que pueda producir
hidrogeno. Cabe mencionar que los reactivos que se utilizaron como fertilizantes y nutrientes para
la preparacion de TAP son mas costosos, una alternativa a esto es la preparacion del medio

Hoagland.

La etapa de asilamiento es la mas importante del proceso, ya que esta permite obtener las colonias
puras de la microalga fotoautétrofa de especie Chlamydomona, se verifico la pureza de los cultivos
observando la morfologia de las colonias presentes, asi mismo se realizaron pases periodicos con
el fin de mantener cultivos jovenes. Es un proceso extenso en donde no solo se debe buscar la
purificacion de la colonia, sino que también es importante la asepsia durante todo el desarrollo del

aislamiento.

Se evidenci6 la produccion de hidrégeno en ambos medios de cultivo, teniendo como mayor
diferencia la cantidad de células, en donde TAP tuvo un incremento de 2,8x10° células/ml
produciendo 62 ppm de biohidrégeno en 90 horas, mientras que el medio Hoagland y Arnon Il
aument6 1,9x10°células/ml en el mismo tiempo obteniendo un valor de 58 ppm de biohidrégeno,
esto permite concluir que el crecimiento celular es directamente proporcional a la produccién de
hidrogeno con la diferencia de que en el medio Hoagland no es necesario tener una gran

concentracion de Chlamydomonas para obtener hidrogeno.

La construccion del prototipo del biorreactor permitio realizar el disefio conceptual de un
fotobiorreactor para obtener hidrogeno por el método de fotolisis, combinando los requerimientos
de los reactores tubulares, de placa plana y los reactores anulares de triple camisa, ya que estos

tienen una alta relacion de superficie/volumen.
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Al no poder realizar ningln tipo de tincion para un mejor reconocimiento de la microalga
Chlamydomona, se dificulta confirmar su presencia en los diferentes medios de cultivo, por esto,
es necesario llevar a cabo una minuciosa observacion en el microscopio y tener en cuental as
imagenes de referencia para realizar una comparacion y asi verificar que la morfologia de los

microorganismos observados es la misma.

Teniendo en cuenta que para la produccion de hidrégeno debe existir privacion de azufre en los
medios de cultivo y que esto al mismo tiempo puede ser perjudicial para la nutricién adecuada de

las células, se reemplazd el azufre por cloro para asi saciar este requerimiento nutricional.

Se observd que los factores mas importantes para la produccién de hidrégeno que se pueden
controlar son la temperatura y la intensidad luminica, en donde la temperatura éptima debe estar
cerca a los 30°C y la luz en un valor aproximado de 132pmol/m?s, teniendo en cuenta esto se
confirmé la informacién consultada en la bibliografia en donde dice que la eficiencia de conversion

de luz en hidrégeno disminuye con el aumento de la intensidad de la luz.

Al tener una pequefia cantidad de biomasa, una alta intensidad luminica puede perjudicar la
reproduccion de las células del microorganismo, esto se puede comprobar mediante el recuento de
células en la cAmara de Neubauer, en donde se evidenci6 un crecimiento celular en el medio de

cultivo antes y después de la produccion de hidrégeno.
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GLOSARIO
Biomasa: la biomasa es una fuente de energia que presenta gran heterogeneidad estructural
anatémica y quimica, con baja densidad energética, alto contenido de humedad e higroscopicidad
es hidrofila y con bajo poder calorifico. Para su aprovechamiento, la aplicacion de tratamientos
térmicos, conocidos como torrefaccion promueven mayor eficiencia en la conversion a
biocombustibles.
Camara de Neubauer: la camara de Neubauer es un dispositivo de precision hecho de vidrio
Optico especial. Se emplea para contar células u otras particulas en suspensiones bajo el
microscopio. Las camaras de recuento se utilizan para el anlisis de sangre (recuento de leucocitos,
eritrocitos, trombocitos). Ademas, las camaras de recuento sirven para contar bacterias,
espermatozoides y esporas de hongo.
Colonias microalgales: las microalgas son, en general, organismos fotoautotrofos, es decir,
obtienen la energia de la luz proveniente del sol y se desarrollan a partir de materia inorganica. Sin
embargo, algunas especies son capaces de crecer empleando materia organica como fuente de
energia o de carbono.

Conversion de unidades de luz: 1800 pmol (m?s) a = 427 Watts/m?

Esterilizacion: la esterilizacion es un proceso de apoyo a los procesos dando un correcto
funcionamiento para un centro sanitario. Su importancia deriva de que se relaciona tanto con los
valores éticos -proteger a los usuarios de infecciones oportunistas- como con los econémicos, ya
que minimiza los costes de no calidad.

Fotoperiodo: se utiliza en el terreno de la biologia para denominar el tiempo diario que un ser
vivo se expone a la luz. Durante este periodo, se llevan a cabo diversos procesos en el organismo
vegetal que permiten la regulacién de su funcionamiento biolégico.

Humedal: los humedales son ecosistemas cuyos suelos aparecen permanente o periédicamente
inundados, tanto en ambientes de agua dulce como en aquellos que presentan cierto grado de
salinidad. Fueron disefiados por el ser humano y que de forma artificial retienen agua, tanto

permanente como temporalmente, adecuandose a las condiciones ambientales.

Incubadora: el objetivo principal de la incubadora en el laboratorio es la de almacenar y

acondicionar el ambiente, con el fin de desarrollar de manera adecuada los microorganismos,

7


https://definicion.de/biologia/

mediante la temperatura, presion y circulacion del aire. Este es un equipo de uso quimico, para el
analisis de los compuestos de microbiologia y el desarrollo de compuestos organicos.
Inoculacion: sembrar o inocular es introducir artificialmente una porcion de muestra (in6culo)
en un medio adecuado, con el fin de iniciar un cultivo microbiano, para su desarrollo y
multiplicacion. Una vez sembrado, el medio de cultivo se incuba a una temperatura adecuada

para el crecimiento.
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ANEXO 1
RECOMENDACIONES
En el método de obtencidn de biohidrogeno partiendo de microalgas fotoautétrofas, se recomienda
tomar la mayor precaucion para evitar el riesgo de contaminacion, ya que este factor puede afectar
el tiempo de la fase de crecimiento del microorganismo utilizado, por ende, retrasar la produccion

de hidrégeno y aumentar los costos de procesamiento.

Al llevar a cabo los fotoperiodos de 12 horas oscuridad y 12 horas luz, se evidencié un cambio de
color del medio a uno mas verde que indicé el crecimiento de la biomasa presente, por esto se

recomienda implementar fotoperiodos donde se ajusten a 6 horas oscuridad y 18 horas luz.

La presencia de otro microorganismo como una bacteria u hongo afecta negativamente la etapa de
aislamiento, por lo tanto, si esto ocurre se sugiere repetir el proceso de diluciones que tiene como
consecuencia extender el tiempo de purificacion, no repetirlo, podria causar la muerte del

microorganismo.

Se recomienda realizar un recuento celular para verificar el aumento de la concentracion de las
células de la especie Chlamydomonas y disminuir la intensidad luminica ya que esta puede afectar

en la produccion de hidrogeno.

Se recomienda aislar en agar si se va a aislar la especie Chlamydomona en el medio TAP, en

cuanto al medio Hoagland es mas favorable el crecimiento en medio liquido.
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ANEXO 2
CARACTERISTICAS DEL HUMEDAL SANTA MARIA DEL LAGO
Para el desarrollo de este proyecto se realizo previamente una consulta bibliogréafica en donde se
encontro que las microalgas se desarrollan en diferentes ambientes acuaticos, como son los rios,
lagos, lagunas, humedales y en general donde exista humedad, incluso en el suelo, lagos salinos y
desiertos. A partir de esto se evalu6 el humedal Santa Maria del Lago en Bogota, se eligid este

humedal en especifico por su ubicacion y facilidad de acceso.

La toma de las muestras se realizara en el Parque Ecologico Distrital de Humedal Santa Maria del
Lago que esté localizado al noroccidente de la ciudad dentro de la localidad de Engativa, limita
por el norte con el Conjunto Residencial de San Francisco; hacia el oriente con las carreras 74 y

73y el Conjunto Residencial Sago, por el occidente con la carrera 76 y por el sur con la calle 75.

Figura 28

Mapa de la ubicacion del Humedal Santa Maria del Lago.

Nota. La figura representa el Mapa de la ubicacion Humedal Santa Maria del Lago.
Tomado de: “PLAN DE MANEJO AMBIENTAL PED HUMEDAL SANTA

MARIA DEL LAGO.” [En linea]. Disponible:
https://www.acueducto.com.co/wps/wcm/connect/EAB2/da0aae63-6df2-4047-
b226-

b90b7b8f37dd/PMA_SantaMariadellago.pdf?MOD=AJPERES&CACHEID=R
OOTWORKSPACE.Z18 K862HG82NOTF70QEKDBLFL3000-da0aae63-6df2-
4047-b226-b90b7b8f37dd-mJ730tX
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o Muestreo

La recoleccion del agua o el muestreo puede denominarse como una de las etapas mas importantes
de la metodologia, ya que se debe seguir un protocolo de recoleccion que evita la contaminacion
excesiva de la muestra y permite que las microalgas puedan ser recolectadas sin morir, ademas se
debe corroborar qué la muestra de agua cuente con la presencia de los microorganismos con los

que se va a realizar la investigacion.

e Protocolo de la toma de muestra: antes de realizar la recoleccion de la muestra, se esterilizan
los frascos, para esta investigacion se utilizaron dos frascos, uno de vidrio y otro de plastico,
de boca ancha con tapa de rosca y de 1 litro cada uno. Una vez se tuvieron los frascos
esterilizados, se procedio a recolectar el agua del humedal, para esto se usaron guantes estériles
y se flameo la boquilla de cada frasco para evitar la contaminacion, se tomd una muestra
superficial y otra de aproximadamente 30 cm de profundidad.

e Es importante tener en cuenta que la muestra se debe trasladar al laboratorio en un plazo de
una a dos horas después de recolectadas con el fin de evitar la muerte de los microorganismos

por anoxia o por maltrato fisico producto del traslado.[12]
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ANEXO 3
COMPARACION DE MICROORGANISMOS

Teniendo en cuenta las imagenes encontradas en “;Qué Son Las Microalgas?,” escrito por A.
Gonzélez Céspedes, se realizd una comparacion con las imgenes mostradas a continuacion y se
encontraron diferentes especies como Chlorella vulgaris, Isochrysis galbana, Nannochloropsis
gaditana, Spirulina, En el medio TAP.

Tabla 17.

Iméagenes microscopicas de los microorganismos encontrados en medio TAP.

DIFERENTES MICROORGANISMOS ENCONTRADOS EN MEDIO TAP ANTES
DEL AISLAMIENTO

-
-

os en medio TAP

antes de realizar el aislamiento.
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ANEXO 4

RECONOCIEMIENTO DE MICROALGAS AISLADAS

MEDIO DE CULTIVO

COLONIAS

" IMAGEN MICROSCOPICA

Hoagland “No tocar”

1
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Medio de cultivo

Colonias

Imagen microscopica
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Hoagland y Arnon Il con
aire
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Imagen microscopica

Colonias

Medio de cultivo

TAP
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ANEXO 5
CODIGO DE PROGRAMACION

#include <Wire.h>

#include <LiquidCrystal_12C.h>
LiquidCrystal_12C lcd (0x27, 16, 2);

float calibration_value = 21.34;

int phval = A1,

unsigned long int avgval;

int buffer_arr[10], temp;

/I MQ8 Y SENSOR DE TEMPERATURA
#include <dht.h>

dht DHT;

int MQ8pin (0);

#define DHT11_PIN 8

float sensorValue; //variable para guardar el
valor analdgico del sensor

void setup()

{

Serial.begin (9600); // Inicializamos el
puerto serial a 9600

Serial.println ("El sensor de HIDROGENO
se esta pre-calentando");

Delay (20000); //pera a que el sensor se
caliente durante 20 segundos para que el
dato leido se estabilice
{

Serial.begin(9600);

Icd.init();

Icd.begin(16, 2);

Icd.backlight();

Icd.setCursor(0, 0);

lcd.print(" Bienvenidoa ");

Icd.setCursor(0, 1);

lcd.print(" Medidor pH  *);

delay(2000);

Icd.clear();

¥
k

void loop()
{
sensorValue = analogRead(MQ8pin); //
leer entrada analdgica "AQ0"
Serial.print("Valor detectado por el
sensor:ppm ");

Serial.print(sensorValue);
if(sensorValue > 100)

{
Serial.print(" | Se ha detectado gas!");

}

Serial.printin("™);

delay(2000); // espera por 2 segundos para
la siguiente lectura
{

DHT.read11(DHT11 PIN);
Serial.print("Temperatura = "');
Serial.print(DHT .temperature);
Serial.printin(" C");

Serial.print("Humedad =");
Serial.print(DHT.humidity);
Serial.printIn(" %");

delay(2000);
}
{
for (inti=0;i<10; i++)
{
buffer_arr[i] = analogRead(Al);
delay(30);
}
for (inti=0;i<9;i++)
{
for (intj=i+1;j<10;j++)
{

if (buffer_arr[i] > buffer_arr[j])

temp = buffer_arr[i];
buffer_arr[i] = buffer_arr[j];
buffer_arr[j] = temp;
}
}
}
avgval = 0;
for (inti=2;1<8;i++)
avgval += buffer_arr[i];
float volt = (float)avgval * 5.0 / 1024 / 6;
float ph_act = -5.70 * volt +
calibration_value;



Icd.setCursor(0, 0);
Icd.print("pH Val:");
Icd.setCursor(8, 0);
Icd.print(ph_act);

delay(1000);
}

}

Resultados Arduino de Medio Hoagland y Arnon sin incubar

sensor de HIDROGENO se esta pre-calentando

Valor detectado por el sensor: ppm 56.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 54.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 54.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 53.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 53.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 53.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 52.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 52.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 52.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 51.00

Resultados Arduino TAP sin incubar

El sensor de HIDROGENO se esta
precalentando

Valor detectado por el sensor: ppm 65.00
Temperatura = 28.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 56.00
Temperatura = 28.00 C
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Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 53.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 52.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 52.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 53.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 54.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 54.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 54.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 54.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 54.00
Temperatura = 27.00 C

Humedad = 23.00 %

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 56.00
Temperatura = 28.00 C

Humedad = 63.00 %

Valor detectado por el sensor: ppm 64.00
Temperatura = 28.00 C

Humedad = 53.00 %



Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 46.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 40.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 35.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 34.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 32.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 31.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 29.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 30.00 %

ppm 64.00

ppm 58.00

ppm 56.00

ppm 68.00

ppm 66.00

ppm 66.00

ppm 60.00

ppm 56.00
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Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 28.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 26.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 25.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 24.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 27.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 27.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 27.00 %

Valor detectado por el sensor:
Temperatura = 28.00 C
Humedad = 27.00 %

ppm 58.00

ppm 62.00

ppm 57.00

ppm 55.00

ppm 53.00

ppm 53.00

ppm 53.00

ppm 53.00



Valor detectado por el sensor:ppm 107.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 27.00 C

Humedad = 36.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 27.00 C

Humedad = 52.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 121.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 27.00 C

Humedad = 60.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 123.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 27.00 C

Humedad = 64.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 124.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 27.00 C

Humedad = 69.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 124.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 27.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 125.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 27.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 126.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 27.00 C

Humedad = 74.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 126.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 75.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 125.00 |
Se ha detectado gas!

ANEXO 6
RESULTADOS OBTENIDOS DEL PROTOTIPO DEL BIORREACTOR INCUBADO
DESPUES DE 90 HORAS CON EL MEDIO HOAGLAND Y ARNON II
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Temperatura = 28.00 C

Humedad = 76.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 124.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 78.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 125.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 78.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 125.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 125.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 125.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 125.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 124.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 123.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 121.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 81.00 %



Valor detectado por el sensor:ppm 120.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 28.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 119.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 83.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C
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Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 82.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!



Temperatura = 29.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 81.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 80.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 79.00 %
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Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 113.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 113.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 113.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 29.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 113.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 30.00 C

Humedad = 79.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 113.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 30.00 C

Humedad = 78.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 113.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 30.00 C

Humedad = 78.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 30113.00
| Se ha detectado gas!

Temperatura =.00 C

Humedad = 78.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 112.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 30.00 C



Humedad = 78.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 112.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 30.00 C

Humedad = 78.00 %

Resultados obtenidos del prototipo del biorreactor incubado después de 90 horas con el

medio TAP

El sensor de HIDROGENO se esté pre-
calentando

Valor detectado por el sensor:ppm 123.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 31.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 122.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 31.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 122.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 31.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 121.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 31.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 120.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 31.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 120.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 119.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %
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Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!



Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 113.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 113.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 130.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 131.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 121.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %
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Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 118.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 117.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 116.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 73.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C



Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 114.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %
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Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %

Valor detectado por el sensor:ppm 115.00 |
Se ha detectado gas!

Temperatura = 32.00 C

Humedad = 72.00 %



