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RESUMEN

La actual demanda de combustibles alrededor del mundo y el aumento en el uso de combustibles
fosiles, ha hecho que las emisiones de CO, sigan en aumento desencadenadas por la extraccion,
procesamiento y uso de éstos. La necesidad de buscar alternativas a este tipo de combustibles,
conlleva al estudio de otras fuentes de obtencidn de energia, nacen asi, los biocombustibles, los
cuales, se desarrollan a partir de biomasa, es decir, materia organica producto de un proceso
bioldgico. Dependiendo del tipo de materia organica a ser procesada estos seran clasificados como

biocombustibles de primera, segunda y tercera generacion.

Este estudio fue enfocado en la purificacion de biogas a partir de un prototipo de fotobiorreactor
para la obtencién de biometano. La primera parte del desarrollo del proyecto se enfocé en la
construccion de un sistema de manutencion de las cepas, se destaca que, la principal ventaja de
este sistema fue que gracias a la simplicidad en términos de materiales y de construccion es

accesible y de bajo costo (en comparacion con incubadoras comerciales).

Los resultados obtenidos a partir del método de Taguchi (Lo), indicaron que el factor que méas
influencio6 sobre el crecimiento porcentual de la biomasa fue la temperatura, siendo 20°C la méas
significativa. El fotobiorreactor demostrd ser util para el crecimiento de las microalgas, sin
embargo, por fugas que no se lograron ser reparadas este no fue apto para ser empleado en el

proceso de purificacion.

Se obtuvo un 91,8% en rendimiento tedrico a 270 min de ensayo en la purificacion de biogas y se
observd un aumento del 22,7% en la composicion de metano, ademas, se dejé en evidencia que
con 15 min de ensayo se logré un rendimiento tedrico considerable de 88,4%, siendo el tiempo un

factor fundamental para la purificacion.

Palabras clave: Purificacion de biogas, microalgas, CO,, CH,.



ABSTRACT

The current demand for fuels around the world and the increase in the use of fossil fuels, has made
the emissions of CO, continue to increase due to their extraction, processing and use. The need to
look for alternatives to this type of fuels, leads to the study of other sources of obtaining energy,
thus, biofuels are born, which are developed from biomass, that is, organic matter product of a
biological process. Depending on the type of organic matter to be processed, these will be classified

as first, second and third generation biofuels.

This study is focused on the purification of biogas from a prototype photobioreactor to obtain
biomethane. The first part of the development of the project focused on the construction of a strain
management system, the main advantage of this system was that thanks to the simplicity in terms

of materials and construction it is accessible and low cost (compared to incubators commercial).

The results obtained from the Taguchi method (L), indicated that the factor that most influenced
the percentage growth of biomass was temperature, with 20 ° C being the most significant. The
photobioreactor proved to be useful for the growth of microalgae, however, due to leaks that could
not be repaired, it was not suitable for use in the purification process.

91.8% in theoretical yield was obtained at 270 min of test in the biogas purification and a 22.7%
increase in methane composition was observed, in addition, it was evidenced that with 15 min of
test it was achieved a considerable theoretical yield of 88.4%, time being a fundamental factor for

purification.

Keywords: Biogas purification, microalgae, CO,, CH,.



ABREVIATURAS

ABS: Absorbancia.

Atm: Atmosferas.

°C: Grados Celsius.

CG: Cromatografo de gases.
CH,: Metano.

CM: Composicion de metano.
C0,: Dibxido de carbono.

H,: Hidrégeno.

L: Lectura.

LED: Diodo emisor de luz.
N,: Nitrogeno.

mA: Miliamperios.

nm: Nanoémetros.

min: Minutos.

mmHg: Milimetros de mercurio.
RT: Rendimiento teorico.
pum: Micrometros.

und: unidad (es).

V: Voltios.

W: Watts.

X: Porcentaje de crecimiento celular.
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1. INTRODUCCION

Producto del alto consumo de combustibles fésiles y la preocupacion por el calentamiento
global a causa de las emisiones de dioxido de carbono CO,, segundo principal gas de efecto
invernadero  (BENAVIDES BALLESTEROS; LEON ARISTIZABAL, 2007), los
biocombustibles empiezan a ser de alto interés a nivel mundial. Estos son vistos como una
alternativa sustentable para mitigar los impactos al medio ambiente, ademas de ser una
oportunidad para responder a la demanda energética para garantizar el consumo interno
(MORELOS GOMEZ, 2016).

El biogés generalmente se encuentra comprendido por CH,, CO, y otros elementos traza,
los cuales a excepcion del CH, reducen el poder calorifico del biogas, ademés de ser gases
considerados contaminantes ambientales (BOSE et al., 2019). Esto conlleva a la necesidad de
estudiar sistemas con los cuales se logren eliminar estos gases e impurezas y que estas

herramientas no representen un alto costo en términos socioeconémicos y ambientales.

Las tecnologias actualmente usadas para la purificacién de biogas consisten en métodos de
separacion fisico quimicos las cuales representan un alto costo de inversion, ademas de dejar
residuos que requieren post tratamiento, lo que incrementa el valor final del producto (BOSE
et al., 2019). Asi nacen tecnologias como los sistemas de purificacion de biogas enfocados en
mejorarlo para darle al biogas nuevas posibilidades para su uso (BENAVIDES
BALLESTEROS; LEON ARISTIZABAL, 2007).

El método bioldgico de fijacién microalgal de CO, por fotosintesis para convertir CO, en
una fuente de carbono, es el mejor método para la captura y reutilizacién de €O, (BOSE et al.,
2019) el gas resultante del proceso se va a conocer como biometano. Las microalgas permiten
utilizar eficazmente su capacidad fotosintética para fijar CO, y se pueden adaptar facilmente a

sistemas de ingenieria tales como los fotobiorreactores (KHAN et al., 2018).

Los metodos bioldgicos de captura de CO, del biogas son potencialmente Utiles y necesitan
ser evaluados (KAO et al., 2012), explorando como lograr un mejor rendimiento y pensando
en el intercambio de tecnologias y conocimientos dado el convenio de cooperacion entre las
dos universidades, se disefio un prototipo de fotobiorreactor para la purificacion de biogas, esté
consta de un dispositivo para la lectura de crecimiento microalgal, basado en las mediciones

realizadas por fotometros y un sistema de agitacion, ademas, se implemento un sistema de
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manutencion de microalgas, el cual fue disefiado y elaborado centrandose en la utilizacion de
materiales de bajo costo y facilidad de construccion, finalmente, en este trabajo se evaluo ¢cual

es la posibilidad de purificar biogas en un fotobiorreactor operado de modo discontinuo?.
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar un prototipo de fotobiorreactor para la purificacion de biogas mediante la

utilizacion de microalgas marinas.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Disefiar y construir un sistema de sostenimiento para los cultivos madre de las cepas.
e Definir las condiciones de trabajo especie de microalga, tipo de luz y temperatura.

e Analizar el comportamiento del CH, dentro del sistema.
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3. REVISION LITERARIA
3.1. Antecedentes.

El uso de fuentes de energias renovables ha venido en aumento, como una posible forma
de mitigar los gases de efecto invernadero producto del alto consumo de combustibles fésiles
(PERTL; MOSTBAUER; OBERSTEINER, 2010). El resultado de la digestion anaerobia es el
biogas crudo que necesita ser mejorado, el cual se compone principalmente de metano, CH,
(40-75% v/v) dioxido de carbono CO, (25-30%) y en menor cantidad componentes traza. La
composicion va a depender del tipo de biomasa. Para la transformacién de biogas a biometano
se requieren de dos pasos principales, el primero es la eliminacién de componentes traza y el
segundo un proceso de mejoramiento para ajustar el valor calorifico (RYCKEBOSCH,;
DROUILLON; VERVAEREN, 2011).

Las actuales tecnologias de mejora de biogas principalmente consisten en la eliminacion de
C0, por métodos fisico quimicos, los cuales pueden ser absorcién de CO, con solventes o
carbonatacion mineral, separacion por membrana o, adsorcion por oscilacion de presion, entre
otros (BOSE et al., 2019)

Adsorcion por
oscilacion de
presion
. Mineralizacion y
Absorcion L o
biomineralizacion
. Tecnologias para la Purificacion
Tecnologia _ . S L
L remocion de dioxido de criogénica del
de diafragma S
carbono biogas

v L J
Lavado a presion
contracorriente
con agua

Separacion
por membrana

Figura 1. Tecnologias fisicas y quimicas para realizar la separacion de dioxido de carbono del
biogas.
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Estas tecnologias, aunque ya sean las més avanzadas generan problemas en términos de
viabilidad econdémica y post tratamiento de algunos residuos resultantes de su uso, razones por
la cuales incrementan el costo final del producto (ANGELIDAKI et al., 2018).

La fotosintesis ha sido reconocida como una de las formas mas rentables de secuestro de
C0, siendo el uso de las microalgas un método potencial para la purificacion de biogas. Esto
teniendo en cuenta que, ademas, de realizar la purificacion, de la biomasa resultantes se pueden

obtener subproductos, los cuales son un valor agregado para el proceso (YAN; ZHENG, 2014).

3.2. Fotobiorreactores

Los fotobiorreactores son estructuras destinadas a permitir el aprovechamiento de la energia
luminosa (natural o artificial) por los microorganismos presen tes en ellos, con el proposito de
obtener el mayor rendimiento posible de la biomasa (AMARAL, 2018). Estos pueden ser de
tipo estanque abierto (a), placa delgada (b), tubular inclinado (c) o continuo horizontal (d) (A.
VALDIVIA, 2012), como se observa en la figura 2:

Figura 2. Algunos tipos de fotobiorreactores para la produccién de biomasa.
Fuente: (A. VALDIVIA, 2012).

3.3. Sistemas de purificacion.
(YAN et al., 2016) emplearon fotobiorreactores tipo bolsa que fue llenada con 96 L de

biogas crudo y 12 L de cultivo de microalgas, esto para evaluar el crecimiento de las
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microalgas, la mejora del biogas y la reduccion de nutrientes. En cuanto al contenido de
metano lograron alcanzar una composicion de 92,74 +3,56% (v/v), la luz roja fue la 6ptima
para mejorar el biogas y reducir nutrientes, en la figura 3 se observa el fotobiorreactor donde

realizaron los ensayos.

Figura 3. Fotobiorreactor tipo bolsa para mejoramiento de biogas.
Fuente: (YAN et al., 2016).

3.4. Biogaés.

La digestion anaerobia es un proceso en el cual casi cualquier tipo de materia organica es
degradado biol6gicamente en ambientes en ausencia de oxigeno hasta sustancias mas simples
y biogas (BERMUDEZ et al., 1988), el biogas se encuentra compuesto principalmente por CH,
(55 'y 75%) y CO, (25-30%) (SINGH; SZAMOSI; SIMENFALVI, 2019).

3.5. Microalgas.

Las microalgas son organismos unicelurares o pluricelulares, eucariotas, fotosintéticos y la
gran mayoria fotoaut6trofos productoras primarias de la cadena trofica lo que las convierte en
las primeras productoras de materia organica (GONZALEZ CESPEDES, 2015). Las
microalgas representan un gran variedad de especies que principalmente requieren solo tres
compuestos para el crecimiento celular esto incluye nutrientes que obtienen de los habitats
acuaticos, luz que absorben del sol y como fuente de carbono capturan CO, del aire (RIZWAN
etal., 2018).
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Los primeros estudios de microalgas comenzaron en la década de 1950. Las primeras cepas
estudiadas incluyeron Chlamydomonas, Chorella y Spirulina, siendo las dos ultimas las méas
cultivadas actualmente en el mundo (GARRIDO-CARDENAS et al., 2018).

La biomasa producida por la microalgas puede ser transformada en una amplia gama de
productos, dentro de la que se encuentran biocombustibles, aditivos alimenticios y, productos
para el cuidado de la salud, ademas, de brindar beneficios adicionales durante el proceso de
fijacion de CO, (HO; CHEN; CHANG, 2012).

3.5.1 Chlorella minutissima.

Es un alga verde unicelular de tamario entre 2-5 um. Su crecimiento es relativamente
rapido y facil. Sus niveles de aminoacidos y acidos grasos poliinsaturados son altos, por lo
cual podria ser util en la elaboracion de alimentos saludables y productos farmacéuticos.
Puede también ser una fuente viable para la produccién de aceite de biodiesel (TANG et
al., 2011).

3.5.2 Chlorella s.p.

Es un alga verde de forma elipsoidal. Crece en forma de células individuales vy,
pertenece a la division Chlorophyta, clase de las Chlorophyceae. El sistema de cultivos por
lotes es el mas utilizado para este género por su bajo riesgo de contaminacion y facil
implementacién (INFANTE et al., 2012).

3.6. Cultivos de microalgas

Los medios de cultivo pueden ser definidos como un ambiente especifico y delimitado, que
contiene los nutrientes y elementos necesarios para el crecimiento de los organismos. Ademas,
la presencia de luz es importante para organismos fotosintéticos como las microalgas
(AMARAL, 2018).

3.6.1 Hluminacion

Las microalgas son organismos fotoautotrofos que utilizan la luz como su Unica fuente
de energia. Los fotones de luz son absorbidos por las células de las microalgas y, una
intensidad de luz muy alta puede causar fotoinhibicion (YAN; ZHU; WANG, 2016).
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YAN; ZHENG, (2014) reportaron una mejora del biogas y simultdneamente una
eliminacién de nutrientes del digestato, con una relacién de longitudes de onda de luz led
rojo: azul 5h:5h.

YAN et al., (2016) registraron que la luz roja fue la dptima para el crecimiento de
microalgas y la mejora del biogéas. Ademas, concluyeron que solo a intensidades moderadas

de luz se da el mejor crecimiento.

3.6.2 Temperatura

La importancia de la temperatura para cualquier especie de microalgas se encuentra
reflejada en llevar a cabo todas las actividades bioquimicas, ademas, de la asimilacion de
nitrégeno y la fijacién de dioxido de carbono a través de la fotosintesis (BELLO;
GONZALEZ; TORRES, 2015).

3.6.3 Nutrientes

El fosforo y el nitrdgeno son los principales elementos para el crecimiento normal de
las algas, estos elementos juegan un papel importante en la mayoria de procesos celulares,
particularmente aquellos relacionados con la transferencia de energia y la sintesis de acido
nucleico (MARTINEZ SANCHO; CASTILLO; EL YOUSFI, 1997).

3.7. Método Taguchi

El método de Taguchi hace posible determinar la mejor combinacion de factores e
interacciones que estan influenciando en el comportamiento de la variable-respuesta de
determinado proceso, Por lo general, el uso del método requiere menor esfuerzo en la toma de
muestras, lo que reduce el costo en los ensayos, sin perjudicar las conclusiones obtenidas (MS
etal., 2012).

El disefio experimental de Taguchi es basado en factores y es utilizado para identificar
parametros criticos de un proceso y su interrelacion con los factores seleccionados, ademas, de
satisfacer las técnicas de ingenieria y estadistica (DE BHOWMICK; SEN; SARMAH, 2019).

4. METODOLOGIA
4.1. Microorganismo

Se adquirieron cuatro especies de microalgas marinas para el Laboratorio de Quimica
Tecnologica y Ambiental (LQTA) de la Universidad Federal de Ouro Preto (UFOP):
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- Chlorella minutissima.
- Chlorella s.p.

- Tetraselmis Gracilis.

- Chaetoceros calcitrans.

Las cepas con las que se trabajaron en este proyecto fueron Chlorella Minutissima y
Chlorella s.p. Las especies de microalgas se adquirieron en el Banco de Algas Marinas del

Instituto Oceanografico de la Universidad de Sao Paulo.

4.2. Medio de cultivo

Teniendo en cuenta que las cepas a trabajar son especies marinas inicialmente se trabajo
con el medio Guillard “f/2” siguiendo las indicaciones presentadas en (LOURENCO, 2006)
con salinidad 30 g/l sin adicion de silicatos y vitaminas.

4.2.1 Medio Guillard “£/2”

Para un volumen de 1000 mL de agua de grifo se utilizaron los siguientes

componentes:
e Agua de grifo 1000 mL
¢ Nitrato (Solucion stock) 1,0 mL
e Fosfato (Solucion stock) 1,0 mL
e Metales traza (Solucioén stock) 1,0 mL

El medio después de la preparacion fue autoclavado bajo condiciones 1 atm de

presion, una temperatura de 120°C y 30 min.
Solucidn stock de Nitrato de sodio

e 7,5gde NaNO; en 100 mL de agua destilada.
Solucién stock de Fosfato de sodio

e 05gdeNaH,P0O, en 100 mL de agua destilada.

Para la solucion stock de metales traza (Cu, Zn, Co, Mn, Mo) cada solucién debi6 ser

preparada independientemente.
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Cobre (Cu):

e 0,98 gde CuS0, en 100 mL de agua destilada.
Zinc (Zn):

e 2,2gdeZnS0, en 100 mL de agua destilada.
Cobalto (Co):

e 1,0gde CoCl, en 100 mL de agua destilada.
Manganeso (Mn):

e 18,0 gde MnCl, en 100 mL de agua destilada.
Molibdeno (Mo):

e 0,63gde Na,MoO, en 100 mL de agua destilada.

Se prepararon 1000 mL de solucién stock de metales y se adiciond 1 mL de cada una

de las soluciones de metales traza anteriormente preparadas.

4.2.2 Medio modificado

Dado que las cepas eran cultivadas en medio Guillard “f/2”, el primer mes se trabajo
utilizando solo el medio y cada semana se realizaba un nuevo cultivo, donde se disminuian
las cantidades del medio original y se agregaba orina hasta que finalmente para el cultivo
solo se empleaba un medio compuesto de agua de grifo, 30 g/L de sal y 10 mL/L de orina,

la que actué como fuente de nutrientes.

4.3. Disefio del sistema de manutencion
Pensando en mantener la alta productividad de los cultivos se disefid un sistema el
cual cumpliera con los requerimientos basicos de los microorganismos; siendo estos
temperatura, iluminacion y aireacion. Teniendo en cuenta que el poliestireno expandido es
un material conocido por ser un buen aislante térmico (DOMINGUEZ-MUNOZ et al.,
2010) se considerd adecuada la utilizacion de cajas de “icopor” como estructura de la

incubadora, en la figura 4 se observa la caja escogida.
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Figura 4. Cuerpo de la incubadora, caja de poliestireno expandido.

El sistema contd con un circuito de control de temperatura como el que se observa
en la figura 5, importante para garantizar la temperatura dentro del sistema para el
crecimiento de las microalgas, ademas, se uso un corddn calefactor para mantenerla en 27
+5° C.

Pantalla Termocupla

Figura 5. Termostato W1209 DC 12V.

En cuanto a la iluminacidn se utilizaron luces led de color blanco, las cuales hacen
posible el proceso de fotosintesis. Dentro de la caja y para garantizar un flujo homogéneo
de aire en todo el espacio, se emple6 un ventilador con la finalidad de dispersarlo dentro de
la incubadora en la figura 6 se observa la estructura interna. Otro ventilador que se encargo

del flujo de salida del aire.

La estructura conté con un sistema de orificios que permitian el ingreso de
mangueras al interior, las cuales, estaban conectadas a los cultivos y a bombas de aire, para

proporcionar aireacion (mezcla).
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Ventilador

Luces LED

Orificio

Figura 6. Incubadora 1, sistema de luces LED blanco frio 12V.

Se adapto6 el sistema y se realiz6 una segunda incubadora como se muestra en la
figura 7, esta vez empleando una caja plastica como soporte. En este caso la temperatura
variaba, manteniendo 20 + 5° C, dado que esta incubadora no contaba con corddn

calefactor.

Circuito de
temperatura
Luz led

Figura 7. Segunda incubadora.

4.4. Biogas
Durante los experimentos se usaron dos tipos diferentes de biogas:

- Se obtuvo biogéas de un reactor UASB modificado obsérvese la figura 8 un esquema del

reactor modificado (ROCHA et al., 2017), que estd localizado en la Estacion de
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tratamiento de aguas residuales de Ouro Branco — MG, de la compafiia de Saneamiento

de Minas Gerais COPASA.

150 mm 700 mm 150 mm
K L ’|V ’lV
JAmrm Biogés

Efluente Escuma
|

Segdo 1

Afluente

LEGENDA
REATOR UASB MODIFICADO - RM

AP1- Abertura de passagem direta do esgoto do compartimento de digestao
para o compartimento de decantagio e de retorno do lodo;

AP2 - Abertura de passagem do esgoto do compartimento de digestao para o
compartimento de decantagao, passando pelo interior do separador trifasico.

Figura 8. Representacion esquematica del sistema interno del reactor UASB modificado
del que se realizo la recolecta del biogas.

Fuente: (ROCHA et al., 2017).

- Se us6 gas de una mezcla patrén compuesta por CO,, CH,, H,, y N,, en la figura 9 se

contempla la pipeta de gas que fue utilizada.

Figura 9. Pipeta del gas utilizado.
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El gas patron presenta una composicion conocida como se muestra en la tabla 1:

Tabla 1. Composicion del gas patron.

Compuesto Composicion Unidad Incerteza
DiéxidoCdOeanrbono 24, 99% %mal/mol +304
Metano CH, 24,95% wmol/ +3%
Hidrégeno H, 25,05 % gpmoly +3%
Nitrégeno N, Balance % moz/mol *3%

4.5. Prototipo
Con la finalidad de elevar la composicion de CH, en el biogés por la remocién de CO,, fue
disefiado un prototipo de fotobiorreactor para operar de forma discontinua. El prototipo tenia

las siguientes dimensiones que se observan en la figura 10:

Reservorio
Septum
Adaptacién
para el sensor
Mezclador

Figura 10. Disefio prototipo de fotobiorreactor.

Fuente: Autor.
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El prototipo se disefid para cumplir con las condiciones de mantener el cultivo de las
microalgas, ademaés de retener el biogas. Constd de un reactor de volumen 330 mL, el cual en su
interior contenia un agitador magnético, el cual, gracias a su disefio en forma de “flor” aumentaba
la turbulencia de la mezcla. En la tapa se encontraba acoplada una jeringa sin émbolo que
funcionaba como reservorio. En la parte superior de esta jeringa se agregd una capa de 10 mL de
aceite para evitar la pérdida de liquido por evaporacion, la tapa también tenia un septum, por el
cual se realizaba la toma de muestras. El reactor consto de dos codos unidos por un tubo de vidrio
en el cual se ubico un sensor para realizar las medidas de absorbancia, esto se realizo en el equipo
Thermo SCIENTIFIC GENESYS 10S UV-VIS Spectrophotometer. Finalmente, el sistema se
complementd con una placa de agitacion magnética, con la que se asegura que siempre se esté

mezclando el cultivo, en la figura 11 se muestra el sistema completo.

Jeringa

Aceite

Sensor Medidor
Sistema

Tapa

Placa de agitacion magnética

Figura 11. Componentes del montaje experimental del prototipo.
Fuente: Autor.

4.6. Validacion del sensor

A partir de la calibracion del sensor, se realizd un cultivo con la cepa de Chlorella
minutissima, donde se utilizé un volumen de 330 mL de cultivo y fueron inyectados 50 mL de
biogas, el fotobiorreactor se mantuvo en monitoreo por 7 dias manteniendo una agitacion
constante con ayuda de placas de agitacion magnética, se coloc6 dentro de una de las
incubadoras en luz LED blanca y a 27°C, en la figura 12 se muestra el montaje del ensayo.
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Figura 12. Ensayo para la validacion del sensor.

4.7. Determinacion de las condiciones de cultivo de microalgas
El planteamiento experimental de Taguchi (L9) se realiz6 con tres variables (factores) en
tres niveles de operacion con el objetivo de maximizar el crecimiento celular de las microalgas,

donde ese crecimiento fue la variable de respuesta del ensayo.

Los factores evaluados fueron: tipos de luz (azul, blanca, roja); dos especies de microalga
(Chlorella s.p., Chlorella minutissima y la mezcla de las dos especies) y temperatura (20°C,
25°C y 30°C). La variable de respuesta fue evaluada en términos de crecimiento porcentual de

la biomasa (X) de acuerdo con la ecuacion 1.

ADS finai—AbSinici
X — ( final lnlaal) * 100

AbsSinicial

Ecuacion 1.

La tabla 2 representa los factores y niveles utilizados durante los experimentos, con la

respectiva nomenclatura.



Tabla 2. Factores evaluados para determinar las condiciones de trabajo del prototipo.

NIVELES
FACTORES 1 ) 3
A Luz Azul Blanca Roja
Cultivo mixto
E_speC|e (Chlorella s.p. + (_Zhlo_rel_la Chiorella s.p.
microalga Chlorella minutissima
minutissima)
C Temperatura °C 20 25 30
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Para la realizacion de los ensayos, fueron utilizados frascos de 120 mL, tal y como se

muestran en la figura 13, para mantener los cultivos y una incubadora (Thoth Equipamentos)

con sistema de agitacion y refrigeracion para controlar la temperatura. La iluminacion fue

proporcionada por luces LED (60 LED/m, DC12V).

. g
Biogas
(40 ml)

Inéculo + medio liquido
(80 ml)

N———r

Figura 13. Frasco utilizado para realizar el ensayo y las proporciones establecidas.

Los frascos fueron inoculados con 80 mL de cultivo con un valor medio de absorbancia de

0,076. Se realiz6 una purga de los frascos con N, por 3 min. Esta etapa fue realizada empleando

el biogas recolectado en la Estacion de Tratamiento de Aguas Residuales de Ouro Branco,

cuya composicion de metano es de 71,6%. Después de la purga, se tomaron 40 mL de biogas

y esté se inyectod en los frascos, en la figura 14 se detalla el montaje experimental. Todos los

experimentos se realizaron por triplicado y los resultados fueron analizados con ayuda del

programa MINITAB 19 utilizando los graficos de efecto de los factores y la tabla de Analisis

de varianza (ANOVA).
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Figura 14. Sistema de los ensayos en lotes.

4.8. Barridos en el espectro

Teniendo en cuenta que para llevar a cabo la metodologia de Taguchi una de las variables
de respuesta era la absorbancia (medida indirecta del crecimiento), se realiz6 un barrido para
las dos especies de microalgas y la mezcla de estas, esto se llevo a cabo realizando un barrido
espectral donde se tomaron datos entre longitudes de onda de 400 nm a 800 nm, ademas, esto
se realizo para el cultivo puro y dos diluciones.

4.9. Calibracion sensor

A partir de la determinacion de la longitud de onda de trabajo se utiliz6 un cultivo de
Chlorella minutissima se realizaron tres diluciones y se us6 el cultivo puro para tomar lecturas
de ABS tanto del sensor como del espectrometro, con estos datos se realizd la grafica

(obsérvese la figura 18), con la cual se establecio la ecuacién de calibracion.

4.10. Purificacion de biogas
Para promover el aumento de la composicion de metano en el biogéas, en un sistema operado

en lotes. La metodologia utilizada para evaluar la purificacion de biogas fue la siguiente:

Se tomo el cultivo y se realizé el llenado del fotobiorreactor, se aseguré que el reactor
estuviera cerrado, se realiz6 una purga con nitrégeno por 3 min, esto con la finalidad de dejar
el head space en ausencia de otros gases, a la hora de realizar la inyeccion del biogés se realiz
una purga rapida con el biogas y se dejé entrar biogas hasta alcanzar una presion entre 290 y

320 mmHg, en los primeros 15 min de cultivo y después de 720 min se tomaron muestras del
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biogas para ser analizados en el CG, en el esquema que se encuentra a continuacion se muestra

en resumen el paso a paso de la metodologia que fue llevada a cabo.

Llenar el fotobiorreator Realizar purga con
con de inéculo y medio Cerrar el sistema. nitrégeno gaseoso
liquido. - - por 3 min.
Inyectar el biogas hasta Realizar nueva
Recolectar muesras de alcanzar una presion . purga con el biogas
biogas para analisis de la relativa entre 345 y 290 por 30 sy a 760
composicion.

mmHg. mmHg de presion.

Fuente: Autor.

La composicién de metano en el biogas fue analizada por cromatografia de gases, con el
equipo SHIMADZU, GAS CHROMATOGRAPH GC-2014, esté contaba con un detector de
conductividad térmica que funcionaba a 120°C con una corriente de 85 mA, se emple0 nitrégeno
como gas de arrastre a una velocidad de flujo de 1,79 mL/min y una columna capilar (30m * 0,53
mm, Restek ®) empaquetada con tamiz molecular (5 A) a 40°C (ADARME et al., 2019).

La elevacion de la composicion de metano en el biogas fue determinada de acuerdo con la
ecuacion 2.

Area (t)*24,95
Area patrén

CM (%) = Ecuacion 2.

El rendimiento tedrico del proceso de purificacion fue determinada por la ecuacion 3, teniendo
en cuenta, que en la mezcla de los cuatro compuestos (H,, N,, CH,, CO,) cuando todo el CO, es
disociado, tedricamente se tiene una mezcla de tres gases (H,, N,, CH,) por lo tanto, la composicion

méaxima posible a ser alcanzada es de 33,33%.

RT = CM¢

= * 100 Ecuacién 3.
33,33
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4.11. Cultivo de la microalga después de la purificacion de biogés
El biogés fue descargado del reactor después de la purificacion y el reactor fue llevado para
promover el crecimiento del cultivo bajo las condiciones establecidas en el planteamiento

experimental de Taguchi.

El andlisis del crecimiento fue monitoreado por las presiones, estas fueron medidas con el
equipo MANOMETER 2000 mbar, cuando se encontré una estabilizacion en los valores de
presion se procedi6 a tomar lectura de la absorbancia, para determinar el crecimiento porcentual

de la biomasa (X) de acuerdo a la ecuacién 1.

4.12. Influencia de la salinidad

Se utilizaron frascos de 120 mL y siguiendo las condiciones establecidas, se prepararon 4
soluciones donde se trabajé con concentraciones de 10, 20 y 30 mg/L de sal, se utiliz6 un blanco
de agua destilada con el cual se hizo la comparacion. Los frascos fueron llenados con 40 mL

de biogas y se le realiz6 seguimiento por cromatografia de gases.

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Sistema de manutencion de cepas

Teniendo en cuenta que el Laboratorio de Quimica Tecnologica y Ambiental de la
Universidad Federal de Ouro Preto no contaba con la linea de investigacion en microalgas, esté
no disponia de equipamientos que se usaran especificamente para mantener los cultivos, por lo
tanto, como aporte para desenvolver este proyecto y pensando ademas en proyectos futuros se

realizd el montaje de las incubadoras.

Para el momento en que finaliz6 este proyecto se contaban con dos incubadoras donde se
realizaban cultivos con dos propositos, uno para el replique de las cepas, en el cual, se
mantenian cultivos en erlenmeyer de 150 y 250 mL como se observa en la figura 15, estos no
contaban con aireacion ya que el volumen de trabajo es bajo, sin embargo, se realizaba una

agitacion de forma manual cada dos dias.
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Cultivos de
replique

Figura 15. Incubadora 1 en funcionamiento con los cultivos de repligue.

El segundo uso para las incubadoras fue realizar escalados de los cultivos, esto se hizo en
garrafas de 5L como se observa en la figura 16 donde se tomaban = 200 mL de los cultivos de
replique y se utilizaba 1 | de medio, el cual progresivamente se iba adicionando més, estos
cultivos ya cuentan con aireacion y una piedra porosa que se emplea dentro del cultivo para

mejorar la distribucion del aire.

Como parte del mantenimiento de los cultivos de las cepas de microalgas se llevaban a cabo
procesos rutinarios como la preparacion de los medios de cultivo, limpieza de los
equipamientos, mediciones, entre otras, tareas que se acompafiaron con la formacién y
entrenamiento a estudiantes de iniciacion cientifica del curso de pregrado de Licenciatura en

Quimica Industrial de la Universidad Federal de Ouro Preto.

Cultivos
escalados

Figura 16. Incubadora 2 en funcionamiento con los cultivos escalados.



36

Dentro de los beneficios de los sistemas se resalta el bajo costo de los materiales, estos se
exponen en la tabla 3, facil adquisicion de los mismos, baja complejidad de llevar acabo el

montaje y correcta funcionalidad para el proposito planteado.

Tabla 3. Costos de los materiales para una incubadora.

Producto Cantidad Precio~3$R Precio=USD
Caja de “icopor” 13 | 1 und. 38,00 9,17
Circuito de temperatura 1 und. 17,00 4,10
Luz LED blanco frio 12V + fuente 5m 37,00 8,92
Ventilador 2 und. 30,00 7,24
Cordén calefactor 25 W 3m 91,00 21,95
Total 213,00 51,38

Los precios descritos en la tabla 3 fueron tomados de tiendas comerciales virtuales como
mercado libre Brasil y Amazon, con esto se deja en evidencia que la incubadora construida
tiene un valor aproximado de 51,38 USD, que en comparacion con una incubadora comercial,
por ejemplo, marca Thermo Scientific™ modelo 50125882, con control de temperatura de 17
a40° C, de dimensiones 47 x 26 x 41.5 cm y sin sistema de iluminacion podria llegar a costar
959,28 USD, obteniendo una diferencia porcentual de 94,6% en comparacion de los precios.

5.2. Definicién longitud de onda para la medicion
Luego de llevar a cabo los barridos, los resultados mas significativos son presentados en la
tabla 4.

Tabla 4. Comparacion puntos maximos de absorbancia.

Longitud de onda
680 6805 681 6815 682 6825
Cultivo Puro 0,498 0,499 0,499 0,500 0,500 0,500
Dilucién 2 0,238 0,238 0,239 0,239 0,239 0,239
Diluci6on 6,67 0,070 0,070 0,070 0,071 0,071 0,070
Cultivo Puro 0,655 0,656 0,657 0,657 0,657 0,657
Chlorellas.p Dilucion 2 0,322 0,323 0,323 0,323 0,323 0,323
Dilucién 6,67 0,091 0,092 0,092 0,092 0,092 0,091
Cultivo Puro 0,583 0,584 0,58 058 0,58 0,585
Mezcla Dilucién 2 0,287 0,287 0,287 0,287 0,288 0,288
Dilucién 6,67 0,081 0,081 0,081 0,081 0,081 0,081

Chlorella
minutissima
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Analizando los datos presentados en la tabla 9 se logré determinar que a una longitud de
onda de 682 nm las tres cepas presentan un pico de absorbancia en comun, por lo tanto, se
definio esta longitud de onda para realizar la calibracion del sensor y las lecturas de absorbancia

de todos los ensayos.

5.3. Determinacion de las condiciones de cultivo

Los resultados obtenidos de la ejecucion de los experimentos planificados fueron analizados
utilizando el programa MINITAB 19, esto para verificar los efectos de significancia de los
factores (Tipo de la luz (A), especie de microalga (B) y temperatura (C)) en relacion a la

variable de respuesta (porcentaje de crecimiento celular (X)).

En la tabla 5 se encuentran los resultados del porcentaje de crecimiento obtenidos al final
de los ensayos realizados. Se logra evidenciar un aumento importante en todos los ensayos,
donde se resaltan el 6 y 8, los cuales presentaron el mayor porcentaje de aumento de

absorbancia 379% y 426% respectivamente.

Tabla 5. Matriz experimental de Taguchi, con los resultados obtenidos de los ensayos.

Factores Variable de respuesta
13 O
Experimentos A B C (f;j) (i;f) (i;f) Med>|<a /o

1 1 1 1 371 379 - 375
2 1 2 2 327 313 - 320
3 1 3 3 275 215 - 245
4 2 1 2 348 365 - 356
5 2 2 3 219 229 257 235
6 2 3 1 381 377 - 379
7 3 1 3 201 209 220 210
8 3 2 1 403 436 440 426
9 3 3 2 358 371 - 364

De acuerdo con el analisis de varianza de los resultados obtenidos presentados en la
tabla 6, es posible evidenciar que solo el factor “C” (temperatura), representé un valor con
nivel de significancia mayor que 95%, siendo asi esté considerado el mas importante en

relacion con la variable de respuesta.
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Tabla 6. Resultados de los analisis de varianza de los datos.

SC SC MC
Fuente  GL Sec. Ajust.  Ajust. F b

A 2 1018 1018 05088 062 0618
B 2 2849 2849 14243 173 0,367
C 2 51977 51977 259883 31530031
Eror 5 1648 1648  0,8242
residual
8

Total 57,491

Fuente: Autor.
Nota:

GL: Grados de libertad.

SC: sumas de los cuadrados.

MC: cuadrados medios ajustados.
F: valor F.

p: probabilidad.

La influencia de los efectos en los factores estudiados, asi como los niveles de cada

factor empleado, se evaluaron graficamente como se muestra en la figura 17.

Efectos principales en relacion a las medias de datos de ABS

A B C
£00

Lad
Lh
=

i
=]
=

Media ABS (%)
I
|
L

Luz (A); Micrealga (B); Temperatura (C).

Figura 17. Gréafica de efectos del analisis estadistico para las lecturas de absorbancia.
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Se evidencia que para el factor “C” es donde se presenta mayor variacion en relacion
con la variable de respuesta, siendo asi que, cuando el factor “C” se encuentra con el nivel
1 (temperatura = 20°C) se tiene que la variable de respuesta va a tener el valor maximo de
crecimiento y, por otro lado, cuando esta en relacion al nivel 3 (temperatura = 30°C) la

variable de respuesta presenta los valores minimos de crecimiento.

En relacion a los factores “A” y “B” ninguno represento significancia en relacion a
la variable de respuesta, por lo cual, puede ser ajustado en cualquiera de los niveles
estudiados. De este modo, el ajuste propuesto fue utilizar luz roja (nivel 3), cepa Chlorella
minutissima (nivel 2) y temperatura 20°C (nivel 1). El escoger este ajuste para la luz y la
temperatura se basé en la condicién experimental 8, en el cual, se obtuvo el mayor

porcentaje de crecimiento porcentual de la biomasa.

La luz roja fue seleccionada con base al trabajo desarrollado por (YAN et al., 2016)
donde concluyeron que la luz roja era la méas dptima para el crecimiento de las microalgas
y la mejora del biogas, en comparacién con este trabajo, se evidenciéo que para el
experimento 8 que fue el ajuste propuesto, se presentd el mayor dato de porcentaje de
crecimiento y fue utilizando la luz roja. En cuanto a la cepa se selecciond Chlorella
minutissima esto solo con la finalidad de cumplir con el ajuste, de esta manera se logro
proceder a desarrollar los siguientes ensayos, sin la necesidad de repetir el analisis de

variables.

5.4. Ensayos influencia de la salinidad
En la tabla 7 se muestran los resultados de los cambios en la concentracion de

metano a diferentes concentraciones de sal.

Tabla 7. Composicion de metano a distintas concentraciones de sal.

Concentracién

(g/L) % Metano
0 24,95
10 24,79
20 25,07

30 25,15
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En la figura 18 se observd que la composicion de metano se mantiene independiente
de la concentracion de sal, por lo tanto, las variaciones que se presentaron dado que fueron
minimas van a ser discriminadas, para efectos del desarrollo de los ensayos se utilizd una
concentracion de 30 g/L de sal, la cual fue la que se manej6 en elaboracion de los medios

de cultivo.

26
25
24
23

22

Composicion de metano %

21

20

0 10 20 30
Concentracion de sal (g/L)

Figura 18. Gréfico de la composicion de metano a diferentes concentraciones de sal.

Quedd en evidencia que la salinidad que se manejé en los cultivos para las
microalgas no representd ser una variable de interferencia para la purificacion de biogas
(YAMAMOTO; ALCAUSKAS; CROZIER, 1975).
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5.5. Ensayos fotobiorreactor

5.5.1 Calibracion del sensor
En la tabla 8 se muestran las lecturas realizadas a las diluciones, con las cuales se

realizé la calibracién

Tabla 8. Lecturas de crecimiento para la realizar la curva de calibracion.

Longitud de onda 682 nm

Fa}cto_r,de Sensor ABS
dilucion

4 150 0,202

2 105 0,433

1,33 80 0,649

Puro 71 0,851

A partir de los datos anteriormente descritos se realizé la gréfica, la cual se observa
en la figura 19, donde se evidencia que el mejor ajuste de la curva fue una linea de tendencia
exponencial decreciente con un coeficiente de variacion de 0,9926 en relacién con los datos,

de lo cual se deduce, que estos son confiables pues el porcentaje de error es proximo a 1.

y = 2,7858¢0.018
0.900 R2=0,9926
0,800
0,700
0,600
0,500
0,400
0,300
0,200 ©
0,100

0,000

60 80 100 120 140 160
Lecturas sensor

Lecturas ABS

Figura 19. Grafico de la curva de calibracion del sensor.

A partir de la grafica se conocid la ecuacion 3, donde, para cualquier valor del

sensor (x) se conocera un dato de absorbancia.

y = 2,7858 ¢ 0018 Ecuacion 3.



42

5.5.2 Validacion del sensor

Los datos de crecimiento se presentan en la tabla 9, donde se logro evidenciar el
correcto funcionamiento del circuito, siendo este una forma innovadora para acompaniar el
crecimiento de las microalgas sin la necesidad de retirar muestras del fotobiorreactor, sin
embargo, la calibracion del circuito presentd variaciones significativas en las lecturas al
intentar usarse para nuevos ensayos, por lo tanto, se recomienda que para cada uso del
sensor se debe realizar una curva de calibracion “propia del ensayo” de esta manera se

mantiene la fiabilidad de los datos.

Tabla 9. Datos de crecimiento en relacién a los datos del sensor.

Lectura

Tiempo ABS
sensor
0 195 0,083
1 185 0,099
2 140 0,224
3 135 0,245
4 138 0,232
5 119 0,327
6 100 0,460
7 114 0,357

Con los datos de la tabla 8 se realiz6 la grafica que se observa en la figura 20, donde

se obtuvo la curva de crecimiento.

Curva de crecimiento Chlorella minutissima en el
fotobiorreactor

05

0,45 o

0,4

0,35 o
» 03
M 0,25 o)

0,2

0,15

014 o
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0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (dias)

Figura 20. Curva de crecimiento de la cepa Chlorella minutissima en el fotobiorreactor.
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Con base en los resultados se pude constatar que el sensor puede ser utilizado para el

seguimiento del crecimiento celular de microalgas durante el cultivo en fotobiorreactores.

6. Purificacion de biogas
6.1. Evaluacioén del fotobiorreactor para la purificacion de biogas
Por otro parte, cuando se realizaron los andlisis del biogas, donde se encontré que el
sistema presentaba una entrada de biogas patron de composicion conocida 24,9% mol/mol
de CH, y al final del test esta composicion era menor al 1%, la misma tendencia presentd
el H,, para el cual, el area presentada en el CG fue dificil de integrar. Se dedujo que esto se
debié a que se presentaban fugas del biogéds en el fotobiorreactor, este se sometid a

modificaciones.

Producto de cambios respecto a la metodologia de trabajo cuando se realizaba la
inyeccion del biogas no se consiguio controlar la presion y este desplazaba hasta el punto
de derramar el cultivo del reservorio, razén por la cual se decidio6 retirarlo, las uniones en
los laterales fueron selladas y las uniones de los codos con el cilindro de vidrio se dejaron
sin sellar pues las medidas de esté en relacion al adaptador del circuito son precisas (al
momento de sellarlo ya no encajaba el sensor), sin embargo, de nuevo al realizar la
inyeccion del biogas el liquido salia por unién lateral, obsérvese en la figura 21 el
fotobiorreactor.

Figura 21. Fotobiorreactor modificado.
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Se realizé una nueva modificacion y se retir6 el sistema de medicién, utilizandose al
final solo el frasco con los septum en la tapa, especiales para realizar la inyeccién del biogas.
Se colocaron dos fotobiorreactores con 230 mL de cultivo de Chlorella minutissima y 100
mL de biogas, estos se incubaron por 3 dias bajo las condiciones establecidas en la
metodologia de Taguchi, al final del ensayo se realizaron las mediciones y para la
absorbancia y en uno de los ensayos se obtuvo un aumento de 3 veces en el crecimiento, en

cuanto al biogas este siguid presentando pérdidas.

Finalmente, en un nuevo intento para validar los datos obtenidos con el ensayo anterior
descrito, se pretendia a comenzar un nuevo ensayo Yy en el proceso de inyeccién del biogas
a los dos fotobiorreactores se observo que utilizando espuma en las uniones de la tapa se

revelaba que por estas se presentaban las fugas.

6.2. Evaluacion de la purificacion de biogas
Dado que el fotobiorreactor no pudo ser utilizado para llevar a cabo los ensayos de
purificacion por las dificultades presentadas para impedir las fugas, se decidio llevar a cabo
la evaluacion de la purificacion y se optd por utilizar los frascos con los que se realizé el
ensayo para establecer las variables de trabajo, ya que estos al ser sellados no presentaban

riesgo de fugas. En la tabla 10 se encuentran los resultados del ensayo.

Tabla 10. Resultados ensayo de purificacion.

Tiempo CH4 %

(min) media RT medio
0 24,95 -
15 29,4844 88,4532

720 30,62592 91,8777

Se observa que en los primeros 15 min la composicién de metano fue elevada a un
29,48% representando un rendimiento tedrico del sistema de 88%, transcurridos 720 min
se evidencia un aumento en la composicion a 30,62%, sin embargo, este aumento en
comparacion al logrado en los primeros 15 min, estadisticamente no representa gran
significancia. Obsérvese en la figura 22 la grafica del porcentaje de metano y el rendimiento

tedrico en relacion a los dos tiempos de medicién.
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Figura 22. Grafica del porcentaje de metano y el rendimiento tedrico en el ensayo.

6.3. Evaluacion del cultivo de la microalga después de la purificacion
En la tabla 11 se presentan los resultados del acompafiamiento de la presién en el sistema

luego de que se retirara el biometano del frasco.

Tabla 11. Resultados del seguimiento de la presion durante 42h.

. Presion
Tiempo (h) (mmHg)
0 1
6 41
12 62
24 128
30 135
42 106

A partir de los datos se realiz6 la grafica de la relacion que se presento entre la presion
respecto al tiempo, obsérvese la figura 23, la grafica tuvo un comportamiento similar a una
curva de crecimiento, ya que esta presion puede estar directamente relacionada con la
generacion de 0,, partir de la utilizacion del CO, como fuente de carbono por parte de la

microalga.
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Figura 23. Grafica relacidn de la presion respecto al tiempo.

Teniendo en cuenta la ecuacion 1 se obtuvieron los resultados de crecimiento porcentual de
la biomasa (X), véase la tabla 12.

Tabla 12. Crecimiento porcentual de la biomasa.

Media de Media
ABS inicial ABS final

0,358 0,632 76

Media % X

Pasadas 42 h se present6 un crecimiento porcentual del 76% en comparacion con la ABS inicial
y como se observo en la figura 23 la presion a las 30 horas tiene una estabilidad y a las 42 horas

presentd una caida, con lo cual se puede evidenciar que la tasa de crecimiento a partir de las 30h
empez06 a ser mas lento.
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7. RECOMENDACIONES

Uno de los inconvenientes a la hora de la realizacion de este trabajo fue la forma de
inyeccion del biogas, se recomienda evaluar alternativas para poder “transportar” el biogas
para ser inyectado.

Evaluar una forma de sellar las uniones o usar otros materiales para hacer la reconstruccion
del fotobiorreactor.

Realizar una calibracion respecto a las mediciones del CG, esto con la finalidad de tener en
cuenta en los andlisis el porcentaje de error de la persona al pasar la muestra, pues se
observo que puede haber varios factores que influyen en este proceso.

Realizar un nuevo planteamiento del método de Taguchi, teniendo en cuenta otros y otras
variables de respuesta.

Realizar ensayos de purificacion considerando tomar lecturas en mas tiempos, pues se

aprecio que esta es una variable fundamental.
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8. CONCLUSIONES

El sistema de manutencion cumplié con las expectativas planteadas, dejando asi dos
incubadoras totalmente funcionales para el laboratorio.

Se resalta el crecimiento de las microalgas en los ensayos para determinacion de variables,
esto teniendo en cuenta que, el biogas que fue utilizado para llevar a cabo este ensayo fue
recolectado bruto de un biorreactor anaerobio sin ningun tipo de tratamiento, demostrando
asi que para este trabajo con el biogas utilizado para el crecimiento de las cepas Chlorella
minutissima y Chlorella s.p. no representd ningun efecto inhibitorio sobre estas.

La temperatura mas baja 20°C fue la més efectiva para el crecimiento, tiene esto sentido ya
que, considerando la solubilidad de los gases, a menores temperaturas mayor solubilidad
(CHOIl et al., 2019).

El biorreactor demostrd no ser viable para realizar la purificacion, sin embargo, el sensor
resulta novedoso y, por otra parte, se evidencié que es una herramienta util para el
seguimiento del crecimiento microalgal, sin la necesidad de retirar muestras del reactor.

Se consiguid llevar a cabo purificacion de biogéas utilizando la cepa de Chlorella minutissima
y obtuvo un rendimiento tedrico de 91,8% en el proceso, con un aumento de 22,7% en la
composicién de metano.

El rendimiento tedrico en la purificacidn fue logrado en 15 min y 720 min, sin embargo, el
aumento presentado pasados los 720 min no fue significativo, por lo tanto, al no observarse
mayor diferencia no se justifica dejar este tiempo el cultivo con el biogas, siendo 15 min un
tiempo Optimo para alcanzar aumentar la composicion de metano en el biogas.

El efluente de la purificacion de biogéas fue utilizado efectivamente para el crecimiento de la
microalga Chlorella minutissima, ya que esta presentd crecimiento en 42 horas de

incubacion.
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