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Resumen

Resumen
Mediante el cultivo intensivo de las macroalgas se puede contribuir a reducir los niveles de
contaminacion ambiental por emision de CO, generado por las industrias de Cienfuegos que
utilizan combustibles fésiles. El presente trabajo se lleva a cabo con el objetivo de evaluar el
cultivo intensivo de la macroalga marina Ulva Lactuca utilizando el CO, como nutriente el
cual contribuye al crecimiento acelerado de las algas, las cuales aportan grandes cantidades
de biomasa que se utilizan en la produccion de productos farmacéuticos, cosméticos,
alimento animal, fertilizantes, biocombustibles, etc. El estudio se realiza a escala de
laboratorio con agua de mar natural y la incorporacion de nutrientes, aire atmosférico y COs.
Para el sistema de biorreaccion se propone un biorreactor rectangular con agitacion y
operacion continua, teniendo en cuenta como pardmetros fundamentales para el sistema de
biorreaccion a escala de laboratorio, la incorporacion de CO, y distribucion de aire .Se realiza
el andlisis de las principales variables fisico-quimicas a tener en cuenta en este tipo de
proceso, a partir de la medicion por métodos gravimétricos de las concentraciones de los
fundamentales nutrientes necesarios para el crecimiento de la planta como nitratos, nitritos,
fosfatos y oxigeno disuelto, determinando adem@s la generacion de biomasa. Se estima de forma
preliminar el costo de produccion de la biomasa algal y los indicadores dinamicos de rentabilidad
de un proyecto de inversion de una planta piloto para el cultivo intensivo de macroalgas a partir de

los ingresos por venta de productos de alto valor agregado.



Abstract

Abstract

With the intensive culture of macroalgae, the levels of environmental contamination for emission
of CO, generated by the industries of Cienfuegos that use fossil fuels can be reduced. The
present work is carried out with the objeive of assess the intensive culture of Ulva Lactuca
seaweeds using the CO, as nutritient which contributes to the rapid growth of the algae, those
which to contribute with high quantities of biomass in the production of pharmaceutical,
cosmetics, animal food, fertilizers and biofuels products. The study is carried out from laboratory
scale with natural sea water and with the addition of nutrients, atmospheric air and CO,. For the
biorreaction system a rectangular biorreactor with agitation and continuous operation is
proposed, keeping in mind the fundamental parameters for the biorreaction system, like the
addition of CO,, distribution of air and the measurement of necessary nutrient concentrations for
the growth of the plants, like nitrates, nitrites, phosphates and dissolved oxygen, also determining
biomass generation. A preliminary estimation of total manufacturing cost of and dynamic
indicators of profitability of a pilot plant project for the intensive culture of macroalgae is made,

starting from the revenues from the sale of high added value products.



Indice

Tabla de contenido

THETOMUCCION ..ottt ettt et s s bbb 1
Capitulo I: Marco Teorico de [a INVESEGACION. .........covvuieeiriiniiiiiicisisis s 4
1.1 Biodiversidad de [AS ALGAS. .........ovvrvvreveciiiieiieiicic s 4
1.2 Utilidad de las macroalgas como purificador natural del medio ambiente. .................ccvcuvvvvvuriineininiincicinn, 5
1.3 Caracteristicas de [ V0 LACLUCA............cucuvieiiiiciiciciciisc s 8
1.4 Factores que limitan la produccion masiva de [as algas. ..., 10
1.4.1 LUZ Y LEMPETALUIAu.vvnvvveriniicieriiiciete sttt bbb bbb bbb bbb bbb bbb s 11

142 SAAUAA ... s 11

143 PHorroreeeseeeesseesssseesssesses s es s s 12

R T 13
1.4.5 NGEIOGENIO Y FOSFOT0 covvvvevrrvrirrcirciississis s ss s 14

1.5 Disefio conceptual de Sistemas de BIOTTEACCION. ..........ccevvcvreievieiiiieisiiniicisis s 15
1.6 Sistemas MEENSIVOS de CULLTUO. ..cuueueuveveereireireiseee ettt ettt 19
1.7 Tecnologia Y EqUIPATIETIEO ..........oveieniircieiiniisisie st 21
1.7.1 Estacion para estudios eXPErimentales. ..............cviviuiieiniiniiniisisisiissis s sssses 24

1.8. Incorporacién y medicion de COz en un Sistema de CULLTVO. ..........c.cuvveieniiciciniiiicieinise s 25
CONCLUSIONES PATCIALES. ... s b bbb 27

Capitulo I1. Evaluacién del sistema experimental para el cultivo intensivo de la macroalga marina Ulva Lactuca.

................................................................................................................................................................................... 28
2.1 Sistema experimental para el cultivo intensivo de la macroalga Vlva [actuca..............c.ccvveveivcininniinnn. 28
2.2 DESCIIPCION dELPTOCESO. ..ot 28
2.3 Preparacion de la muestra para el CULEIVO. ............c.cvvveviuiieieiniiicisisiss s 29
2.4 Diserio y montaje para del sistema experimental a escala de LaDOTGLOTIO. ...........vvevvevvncisrieiiieinsciniiniane, 29
2.5 Determinacion del flujo de agua de entrada y salida del B1OTTEACLON. ............ocvvveveeircinrieieiciciiae, 31
2.6 Determinacion del flujo de Aire Y COxu.....cuuviniiniiiiniiniisiieisississsis st 31
2.7 Determinacion del peso iCIAL Y fINAL............c.ovviveieiniiniiiieinisieieissss s 32
2.8 Determinacion de biomasa seca de [a V0@ [ACLUCA. ............covieiiiiiiiiicicisics s 32

2.9 Determinacion de la cinética de reaccién considerando una reaccion de primer orden sobre la base de biomasa

GEMETAAA. ..ottt s e 33
2.10 Balance de masa de®P-PO, N-NOsz, N-NOzen eL AGUA de TAT. ........cevevvecverririririerininesisieseseaees 37
2.11 Comparacion de la eficiencia del desarrollo del cultivo intensivo de [as algas................vvvciveinieniieinn. 38




Indice

Capitulo 111. Propuesta de un sistema experimental piloto para el cultivo de macroalgas marinas con uso de

DHOKIAO de CATOOTLO COMO MULTIBIELL. ....vvevvevveveveeeeeereiesieeesetesietssesssssssssssssssstssesesssssssssssssssesessssssesessssstssessssssereressasanes 42
3.1 Determinacion de los defectos de flujo del biorreactor experimental. Propuesta del modelo de reaccion. .....42
3.1.1 Andlisis preliminar de la aplicacion del modelo de fIUujo. ..........cveeveveeevenenieninerenenenescseeseseieen. 44

3.2 Propuesta de un biorreactor para la produccion de 1 Rg/d de biomasa seca a escala piloto. .......................... 45
3.3 Propuesta preliminar de estacion experimental PrlOLo. ...........ocvveeverrerereerierreneneistesieseseseiseissesssssseasees 48
3.4 Evaluacion econOmica Prefiminar. ... 49
3.4.1 Estimacion del cOSt0 de iNVETSIOMN...........cvuvvviviiiiinsisiisic s 49

3.4.2 Estimacion del cOSto de PrOGUCCION. .........ceveeveeveniiriieieisiisiiseie st siess 51

3.4.3 Andlisis de 1entabilidad................coovuiviuiiiiiiiisiiiici s 53
CONCLUSIONES PATCIALES ..ottt bbb bbb bbbt 55
COMCLUSIONES ..ot bbb 56
RECOMBIUAACIONES ...evevvvvisverievisieieseesesiese st s tet st e st e s s b e st s s st st et et st et s st e st st e st st et et e st et e st ebs st esestenb et enbetesberssbenssrenterensns 57
AATIEXOS 1vvevveesereesuseesseesssessisessseesisessseessesssseessaessseesssesssseessaesssessssessssesssssensessnsessssesssssensesensessssesssesssssensessssessseenssesnsees 63



Introduccion

Introduccion
La creciente contaminacion ambiental y el cambio climético es uno de los principales

problemas que afectan el planeta, consecuencia de la emision de gases que potencian el
efecto invernadero (GEI). El diéxido de carbono es, entre todos los gases el que mas
influye en el denominado efecto invernadero de la atmosfera, que genera el incremento
incesante de la temperatura ambiental del planeta y sus catastréficas consecuencias para la
vida en la Tierra.

La quema de combustibles para energia en fuentes estacionarias y mdviles (transporte
terrestre, avion, etc.), emisiones de las actividades del petrdleo y gas natural, la explotacion
de la industria quimica, la produccion y consumo de hidrocarburos, el incremento de la
pérdida de biomasa en bosques producto de los incendios, entre otras, son las principales
actividades desarrolladas por el hombre que generan emisiones de CO, a la atmdsfera,
provocando asi el incremento del efecto invernadero. La unica defensa razonable ante el
cambio climéatico es la reduccion drastica de emisiones de dioxido de carbono. La
posibilidad de aprovechar de forma mas beneficiosa y evitar los efectos negativos de este
contaminante es utilizarlo como materia de otros productos que impidan su expulsion a la
atmosfera.

Las algas pueden alimentarse de las emisiones de CO; procedentes de las actividades
desarrolladas por el hombre, estas tienen la capacidad de fijacién del CO, a través de la
fotosintesis, reduciendo asi las emisiones de CO,, a la vez que producen una valiosa
biomasa fuente de numerosos productos beneficiosos para el hombre tanto en la
alimentacion humana como animal, en la farmacologia, la cosmética y la produccion de
biocombustibles renovables, entre otros, Por este motivo, el cultivo de algas y en especial el
intensivo es una via que esta siendo estudiada prioritariamente en la actualidad en todo el
mundo.

Las plantas quimicas existentes en la provincia de Cienfuegos emiten una apreciable
cantidad de dioxido de carbono, que contamina de forma significativa el medio ambiente.
Las algas utilizan el CO, en su metabolismo, contribuyendo con la regulacion del
ecosistema, por lo que actualmente se desarrolla un proyecto de investigaciones en esta

region con vistas a mitigar la contaminacion por el COgresidual industrial que se emite, a
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través del desarrollo de instalaciones de biorreactores para el cultivo intensivo de la

macroalga Ulva lactuca, una fuente natural autoctona en la bahia de Cienfuegos.

Problema cientifico

No existen instalaciones experimentales en el pais para el desarrollo de estudios y el
escalado de biorreactores para del cultivo intensivo de macroalgas marinas, que permitan
realizar estudios fundamentales para el desarrollo de una planta piloto demostrativa para
determinar la factibilidad técnico, econémica y ambiental de inversiones industriales con el
fin de aprovechar el CO, residual industrial y consecuentemente mitigar la contaminacion

atmosférica.

Hipotesis:

Es posible obtener informaciones sobre las condiciones de cultivo de la macroalga marina
Ulva lactuca, influencia de los nutrientes y parametros de disefio del biorreactor, mediante
el desarrollo de una estacion de cultivo intensivo de macroalgas marinas a niveles de
laboratorio que permita sentar bases para el desarrollo de una tecnologia de cultivo intensivo
de esta especie con el propdsito de disminuir las concentraciones de CO; en el aire y
producir cantidades apreciables de biomasa algal como fuente de productos quimicos,

bioquimicos y alimenticios.

Obijetivo general:
Evaluar en una instalacién experimental a nivel de laboratorio el cultivo intensivo de la
macroalga marina Ulva lactuca utilizando el C0, como nutriente adicional a los

comUnmente empleados.

Obijetivos especificos:
1. Realizar analisis bibliografico sobre el cultivo intensivo de macroalgas marinas y la
influencia de diferentes variables como nutrientes, iluminacion, tecnologias de cultivo

y equipamientos.
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2. Perfeccionar y operar un sistema de biorreaccion continuo a escala de laboratorio para el
cultivo intensivo de macroalgas marinas, que permita incluir CO, como nutriente
adicional.

3. Evaluar el sistema de biorreaccion segin los pardmetros de control operacional en el
proceso, fuentes de sustrato y nutrientes, dispositivo de distribucion de aire y CO,, asi
como los defectos de flujo en el biorreactor.

4. Realizar la propuesta preliminar de disefio de una planta piloto a partir de la informacion

obtenida en el estudio experimental.
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Capitulo I: Marco Teorico de la Investigacion.
1.1 Biodiversidad de las algas.

Las algas poseen una diversidad mayor que muchos grupos de plantas terrestres o de grupos
de animales. Sin embargo, el papel que desempefian en el mantenimiento y funcionamiento
global de los ecosistemas se subestima y a veces hasta es sujeto de polémicas. Hasta hace
algunos afios se pensaba que de todas las especies de animales y plantas descritas en el
mundo Unicamente 15% habitaban en el océano, pero algunos estudios recientes indican

que los océanos albergan casi el doble de taxa que los que existen en el medio terrestre.

Se cree que la edad geologica de las algas verde azules es poco mas o menos 3 550
millones de afios, a diferencia de los 400 millones de afios que tienen las plantas terrestres.
Ademas de que conviene recordar que fue el oxigeno generado por la fotosintesis de las
algas verde azules, y posteriormente por las algas eucariotas, mas desarrolladas, el que
formo nuestra atmosfera. Actualmente, las algas realizan cerca de 50% de la fotosintesis del
planeta, lo que las ubica en una posicion crucial para el mantenimiento de la vida en la
Tierra. Este grupo tan heterogéneo de organismos se divide a su vez en mas de una docena
de grupos, division basada principalmente en su composicion pigmentaria, sus materiales
de reserva y una gran variedad de detalles estructurales. Su diversidad se cifra no s6lo en su
forma de crecimiento o de alimentacién y en su dependencia o no de la luz solar, sino hasta
en sus diferencias estructurales, ya que existen tanto algas microscopicas unicelulares,
como algas filamentosas o laminares, ademas de complejas estructuras multicelulares como

las de las algas pardas, que pueden llegar a medir mas de 20 metros de longitud.

La diversidad de las algas también estd dada por su bioquimica y fisiologia, ademas por la
organizacion de su material genético que se refleja tanto en las algas verde azules, llamadas
procariotas, que son mas simples y estan relacionadas con las bacterias, como en el resto de
las especies de algas, llamadas eucariotas. Esta diversidad genética y fenotipica se
manifiesta mas claramente en su diversidad ecoldgica, que es la que determina su
distribucion en la biosfera. Por otra parte, conviene sefialar que los tan apreciados arrecifes
coralinos estan compuestos por una gran cantidad de algas hasta tres cuartas partes del

tejido de un coral vivo son algas, y que mucha de la productividad primaria generada por
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estos corales se debe a las algas, mientras que en las regiones costeras las macroalgas son
un componente ecologico vital para el desarrollo de comunidades de invertebrados al
servirles de refugio y alimento, y cuya repercusion se observa en las pesquerias de otros
organismos marinos como peces y moluscos. Las 36 000 especies de algas conocidas
apenas representan 17% de las especies que existen actualmente, lo que indica que el
numero total de especies de algas que existen en el mundo debe superar las 200 000.
(Robledo, 2012)

Se considera que hay unas 15 800 especies de macroalgas repartidas entre: macroalgas
rojas (6 000 espacies), pardas (1 800), verdes (8 000 especies, de las cuales 1 000 son

especies marinas y el resto de agua dulce). (Colectivo de autores, 2010).

1.2 Utilidad de las macroalgas como purificador natural del medio ambiente.

La creciente preocupacion por la salud y el medio ambiente, junto a la influencia que sobre
ambos ejercen los gases nocivos producidos por el hombre obliga a una gestién lo mas
adecuada posible de los mismos para reducir sus efectos negativos.

Una de las posibles soluciones para contribuir a la mitigacion de la contaminacion
ambiental en el sistema ecoldgico es a partir del cultivo de algas marinas en estaciones
disefiadas para el cultivo intensivo en zonas aledafias a la instalacion que se beneficiaria por
el aprovechamiento principalmente CO, que se generan en esa industria. Siendo una de sus
opciones la obtencion de productos naturales como biocombustibles, productos de alto

valor agregado, alimento humano y animal y otros a partir de algas marinas.

Los resultados de los estudios, que se describen mas adelante, proveen un visiéon de qué
futuro podrian tener las macroalgas marinas, debido al continuo incremento de la
concentracion de CO; en la atmdsfera. (Gao, 1993) cultivé la macroalga roja Gracilaria sp.
y G. chilensis en vasijas enriquecidas con nitrogeno y fosforo que fueron continuamente
aireados con aire normal, conteniendo 350 ppm CO,, aire enriquecido con 650 ppm de
CO,, aire enriquecido con 1250 ppm CO,, por un periodo de 19 dias. Comparado al
tratamiento control, el incremento relativo en el crecimiento en los tratamientos +650-ppm
y 1250-ppm fueron de 20 y 60% respectivamente para G. chilensis, y 130 y 190%

respectivamente, para Gracilaria sp.
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Con respecto a estos hallazgos, los investigadores comentan que: “En sus habitats naturales,
la fotosintesis y el crecimiento de las especies de Gracilaria estan probablemente limitadas
por el CO,, especialmente cuando la densidad poblacional es alta y el movimiento del agua
es bajo”. Por lo tanto, como el contenido del CO, continta incrementandose, las algas
marinas podrian crecer mejor en los proximos afios. Este podria repetirse en otras
macroalgas, Gao. observd que la fotosintesis en la mayoria de las macroalgas, esta
probablemente limitada por las fuentes de carbono inorgénico en las aguas marinas, citando
los estudios de (Surif y Raven 1989), (Marbely 1990), (Gao 1991) y (Levavasseur 1991)
como evidencia de esta situacion.

En un estudio posterior, (Kluber 1999) cultivo Lomentaria articulata, una alga roja comun
en la zona intertidal del noreste del Atlantico, por tres semanas en cultivo hidroponicos
sujetos a varias concentraciones de CO, y O,. Ellos encontraron que las concentraciones de
oxigeno en un rango de 10 a 200% del ambiente, no tuvo efectos significativos en la
ganancia diaria neta de carbono en las algas o en la tasa de produccion del total de la
biomasa himeda. En contraste, las concentraciones de CO, de 67 a 500% del ambiente,
tuvieron efectos altamente significativos en estos parametros. Por ejemplo, para una
concentracion de CO, del doble que existe en el ambiente, la ganancia diaria neta de
carbono y la produccién total de biomasa hiumeda fue 52 y 315% mayor que cuando las
algas fueron cultivadas a las concentraciones ambientales de CO..

Recientemente, (Zou 2005) colect6 especimenes del alga marrén Hizikia fusiforme de las
rocas intertidales a lo largo de la costa de la Isla Nanao, Shantou, China, y los mantuvo en
acuario de vidrio que contenia agua de mar filtrada con 60uM NaNO3 y 6.0 uM NaH,PQy,
mientras que se aireaba continuamente los acuarios, con aire que contenia concentraciones
de CO, de 360 a 700 ppm, y periddicamente midieron el crecimiento de las algas y las tasas
de asimilacién de nitrogeno, asi como las actividades de reduccién del nitrato. Por estos
medios, ellos determinaron que un incremento de al menos el doble de la concentracion de
CO; en el aire incrementa la tasa promedio de crecimiento relativo del alga en 50%, y la
tasa promedio de asimilacion de nitrato durante los periodos de 12 horas luz del estudio en
mas de 200%, y su actividad de reduccion del nitrato en aproximadamente 20% para todas

las concentraciones de nitratos.
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Como un aspecto subsidiario del estudio, Zou destaco que el extracto de H. fusiforme tiene
una actividad inmunologica en humanos y su capacidad puede ser usada en aplicaciones
clinicas para tratar varias enfermedades como los tumores (Suetsuna, 1998; & Shan 1999).
El también reporto que el alga viene siendo usada como alimento e ingrediente en China,
Japon y Corea. De hecho, él indica que esta alga es una de las mas importantes especies en
la maricultura de algas en China, debido a su valor comercial y al incremento de la
demanda en el mercado. Como resultado, el incremento en el contenido de CO; en el aire
favorecera esta actividad. Adicionalmente, Zou nota que el cultivo intensivo de H.
fusiforme podria remover los nutrientes mas eficientemente con la futura elevacion de los
niveles de CO; en el agua de mar, el cual puede ser una posible solucién al problema de de
la eutrofizacion de la costa, sugiriendo que el incremento de los niveles de CO, puede
también ayudar en la mitigacion de este problema ambiental.

A la luz de estas observaciones, hay razones para creer que el incremento del contenido de
CO; en el aire podria ayudar a las macroalgas marinas a ser mas productivas con el paso del
tiempo o a intensificar su cultivo creando condiciones favorables de incremento del CO; en
la estacion de cultivo.

En cuanto al uso de la macroalgas para la produccion de combustible, la empresa Israeli
Seambiotic Ltd. ha patentado una técnica en la cual produce un litro de combustible por
cada 5 kg de una especie de macroalga proveniente del mar Mediterraneo.

Aun cuando, la produccidn de biocombustibles se presentan como “amigables” al ambiente,
han surgido una serie de cuestionamientos debido a que se estan afectando los bosques
naturales para ampliar los terrenos cultivables, se esta reemplazando el cultivo de productos
alimenticios, se incrementara el uso de fertilizantes y pesticidas; ademas de la quema de
algunas cosechas (cafia) para la obtencién del azlcar, lo que contribuye con los gases
invernaderos.

Actualmente, existe una serie de cuestionamientos a los biocombustibles obtenidos de
plantas terrestres. No obstante, esto se constituye en una gran oportunidad para los
biocombustibles obtenidos desde las algas (macro y microalgas).

Las investigaciones para la obtencién de biocombustibles desde las algas no son nuevas; no
obstante, recién en los Gltimos afios se le esta prestando la debida atencion. Segun (Gao, &

McKinley 1993) las macroalgas tienen una mayor productividad que las plantas terrestres,
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y no compiten con ellas por el terreno; ademas debemos considerar que las algas se pueden
cultivar en zonas marinas o0 en tierra obteniéndose varias cosechas al afio, por tanto se
puede afirmar que prometen ser la alternativa ambiental y econémicamente més factibles
que las otras para la sustitucion de los combustibles fésiles. (Reith 2005).

Por otro lado, las algas tienen un bajo contenido de celulosa, lo que los convierte en un
material adecuado para la degradacion biolégica (Horn 2000). Asimismo, las algas
producen naturalmente aceite; alternativamente otras especies de algas que producen mas
carbohidratos y menos aceite, pueden ser procesados y fermentados para producir etanol.
Todo lo cual justifica la produccion de biocombustibles obtenidos de las algas y de las
oportunidades que estan tecnologias ofrecen para los cultivadores de macro y microalgas.
(Briggs 2004).Dentro de la produccién de biocombustibles, el biodiesel, es un éster
metilico generado a partir de un aceite vegetal, algas 0 animal. No es contaminante ya que
aunque su combustion produce CO2 que va a pasar a la atmdsfera, el mismo formara parte
del ciclo de C02 que las plantas o las algas de las que proviene absorbieron durante su
crecimiento, por lo tanto se libera a la atmosfera practicamente la misma cantidad de CO2
que se consumio. Es biodegradable, no es tdxico, y tipicamente produce cerca de 60 %
menos emisiones de didxido de carbono.

(Isaac Berzin) citado por (Clayton 2006) ha demostrado experimentalmente la factibilidad
de absorber CO, con hileras de gruesas tuberias limpias, cada una de las cuales contiene
algas verdes cocinandose a fuego lento con emisiones cargadas de CO, procedentes de
chimeneas de una central eléctrica, donde las burbujas limpiadoras de chimeneas apuntan
hacia el cielo, solo que las emisiones de CO, se reducen en un porcentaje del 40% (mucho
mas que lo que exige el tratado de Kyoto). Después de absorber el CO, como una esponja,
las algas se recolectan cada dia. A partir de esa cosecha se obtiene, tras prensar las algas, un
combustible vegetal: biodiesel para automdviles. Incluso esos restos resecos pueden ser de

nuevo reprocesados para crear etanol, empleado también en transporte.

1.3 Caracteristicas de la Ulva Lactuca.

La Ulva Lactuca, conocida comunmente como lamilla, es un alga verde incluida entre las

lechugas de mar, crece en la zona intermareal de la mayoria de los océanos del mundo, en
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charcas, rocas o sublitoral hasta 20 m. Al tolerar salinidades bajas puede encontrarse en
estuarios, y también frecuentemente en zonas donde existen aportes nitrogenados.

Esta es de talo verde laminar, foliaceo, lobulado, formado por dos capas de células, fijado
al sustrato por rizoides que crecen como expansiones de las células basales del talo. Puede
Ilegar a medir 1 m de longitud, de contorno mas o menos redondeado, a veces dividido. Sus
largas hojas le dan un aspecto similar al de la lechuga. En la zona basal puede presentar
unas costillas més oscuras debido al agrupamiento de rizoides color verde claro u oscuro.
Para una correcta determinacion es necesario su observacion al microscopio; en este se
puede observar como sus células se disponen en lineas ligeramente curvas, todas con un
pirenoide generalmente, y que las células mas superiores que emiten rizoides son del
mismo tamafo que las que no los emiten.

Especie dioica cuyos talos productores de gametos masculinos (gametéfitos masculinos) se
distinguen de los productores de gametos femeninos (gametofitos femeninos) por la
tonalidad de los méargenes de la lamina: verde amarillento en los primeros y verde oscuro
en los segundos.

Esta es un alga comestible, que contiene vitamina C y vitamina A. En cosmética se utiliza
en la elaboracion de productos por sus propiedades hidratantes y diversas poblaciones
costeras le dan uso agricola como fertilizante. (Colectivo de autores, 2013)

Poseen un alto contenido de fibra dietética, especialmente de fibra soluble. Aunque la
mayor fuente de polisacaridos es obtenida a partir de las macroalgas rojas y pardas, también
existen polisacaridos sulfatados que forman la pared celular en las algas verdes U. fasciata
y U. lactuca poseen cantidades considerables de este componente, el cual varia de acuerdo
al lugar y época del afio. En U. lactuca se ha comprobado la presencia de glucosa, xylosa,
glucitol y un trisacérido.

Se ha comprobado que la reproduccion en Ulva sigue un ciclo lunar con emision de los
elementos reproductores en los periodos de luna llena o cambios de luna. El periodo
reproductivo de estas macroalgas es de marzo a julio, cuando se acercan grandes mareas.
Con buenas condiciones ambientales los talos jovenes crecen entre 3 mm y 5 mm en menos
de un mes y se tornan adultas entre 3 y 4 meses. Su ciclo de vida es corto, se estima que
dura entre 5 y 8 meses. Los talos maduran en algunas semanas en ambientes de salinidades

bajas y temperaturas altas.
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Estos organismos marinos mantienen una elevada tasa de crecimiento cuando la
disponibilidad de nutrientes es alta.

En las costas cubanas es comun observar U. Fasciata y U. lactuca. Estos vegetales marinos
alcanzan aproximadamente 15 cm de altura cuando estan adheridas al sustrato, rocas u otros
objetos solidos en fondos arenosos de aguas someras. En lugares tranquilos se han
encontrado talos de hasta 1 m de altura y 30 cm o0 50 cm de ancho. Ambas especies pueden
resistir periodos largos de desecacion, por lo que estdn capacitadas para vivir en el
mesolitoral. (Cano Mallo, 2008).

Atendiendo el andlisis de composicion de la Ulva lactuca, referido a peso seco (mg/100g),
los siguientes son los datos: Nitrogeno (0,95-2.94), fosforo (130.4-202.55), potasio (792.7-
2816.2), sodio (674.77-1075.8), calcio (858.0-880.0), magnesio (3582.2-3785.3). Los
componentes organicos referidos a porcentaje peso seco son: Proteina (5.9-18.38%), fibra
(7.6-27.4%), cenizas (25.5-33.4%), carbohidratos (49.2-68.9%), materia organica/Demanda
Quimica de Oxigeno DQO (2726.0-3456 mg/L. (Basaure, 2011)

A modo de comentario general (Basaure, 2011) es posible afirmar que esta especie de alga
contiene 10 veces mas vitamina C que una naranja, 2 veces mas de vitamina A que una col,
posee un alto porcentaje de hierro, de hecho 10 gramos de esta alga equivalen a 500 gramos
de consumo de espinaca, 100 gramos de Ulva lactuca corresponden a 2 veces mas de hierro
si se consumen 100 gramos de lenteja, posee ademas de yodo, pigmentos como los
carotenoides y las xantofilas. Una vez desalinizada, su pH medio corresponde a 6.8. Es una

materia organica rica en vitamina E, B y B12.

1.4 Factores que limitan la produccién masiva de las algas.

La importancia de factores como el disefio del tanque, el bombeo y movimiento, agitacion
del medio de cultivo, la irradiacion, la temperatura, la salinidad, el aporte de nutrientes, la
concentracion del carbono inorganico disuelto y su efecto sobre el pH del medio, la
densidad (6ptima y maxima) y la competicion de especies (crecimiento de epifitos sobre las
macroalgas, impidiéndoles a estas realizar correctamente la fotosintesis llegando incluso a
morir) muestran un efecto directo sobre el principal proceso fisiologico de las algas, la
fotosintesis, y por lo tanto, sobre los valores maximos de produccion y eficiencia del

sistema (% conversién de energia luminosa en biomasa). A mayor control de estas
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variables, mayor posibilidad de incrementar la produccion y modificar la calidad de la
biomasa obtenida.

Toda la actividad bioldgica en plantas es en ultima instancia dependiente en la radiacion
solar recibida. Todas las plantas requieren luz del sol, el diéxido de carbono, y el agua para

la fotosintesis. La fotosintesis es también dependiente de la temperatura y los alimentos.

1.4.1 Luz y temperatura

La irradiacion y la temperatura son parametros muy importantes, la luz es de fundamental
importancia como fuente de energia para la fotosintesis. La incidencia sobre las algas
depende tanto de su intensidad como de su calidad. Estas varian segun la profundidad y la
latitud en que se desarrollan, y de acuerdo a la hora del dia y a la estacion del afo.

La temperatura controla el indice del metabolismo de la planta que alternadamente
determina la cantidad de fotosintesis que puede ocurrir. La mayoria de la actividad
metabdlica bioldgica en el océano ocurre entre 0 y 27 °C. Hay poca actividad sobre o
debajo de este rango. Las temperaturas dptimas para la productividad coinciden con 15 a 20
°C para la fotosintesis (Edding, Tala, & Vasquez, 2006).

En la algas macroscépicas se dan distintos optimos de luces. En Glacilaria conferta
presenta sus optimo de crecimiento por debajo de 1000uE-m-2-seg-1, Glacilaria secundata,
sin embargo, no ve saturada su crecimiento a 1450 pE-m-2-seg-1. Por otro lado los 6ptimos
térmicos de las algas varian segin la especie. (Alvarez Cobelas & Gallardo, 1989)

En consecuencia, cada vez que la luz esté presente, se desencadenara en la planta el proceso
descrito.

Segun (Betancourt 2006), la ecuacion quimica para describir la fotosintesis es:

106 CO2 +16 NO3- +HPO42- +122 H20 +18 H+ +elementos traza +energia solar—>
(C106H2630110N16P)+13802

1.4.2 Salinidad
La salinidad es la concentracion total de los iones disueltos. La salinidad depende

basicamente de siete iones, cuyo valor promedio de concentracion en el agua de mar es:
Sodio, 10,500 mg/L;

Magnesio, 1,450 mg/L;

Calcio, 400 mg/L;
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Potasio, 370 mg/L;

Cloruro, 19,000mg/L;

Sulfato, 2,700 mg/L;

Bicarbonato, 142 mg/L.

La salinidad promedio del agua de mar es 34.5 partes por millon (ppm). Las variaciones en
salinidad que se encuentran en el océano son consecuencia del origen de las masas de agua
y su proximidad a desembocadura de cursos de aguas continentales. Los resultados de
experimentos de cultivo realizados por (Matsuyama-Serizawa 2004) con el alga filamentosa
verde Rhizoclonium que habita en un amplio rango de salinidades (10-40 ppm), no afectan
su crecimiento y maduracion. So6lo se observé un bajo de la fotosintesis en los extremos de
0 y 40 ppm. Las algas submareales soportan exposiciones breves a concentraciones de 15 a
45 partes por millén. (Edding et al., 2006).

1.4.3 pH

El pH indica cuén acida o bésica es el agua. De una manera mas préactica, el agua con un
pH de 7 se considera neutra. Cuando el pH es inferior a 7 el agua es &cida, y cuando el pH
es superior a 7 el agua es basica.

Los estanques de agua salobre generalmente tienen un pH de 7 u 8 por la mafiana, pero en
la tarde generalmente suben a 8 6 9. La fluctuacién diaria del pH en los estanques resulta de
los cambios en la fotosintesis de las algas y otras plantas acuaticas. El diéxido de carbono
es acido tal como se muestra en la siguiente ecuacion:

CO2 + H20 = HCO3- + H+10

Si la concentracion de dioxido de carbono crece, la de iones de hidrogeno aumenta y el pH
disminuye vy, al contrario, si disminuye la concentracion de didxido de carbono, la de iones
de hidrogeno cae y el pH aumenta. Durante el dia las algas consume didxido de carbono y
el pH del agua aumenta. Por la noche, la algas no utiliza el didxido de carbono, pero todos
los organismos del estanque sueltan didxido de carbono durante la respiracion y a medida

que se acumula el dioxido de carbono el pH baja.(Boyd, s.f.)
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Tabla 1.1

Efecto pH

Punto de acidez letal 4
No reproduccion 4-5
Crecimiento lento 4-6
Mejor crecimiento 6-9
Crecimiento lento 9-11
Punto letal de alcalinidad 11

1.4.4 CO,
Las principales fuente de carbono inorganico para el cultivo masivo en algas son el dioxido

de carbono libre y el bicarbonato. Energéticamente, para las algas resulta més barato el
primero puesto que aquel penetra por difusion en la célula, mientras que el bicarbonato lo
hace por transporte activo. Por ello, cuando se trata de optimizar la produccién parece
aconsejable el afiadir CO,.

Generalmente en el cultivo masivo de algas con medio sintético se aporta didxido de
carbono mezclado con aire. (Alvarez Cobelas & Gallardo, 1989)

En un cultivo de algas, entre un 20 y un 50% del CO, suministrado es asimilado, mientras
que el resto se pierde a la atmdsfera. Por esta razon es ridiculo pensar en el suministro de
CO, mediante botellas, ya que de esta manera el balance de emisiones siempre sera positivo
(@ lo que habria que sumar las emisiones derivadas de la produccion de CO, para
embotellar). Por tanto, es imprescindible suministrar al cultivo una fuente de carbono
proveniente de focos de emisidn ya establecidos, como los que se producen en las centrales
térmicas, cementeras y otras actividades industriales. La diferencia entre fijacion de CO, y
secuestro se debe a una escala temporal, ya que mientras la fijacion capta el carbono
durante el periodo de vida del alga hasta su descomposicion, el secuestro trata de almacenar
los gases durante un periodo prolongado de tiempo sin que este pase a la atmdsfera.
(G6mez Hermoso, 2009).

El método mas comunmente empleado consiste en inyectar CO, mezclado con aire con
tuberias que desembocan en tubos perforados situados en el fondo de estanque de cultivo,
pero parece ser que, dependiendo de la perforacion de dicho tubos, puede presentarse

problemas porque las burbujas pequerfias inducen la flotacion de las algas y la reduccion,
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por tanto, de la produccion de las grandes con un 1 % de CO;, en aire producen narcosis en
las células. (Alvarez Cobelas & Gallardo, 1989)

(Tisserat 2001), cultivé menta acuatica durante cuatro semanas con concentracion de 350
ppm y 3000 ppm de CO,. Las plantas que han sido cultivadas en concentracion de CO, de

3000 ppm produjeron 220% mas de biomasa.

1.4.5 Nitrégeno y Fosforo

Las algas precisan de una serie de nutrientes minerales indispensables para su desarrollo y
reproduccion como nitrégeno, hierro y fésforo, entre otros.

Los nutrientes presentan diferentes denominaciones de acuerdo a su concentracion. Los
macronutrientes son aquellos nutrientes que se encuentran en el agua de mar en
concentraciones superiores a 0, 02 mmol Kg™. Los micronutrientes se encuentran en
concentraciones desde 0,5 x 10° mmol Kg™.

El nitrégeno y el fosforo son los nutrientes mas importantes en los estanques. De su
concentracion depende el crecimiento dptimo de la planta. Si hay poco fosforo y nitrégeno,
habrd muy poco crecimiento, si hay mucho fosforo y nitrégeno existird exceso de
crecimiento, y durante la noche caeré el oxigeno disuelto.

La captacion de compuestos nitrogenados puede estar condicionada por su disponibilidad y
por factores ambientales del momento. Se ha observado que Ulva lactuca Linnaeus y
Gracilaria vermiculophylla (Ohmi) Papenfuss son capaces de captar nitrégeno disuelto en
el agua de mar en su forma organica de urea. De estas, U. lactuca fue la especie capaz de
captar mas nitrégeno. (Edding et al., 2006)

El fosforo disponible puede regular la utilizacion del carbono inorgénico de la Gracilaria
lemaneiformis cultivada a diferentes niveles de CO,. Un alto contenido de fosforo estimula
la utilizacion de carbono inorganico fotosintético y captura de nitrégeno. En condiciones de
bajo contenido de fésforo, los tallos crecidos en un alto contenido de CO, tenian menor
capacidad de utilizacién del carbono y mayor velocidad de captura de nitrogeno,
comparado con los que crecian en CO, ambiental.

Mas importante que el nitrgeno y el fosforo aislados es la relacion entre ellos sobre todo si
se trabaja con cultivos discontinuos o con tiempos de retencion largos. (Alvarez Cobelas &
Gallardo, 1989).
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1.5 Disefio conceptual de sistemas de biorreaccion.

El disefio conceptual de un sistema de recipientes para el cultivo de microalgas marinas se

basa en el modelo de reactor de mezcla perfecta.

=3/

Cas=Ca
V.X c‘:.é Xos = X.
Car (=0 o e £ T
(=rade = (—rp)

Totalments j
uniforme FA

Figura 1.1 Modelo de reactor de mezcla perfecta.

Como se muestra en la Figura 1.1 en un modelo de tanque agitado (RMP) la concentracién
del reactante limitante, la conversion del mismo y la velocidad de reaccién son idénticas
dentro del reactor y a la descarga del mismo cuando se alcance comportamiento
estacionario del sistema de reaccion.

Para cada flujo de operacion en dependencia de la concentracion del reactante en la
alimentacion habra una conversiéon de equilibrio y por tanto una velocidad de reaccién
constante en el reactor, relacionada con el tamarfio el tanque, que delimitara el tiempo de
permanencia del fluido en el reactor.

El modelo ideal obtenido a partir de un balance de materiales en el sistema de reaccion
sera:

FaoXa, = (-1a*V)  Fao=Ca0*qo  Xao=0 T=Viqo

Y efectuando operaciones, resulta:

VIFa0 = TICa0= Xal-Ta

T = Cpo (Xal-ra) (Ecuacion de disefio de un reactor RMP)

Donde Fap es el flujo masico de alimentacion A, Xa la conversion de A en el reactor, V el
volumen del reactor, qo el flujo volumétrico de alimentacion, Cas la concentracion final de
Ay 1 el tiempo espacial (parametro de disefio de un reactor RMP).

(Levenspiel 1987) expone que el comportamiento real de los reactores nunca se ajusta
exactamente a estas situaciones idealizadas, en muchos casos se aproxima tanto a estas

condiciones que podemos admitir este comportamiento ideal sin incurrir en error
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apreciable, sin embargo, en otros casos las desviaciones pueden ser muy grandes y
originarse por formacion de canalizaciones del flujo, por recirculacion del fluido, o por
formacion de zonas estancadas o muertas en el reactor. En todos los elementos del equipo
del proceso, tales como intercambiadores de calor, columnas de relleno y reactores deben
evitarse esas desviaciones, que siempre originan una disminucién en la eficacia de la
instalacion.

Los problemas del flujo no ideal estdn intimamente relacionados con los de cambio de
escala, ya que la decision de si ha de ensayarse o no en planta piloto depende, en gran parte,
del control sobre las variables mas importantes del proceso. A menudo, el factor no
controlable en el cambio de escala es la magnitud de la no idealidad del flujo, y con
frecuencia, este factor difiere ampliamente entre las unidades grandes y las pequefias; por
consiguiente, el desconocimiento de este factor puede conducir a grandes errores en el
disefio.

Como se esta obligado a prescindir de un conocimiento completo sobre el flujo, se debe
ser menos ambicioso y observar lo minimo que se ha de conocer sobre el flujo, que
permita disponer de informacion suficiente para el disefio.

En realidad, en muchos casos no se necesita conocer muchas cosas; simplemente cuanto
tiempo permanece cada una de las moléculas en el recipiente, 0 mas exactamente la
distribucion de tiempos de residencia de la corriente del fluido. Esta informacion puede
determinarse de manera facil y directa por un método de investigacion empleado
ampliamente: el método experimental estimulo-respuesta.

En este tipo de experimentacidon estimulamos al sistema mediante una perturbacion vy
vemos como responde a este estimulo; el analisis de la respuesta nos da informacion sobre
el sistema. Este método de experimentacion se emplea ampliamente en la investigacion
cientifica.

En la experimentacién del defecto de flujo en el caso de los reactores de tanque agitado es
conveniente utilizar el estimulo escalon. EI fundamento de este procedimiento se describe a
continuacion.

Cuando la corriente de fluido que entra al reactor no contiene trazador alguno, y se le
impone una sefial trazadora en escalon,(es decir, se sustituye el fluido de reaccion

totalmente por otro fluido que hace la funcion de trazador la concentracion CO en la
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corriente de fluido que entra al reactor, se incrementa paulatinamente hasta que alcanza su
concentracion maxima, se obtiene la denominada Curva F  representativa de la
concentracion del trazador a la salida del recipiente (midiendo esta concentracion a la salida
en funcion de su concentracion a la entrada, C/Cy) frente al tiempo. En la Figura 1.2 se
representa este comportamiento y se observa que es siempre ascendente desde 0 hasta 1.

//Senal de entrada en escalén

efia!l de salida
el trazador

1
|
|
] o curva F
[
t
i
1

Figura 1.2 Curva F

Modelos de un solo parametro son aquellos que pueden ser representados por una sola
variable y generalmente corresponden a los reactores tubulares cuyo comportamiento se
aleja ligeramente del comportamiento del modelo ideal de flujo piston. Esto no sucede con
los reactores de tanque agitado cuyo comportamiento ideal de mezcla perfecta impone
defectos de flujo méas complejos. Teniendo en cuenta el tipo de biorreactor empleado en
este trabajo es de esperar un comportamiento que responda un modelo combinado.

Cuando los modelos de un solo parametro no representan satisfactoriamente las
desviaciones del flujo ideal en piston o en mezcla completa, hemos de ensayar modelos
mas complicados. En estos modelos se supone que el reactor real esta constituido por una
serie de regiones (de flujo en pistén, de flujo disperso en piston, de flujo en mezcla
completa, de aguas muertas) interconectadas entre si de distintas formas (flujo en desvio.
flujo con recirculacion o flujo cruzado).

El término aguas muertas se refiere a la porcién de fluido contenida en el recipiente con un
movimiento relativo lento, y que a veces, como idealizacion, se supone que esta
completamente estancado.

En la Fig. 1.3 se representan los tipos sencillos de estos modelos, y puede observarse que
las curvas son diferentes y se distinguen unas de otras. Esta propiedad sugiere un método
para caracterizar flujos desconocidos, y de hecho se emplea para diagnosticar flujos

anomalos en los recipientes, como veremos mas adelante.
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Figura 1.3 Modelos de flujo combinado que caracterizan a los reactores tubulares y de
tanque agitado.

Un cultivo batch (discontinuo) constituye una estrategia en la cual los microorganismos se
inoculan en medio fresco al inicio del experimento y se dejan crecer por un tiempo
determinado, sin adicionar algin otro componente al cultivo. Este tipo de cultivo se
caracteriza por presentar cuatro etapas de crecimiento, mostradas en la figura 1.4 y
explicadas a continuacién, segun describe (Lourenco, 2006).

La tasa de crecimiento | representa el crecimiento por unidad de biomasa (expresada en
funcion de la densidad Optica en este experimento). Para determinarla, normalizar los
valores de absorbancia y representarlos en escala logaritmica frente al tiempo en horas. La

tasa de crecimiento viene dada por pendiente de la fase logaritmica de crecimiento.
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Figura 1.4 Curva de crecimiento de microorganismos (linea solida) y de consumo de

nutrientes (linea a rayas) de un cultivo batch. (1) Fase lag; (2) Fase de crecimiento

exponencial; (3) Fase estacionaria; (4) Fase de senescencia. Adaptado de (Mata et al. 2010).
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Para lograr una técnica apropiada, en la aplicacion de cultivos batch se debe tener en cuenta
la mezcla continua de la totalidad del medio de cultivo para asegurar una distribucion
homogénea de la poblacidn, asi como para facilitar la asimilacion del alimento disponible,
lograr una buena oxigenacion que permita mantener el cultivo a altas densidades y la
posibilidad de un aumento de la escala, que no provoque grandes cambios en el disefio de

los tanques ni en los principios de cultivo.

1.6 Sistemas intensivos de cultivo.

Los métodos de cultivo de macroalgas marinas son extensivos (mar abierto) e intensivos
(en tierra).

En funcion del aporte del agua de mar a la unidad de cultivo, se distinguen dos tipos
fundamentales de sistemas: el tipo abierto, que se caracteriza por la renovacién constante
del agua, y el tipo semi-cerrado, que precisa de un recambio peridédico de agua,
aprovechando dichos cambios para el enriquecimiento del medio. (Robledo Ramirez,
1993). En mar abierto el cultivo de macroalgas tiene una estacionalidad y un tiempo de
cosecha similar al de un cultivo terrestre. En general son especies de crecimiento muy
rapido con un tiempo de cosecha de 4 a 5 meses.

La produccion de los sistemas intensivos depende en gran medida de la cantidad de energia
invertida. Las mayores producciones en sistemas intensivos, se han obtenido en tanques con
agitacion vigorosa y altas tasas de renovacion de agua de mar enriquecida (Lapointe &
Ryther, 1978) citado por (Robledo Ramirez, 1993). No obstante, parte de la eficiencia de
los sistemas intensivos bajo condiciones ambientales se basa en los aspectos técnicos de
disefio y operacion (Bidwellet al. 1985) citado por (Robledo Ramirez, 1993), ademas de la
eleccion de especies que por sus caracteristicas bioldgicas se adapten mejor a los sistemas y
gue por su importancia econémica hagan rentable su produccion.

Entre los sistemas de cultivo en tierra, el cultivo por aspersién de macroalgas es el mas
peculiar. El cultivo intensivo en este sistema, ha sido experimentado en la mayoria de los
casos con especies de algas pardas, principalmente Ascophyllumnodosum, con la que se
han descrito altas producciones.

En general, son pocos los grupos de investigacion que han desarrollado trabajos con el

sistema por aspersion, y siempre en latitudes altas, donde la temperatura e irradiacion
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condicionan el crecimiento. No obstante, la ausencia de estudios utilizando este sistema en

latitudes subtropicales, y empleando especies subtropicales de interées comercial no han

permitido comprobar la potencialidad real del cultivo por aspersion.

Las ventajas del cultivo por aspersion son varias, ya que:

e No existe riesgo de limitacion por carbono inorgéanico, pues la proporcion
area/superficie del agua incrementa la difusion de dioxido de carbono del aire.

e Se aprovecha mejor la irradiacion solar, al recibir la luz de forma directa y reflejada
facilitando su acceso con un disefio apropiado del sistema.

e EIl goteo rompe la capa limitante de difusion, favoreciendo el intercambio de gases y
nutrientes.

e Es posible utilizar periodos de desecacion, simulando mareas, que evitan la
proliferacion de epifitos.

En el sistema por aspersion, la reduccion de la capa limitante de difusidn entre el alga y el

medio favorece el intercambio de gases y nutrientes, aunque es de esperar que la

asimilacién de otros elementos del agua de mar, como metales pesados, también se vea

favorecida.

El cultivo en tanque es el sistema mas comlnmente utilizado para la produccion de

macroalgas en tierra. Con el cultivo en tanque de Chondruscrispus, se ha demostrado que

uno de los factores técnicos mas importantes para el crecimiento algal, es la superficie del

tanque y no su volumen, debido principalmente a la absorcién de la luz por la columna de

agua. Ademas los sistemas de cultivo en tanque requieren mayor gasto de energia para

producir la agitacion y facilitar el intercambio de gases, la distribucion de nutrientes y el

movimiento de las algas dentro del tanque. Con la agitacion se pretende conseguir un efecto

hidrodinamico que:

e Evite fendmenos de auto sombreado, aumentando el tiempo de exposicion a la luz,
produciendo periodos de luz/oscuridad.

e Elimine la capa limitante de difusion, para favorecer el intercambio de gases y
nutrientes.

e Homogenice el medio, eliminando gradientes de pH, temperatura y concentraciéon de

nutrientes.
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e Genere autoraspado, dificultando la fijacion de epifitos tanto sobre el talo del alga como
sobre las paredes del tanque.

La adaptabilidad morfoldgica, es un factor que influye de manera directa en el sistema de
cultivo a utilizar y en la densidad de carga de cada sistema, condicionando tanto la tasa de
crecimiento como la produccion. Una morfologia adecuada permite aumentar las
densidades de carga sin disminuir significativamente la tasa de crecimiento, lo que permite
una mayor produccion por unidad de superficie si se mantienen niveles de radiacion y
nutrientes adecuados.

El crecimiento que se produce en los sistemas de cultivo en tanque, como respuesta a la
hidrodinamicidad y a la irradiacién, provocan en algunos casos una pérdida de orientacion
del talo con respecto a la luz y al sustrato, generando ramificaciones en diversos sentidos
hasta formar morfologias esféricas. Este patron de crecimiento se ve ampliamente
favorecido si la planta se mantiene en suspension siguiendo un movimiento rotacional
dentro del tanque.

Los procesos de seleccion convencional aplicados a especies cultivadas en tanque, han
permitido identificar individuos de alto crecimiento, con caracteristicas fisioldgicas y
morfolégicas particulares, y que puedan soportar gran variedad de condiciones de cultivo,
estrés y patdgenos. El clon T4 de Chondruscrispus y el clon M-11 de Gigartinaexasperata
son los casos mas conocidos de seleccion vegetativa de clones altamente eficaces para
cultivo en tangue.

En los sistemas de cultivo intensivos, la eleccion de la especie a cultivar es sin duda el
aspecto bioldgico mas importante, ya que sus caracteristicas morfolégicas y fisioldgicas, asi
como su capacidad de adaptacion a las condiciones de cultivo, determinaran los demas

factores de crecimiento y produccion. (Robledo Ramirez, 1993).

1.7 Tecnologia y equipamiento

Un sistema alternativo para el crecimiento de algas es mediante invernaderos, también en
estanque. Aunque se reduce el area de cultivo se solucionan muchos problemas que poseen
los sistemas abiertos: menor probabilidad de contaminacion por especies no deseadas,

pueden cultivarse un mayor numero de especies, el periodo de cultivo es mayor ya que hay

21



Capz’tu[o 1: Marco Tedrico de la Investigacion.

control de la temperatura y puede incrementarse la cantidad de C0, en el ambiente, con lo
que también aumentaria la tasa de crecimiento de las algas.

Este presenta una serie de caracteristicas diferenciales respecto a los otros sistemas
bandejas de malla pléastica donde se colocan las algas. El sistema puede tener varias de estas
bandejas a distintos niveles dependiendo de la altura de la estructura. EI suministro de agua
a las algas se realiza mediante un flujo, que en forma de ducha, riega el nivel superior y
andlogamente a una cascada sigue regando el resto de los niveles de la estructura.

En el cultivo por aspersion la estructura de soporte puede albergar varias bandejas cuya
anchura, distancia entre ellas y didmetro de la malla, influyen directamente sobre la
cantidad de luz que llega a las plantas. Otro de los factores criticos de disefio es la forma de
duchar las bandejas, pues de ello depende la homogeneidad del riego de las algas y el
mantenimiento de una humedad 6ptima y la operatividad del sistema

El cultivo en tanque es el sistema mas comdnmente utilizado para la produccion de
macroalgas en tierra. Se suelen utilizar contenedores de diversos materiales y formas siendo
los méas comunes los tanques rectangulares o de fondo céncavo. Las principales variables
que afectan la produccién en este tipo de sistemas son, ademas de las variables fisico-
quimicas (radiacion solar, temperatura ambiente, nutrientes incluido el diéxido de carbono),
las caracteristicas técnicas como la forma del tanque y el movimiento del agua.
Comunmente, la agitacion se logra utilizando aireadores, que mediante tuberias localizadas
en el fondo del tanque, generan una circulacion adecuada del agua y permiten la exposicion

periddica de las plantas a la luz en la superficie.(Robledo Ramirez, 1993).

El sistema que mas se emplean son tanques tipo pista. Es el sistema de cultivo més utilizado
por su bajo coste de operacion y alta eficacia de produccion de superficie de cultivo dtil,
agitacion por paletas e incorporacion de CO, en aire por difusion. Los estanques se llenan
con agua (10 cm de profundidad) en la que diluyen los nutrientes y seguidamente se conecta
el sistema de difusion de aire. EI pardmetro mas importante para la configuracion del tanque
es la relacion altura/ancho que, debera ser mas pequefia que 1. Para una circulacion éptima
se usaran soplantes axiales, mientras que la profundidad del agua no excedera de 1 m.

Tanques mas profundos obligaran al uso de compresores de aire mas costosos, por lo cual, el
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aumento de la anchura del tanque para mantener la relacion altura/ancho mas pequefia que 1,
disminuye la eficiencia de la circulacion del agua obtenida con una sola fila.

Los estanques (o pistas) en un tamafio total de 1 ha se disefian para dar una idea de
equipamiento que se necesita y de los costos para la inversién y costos de operacion, se
disefian 4 estaques, cada uno de 2500 m2 con una longitud de 100 m y un ancho de 25 m.
Los estanques se hacen de concreto con una altura de 0,6 m y la profundidad de agua es 0,3
m. El fondo es plano. Los estanques se disponen dos a dos con una distancia de 15 m para
hacer simple el sistema de tuberias y el transporte de las macroalgas.

El sistema de tuberias para agua salada se dispone en el medio entre los 4 estanques. La
distancia hasta la toma de agua es de hasta 400 m y la altura maxima sobre el nivel del mar
esde5m.

La rentabilidad del cultivo de las macroalgas en estanque de pista depende de una
maximizacion de la produccién de biomasa con un minimo consumo de energia y mano de
obra. Asi, es crucial el control automatico de un nimero de parametros, tales como el flujo
de agua, la adicion de nutrientes y CO, (Kadar & Thomsen ,2010).

Diferentes disefios de sistemas para el cultivo libre de macroalgas que abarcan un amplio
rango de superficies-aéreas y volimenes, y que van desde tanques de 0,2 m (90 L) hasta
“raceways” de 60 m (12.000 L), han sido utilizados para evaluar datos de produccion y
capacidades de biofiltracién de un amplio nimero de especies. Estas han sido ensayadas
durante periodos de tiempo que en algunos casos superan los 15 afios de cultivo continuado,
como son los casos del alga rodofita Hydropuntia cornea (anteriormente Gracilaria cornea)
y la clorofita Ulva rigida. (Gomez, 2012)

La empresa holandesa Algaelink, ubicada en Roosendaal, ha desarrollado una tecnologia
que acelera el crecimiento de las algas, informando que llegan a duplicar su masa cada 24
hs. La empresa ha desarrollado un fotobiorreactor que optimiza el proceso fotosintético
natural. Las algas necesitan agua y CO, para crecer y minimos aportes de otros elementos
minerales. La temperatura Optima estd entre los 15°C y los 25°C. Para producir un
kilogramo de algas es necesario aplicar de 2 a 3 kilogramos de CO,.

El fotobiorreactor de Algaelink esta conformado por tubos transparentes de la longitud que
interese proyectar, con las algas en su interior en un medio de agua y CO,, a la temperatura

Optima e iluminados. Las algas finalmente son cosechadas mediante un filtro de disefio
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patentado ubicado en el extremo del fotobiorreactor. Todo el sistema es monitoreado por
computacion  mediante un  software disefiado  especialmente,  controlandose
automaticamente la densidad del alga, los nutrientes, CO2, luz y temperatura (Algaelink,
2009)

1.7.1 Estacion para estudios experimentales.

Estudios de (Barsanti & Gualtieri 2006), reportan el CO, en la nutricion de las macroalgas,

y de las algas en general que viven en el agua o en ambientes muy himedos (alguna

excepcion colonizo la tierra). Con respecto a sus modos de nutricion, no todas las algas son

exclusivamente autétrofas, hay algas que ademas de realizar fotosintesis pueden

alimentarse de forma heterétrofa (son mixétrofas).

Segln estos autores los cultivos de algas pueden ser autotréficos, heterotroficos o
mixotroficos. En el caso de heterotroficos la fuente de carbono es adicionada al medio, los
cuales pueden ser efluentes industriales o domésticos.

Actualmente se utilizan dos tipos de mecanismos productores de CO,: el método casero por
fermentacion de levadura y el método del equipo de inyeccion de CO..

De estos el método maés utilizado es el de inyeccién de CO,, que posee ventajas como: es
facil de controlar los niveles de CO,, con un controlador electronico aseguramos un grado
exacto en todo momento de pH. No importa si hay muchas o pocas plantas, si es de dia o de
noche porque el equipo se encarga de liberar sélo el gas exacto que las plantas consumen y
se tienen que utilizar productos quimicos (&cidos y bases) para regular el pH con el peligro
de alterar el equilibrio ecolégico del medio, aunque como inconveniente presenta que el
equipo es caro.

En cuanto a la regulacién del suministro de CO2, su nivel es el que las plantas necesitan. Se
puede afiadir mas de lo necesario pero, si no hay suficiente, apareceran problemas de
debilidad de crecimiento de la plantacién y de proliferacién de algas. La cantidad que las
plantas necesitan esta relacionada con la cantidad de luz, puesto que la luz es lo que marca el
ritmo de crecimiento.

Se necesita un nivel muy alto, en el entorno de 30-60ppm, con luz intensa, de 20-30ppm

para luz mediana y 10-20ppm con poca luz. Es decir que se puede afiadir CO2 de botellon
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hasta niveles de 30ppm tanto en un acuario de luz intensa de 1lvatio por litro como la misma
cantidad en un acuario de s6lo 0,3 vatios por litro. En el segundo caso estamos afiadiendo
més de lo necesario pero esto no es ningln inconveniente y en el primer caso se le agrega
justo lo que se necesita para soportar el crecimiento intenso.

Una disolucion mayor de 50ppm no produce mayor crecimiento, ni siquiera con luz muy
intensa, por lo que es innecesario superar este limite. En cambio siempre se puede agregar
30ppm, incluso en tanques poco iluminados que no lo utilizan por completo, asi se asegura

que el CO; no sea un problema.

1.8 Incorporacion y medicion de CO, en un sistema de cultivo.

La decision de incorporar un equipo de botellébn de CO, no es algo sencillo, se tiene que
afrontar un costo bastante elevado, y la complicacién de sus mdltiples elementos de que
tiene que estar compuesto. En la Figura 1.5 se muestra el esquema del sistema de
incorporacion de CO2. Los componentes del equipo de inyeccion de CO, son: botellon(1),
regulador de presion(2), electrovalvula (solenoide)(3), computador de pH(4), contador de

burbujas(5), sonda de pH(6), difusor o reactor(7).

- WY
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Figura 1.5 Sistema de incorporacion de CO..

Por exceso de CO, la primera sefial se da cuando los caracoles tienden a salir del agua o
mueren. Otros invertebrados como las gambitas también son muy sensibles y se ponen
nerviosas, nadan muy agitadas o mueren. Si esto ocurre hay que disminuir de inmediato el
aporte de CO,. La observacion del comportamiento de caracoles es un buen indicativo, si

vemos que se acumulan en la zona superficial y fuera del agua es sefial de que tenemos un
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exceso y debemos bajar el nivel de inyeccion. Con este método de observar los caracoles o
también el nerviosismo de las gambitas, podemos ahorrar el medir niveles de CO..

Por defecto de CO, el sintoma es la aparicion de algas, pero este signo puede ser debido a
otros factores como la falta de nutrientes. Cuando hay poco CO, se debe aumentar la
inyeccidn de ese gas o bien reducir la intensidad de luz, de este modo se controlan las algas.
Otro indicativo de falta de CO, es cuando las plantas no llegan a burbujear ni siquiera a
ultimas horas de la tarde.

El carbono orgénico no es toxico y puede combinarse sin ningun inconveniente con el CO,
de botellon. Si le afiadimos CO, de bombona no es perjudicial sino que se complementa
perfectamente y da la posibilidad de un crecimiento intenso como el que se requiere.

La utilizacion conjunta de gas CO, y de sustrato a base de mantillo vegetal, es la
combinacién que da un mejor resultado en el crecimiento fuerte, completo y en el colorido
de las plantas.

La desventaja del uso del carbono organico procedente del sustrato es que su presencia
disminuye muchos pasados unos 12 meses. Entonces debe basar principalmente en el uso
del CO..

El diéxido liquido que se vende comercialmente es también una forma de carbono organico,
similar en comportamiento al carbono liberado por la materia organica. Con este método se
suministra el carbono necesario para sustentar el crecimiento de plantas siempre y cuando el
tanque tenga un ritmo lento. Con este método de CO; liquido se ahorra todo el montaje de
botellon 'y accesorios caros y complicados, donde se consigue una excelente plantacion,
siempre y cuando se mantenga con una iluminacion media-baja. Siempre ha de tenerse en
cuenta que el carbono liquido no puede satisfacer las necesidades de crecimiento de las
plantas con una iluminacién superior a los 0,3W/L. Con luz més intensa no se puede proveer
el carbono necesario utilizando Unicamente esta fuente de carbono (Barsanti & Gualtieri,
2006).
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Conclusiones parciales.
1. Se selecciona la macroalga Ulva lactuca como la especie de estudio en este trabajo, por

su disponibilidad y caracteristicas ya que se desarrolla en abundancia en la costa sur de
nuestro pais y tiene un alto contenido en vitaminas, siendo la biomasa final una fuente
potencial de alimento animal.

2. El CO; es uno de las fuentes fundamentales de carbono para el crecimiento intensivo de
algas, siempre que no exista escases de los demas nutrientes requeridos y una posible fuente
de la reduccién de la contaminacion ambiental por emisiones industriales de CO..

3. El cultivo en estanque y canales tiene varias ventajas sobre los sistemas de cultivo en el
mar, ya que la productividad por unidad de area es mayor, a la vez que los procesos de
produccidn pueden ser controlados y mecanizados, disminuyendo su costo.

4. Existen referencias de este tipo de estudio, llevados a cabo en diferentes medios de
biorreaccion como estanques y canales que pueden comportarse como biorreactores tipo
tanque, por lo que se argumenta en este capitulo los modelos de flujo no ideales de mezcla
perfecta para los reactores tipo tanque agitado.

5. Es factible la continuidad de las investigaciones en el cultivo intensivo del alga Ulva
lactuca, atendiendo a los estudios reportados en la literatura sobre la utilidad de la biomasa
generada como portador energético y fuente de productos de alto valor agregado.
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Capitulo I1. Evaluacion del sistema experimental para el cultivo
intensivo de la macroalga marina Ulva Lactuca.

2.1 Sistema experimental para el cultivo intensivo de la macroalga Ulva lactuca.

Mediante el desarrollo de una estacion de cultivo intensivo de macroalgas marinas a nivel
de laboratorio, se pueden desarrollar investigaciones fundamentales que permitan obtener
informacidn sobre las condiciones de cultivo, influencia de los nutrientes y parametros de
disefio. Para la continuidad del desarrollo de una tecnologia de cultivo intensivo de esta
especie, con el proposito de disminuir las concentraciones de CO, en el aire y producir
cantidades apreciables de biomasa algal como fuente de productos quimicos, bioquimicos y
alimenticios. Por las razones anteriormente expuestas, se han continuado los estudios e
investigaciones a nivel de laboratorio en el Centro de Estudios Ambientales de Cienfuegos

(CEAC), utilizando algas marinas de la especie Ulva Lactuca, abundantes en el litoral Sur.

2.2 Descripcion del proceso.

El cultivo de macroalga a escala de laboratorio, se realiza en un tanque rectangular tipo
pecera, simulando un biorreactor Continuo con Agitacion (RCCA), el cual se mantiene con
un flujo de alimentacion de agua de mar constante, asegurando una operacion continua
estacionaria, con un tiempo de renovacién de 12 horas y un flujo de aire y CO, mezclados,
con una concentracién de CO, de 760 ppm, que a su vez constituyen el medio de agitacion.
El agua procedente da la bahia se la afiade un medio de cultivo (nutrientes) para garantizar
una calidad adecuada y lograr un mayor rendimiento de la salgas en un menor periodo de
tiempo.

Para realizar el estudio se selecciona la especie de alga Ulva lactuca, mas conocida como
Lechuga de Mar, la cual se extrae de su habitad natural, (Bahia de Cienfuegos). El principal
objetivo de la investigacion es evaluar una estacion experimental para la determinacion del
consumo de nutrientes, el rendimiento de biomasa, la produccion de oxigeno disuelto (OD)
y mantener el control del flujo de gases y agua. Se evita con rigor que la biomasa algal no

se escape en el flujo de descarga del biorreactor.
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Tabla 2.1 Concentraciones de los compuestos por litro de agua de mar para el Medio de
Cultivo de Macroalgas Marinas (Von Stosch, 1963).

NaNO; 42,50 mg
PO,HNa, 10,75 mg
(NH4) , Fe (SQOy) », 6 H,O 278, 00 pg.
ClbMn, 4H,0 19, 80 ug.
EDTA - NO,, 2 H, 3,72 mg
Tiamina HCL (B1) 0,2 mg
Biotina (H) 1,00 pg.
Cianocobalamina (B12) 1,00 pg.

Nota: Se pueden sustituir las vitaminas por sustrato de suelo.

Para la preparacion del sustrato de suelo la muestra no debe contener aplicaciones de
fungicidas, ni insecticidas, debe haber la menor cantidad posible de arcilla. Se mezcla un
volumen de tierra en dos de agua destilada y se coloca en una autoclave de 40 a 60 min o en
bafio de Maria donde debe hervir por mas de 60 min agitando constantemente. Dejar el

caldo reposar durante la noche y luego filtrar. Se le afade 1 ml de sustrato por litro de agua.

2.3 Preparacion de la muestra para el cultivo.

En la preparacion de la Ulva Lactuca para el cultivo, se tom6 una muestra de su ambiente
natural. Luego de ser seleccionadas se les retiran todos los organismos que no son de
interés para el estudio, asi como otras espacies de algas y sélidos que se encuentren ajenos
a su especie, cuando esta esté parcialmente limpia es sometida a un lavado con agua de mar

quedando lista para su cultivo.

2.4 Disefio y montaje para del sistema experimental a escala de Laboratorio.

El biorreactor continuo de tipo rectangular con agitaciéon (RCCA) tiene un volumen de 6
litros, el cual opera con un flujo de agua de mar constante, el flujo de alimentacién de agua
es renovada en un tiempo de 12 h similar al ciclo natural de llenado de la bahia. Se utiliza
un minicompresor que inyecta aire con un flujo contante traves de un distribuidor de gases,
conectada a la linea de aire se encuentra una linea de CO,,suministrado por un bal6n de

CO,, para efectuar la mezcla de ambos gases, constituyendo asi el medio de agitacion, la
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presion del CO, es controlado por un regulador de gases. El flujo de aire y CO; es
controlado mediante valvulas y flujometros.

Se utilizan dos tanque (A y B) conectados entre si, lo cual permite asegurar un flujo
estacionario en la operacion por gravedad, el tanque B se cierra herméticamente para que la
presion hidrostatica sea constante y por lo tanto el volumen se mantiene de igual manera
logrando una succion mediante el vacio, alimentando el biorreactor a través de una tuberia
de goma. La descarga de agua del biorreactor se realeza del fondo para evitar los defectos
de flujo de desvio, para esta operacién también se utilizan tuberias de goma.

Todo el sistema funciona por gravedad por lo que se necesitan valvulas para controlar los

flujos de entrada y salida del biorreactor. El sistema experimental se muestra en la Fig. 2.1.

Medio de cultivo

Tanque Tanque
A B

Biorreactor

\ 4

Balon N G | Descarga del

de CO2 biorreactor

Distribuidor de

Aire - -- aire
Compreso

v
Fig. 2.1 Diagrama de flujo del sistema experimental del cultivo intensivo de macroalga a
escala de laboratorio.

Datos del biorreactor a escala de laboratorio.

Altura: 20cm

Largo: 40cm
Ancho: 19,8cm
Nivel del liquido: 7,58cm

Volumen utilizado: 6 |
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Flujo de aire: 1 I/min

Flujo de CO,: 0,0005 I/min
Area superficial: 792 cm?
Area lateral: 906,57

Area de iluminacion total disponible: 1698,57 cm?

2.5 Determinacion del flujo de agua de entrada y salida del biorreactor.

Para la renovacion de 6 litros del agua en el biorreactor en un periodo de tiempo de 12
horas, es necesario mantener un flujo de 0,5 I/h = 8,33 ml/min, utilizando el método de
tanteo y error se logra calcular el flujo, mediante una probeta y un medidor de tiempo.
Segun la expresion:
=

o
Donde:

T: Tiempo espacial V: volumen qo: flujo

2.6 Determinacion del flujo de Aire y CO,

Se suministra un flujo de aire + C0O, que alcance unos 760 ppm (mg de C0,/Kg de Mezcla
de Aire + CO0,).

Para alcanzar aproximadamente la proporcion necesaria:
F (Flujo de CO0,) ------ 0.0005 litros /min = 0.03 litros/hora
Cte. Volumétrica de los gases= (22.4 litros/mol de gas)
(Peso molecularC0,) g/mol= 44 g/mol

Fcoz2= (0.0005 I/min* 1/22.4 |/mol * 44 g/mol)
Fco2=0.000982 g/min

Faire=(1 I/min * 1/22.4 1/mol * 29 g/mol)

Faire= 1,294 g/min

Mezcla (Aire + C0) = 1,2956 g/min
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Base 1 min de operacion:

% C02 = (0.000982 /1,2956)= 0.076 %

0.076 gC0, /100g de Mezcla= 0,076 * 10* ppm= 760 g CO,

Si hay 0.076 g en 100g de mezcla.

Como 1ppm (1g de C02/10°g de Mezcla)

ppm CO0,= 0,076 *1000000/100 = 760 ppm

Mezclar 1 I/min (60 I/h) de Aire con 0.0005 I/min (0,03 I/h) de CO, para asegurar un
composicion en la mezcla de 760 ppm de CO,.

Para mezclarlo es necesario usar un dispositivo de union en Y y lograr una presion de CO,
ligeramente superior a la de Aire para ayudar a la corriente Aire a arrastrar el C0, que

puede entrar en su seno.

2.7 Determinacion del peso inicial y final

Se coloca la muestra de algas en un papel de filtro o papel absorbente durante 15 minutos
aproximadamente y secandola frecuentemente con otro por encima, retirando la mayor
cantidad de agua presente en la misma. Posteriormente se pesa en la balanza analitica
obteniendo un peso himedo inicial (P;). En un periodo de tiempo de 4 dias, se retira del
biorreactor la muestra de Ulva Lactuca realizandole un segundo pesaje final (Pf). Lo que
permite determinar el rendimiento humedo de la biomasa (R;) en el biorreactor en un

periodo de tiempo de 4dias:

P, —P
R, =
Pi
R, - 128-432
432
R, =0,685+100
R, =685%

2.8 Determinacion de biomasa seca de la Ulva lactuca.

e Partiendo del peso inicial y final de la biomasa
Peso himedo inicial: 43,2 g.
Peso himedo final: 72,8 g.
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Biomasa himeda generada en 4 dias 29,6¢g, obteniendo una velocidad de crecimiento igual a
7, 44 g/dia de masa algal humeda.

e Setoma la biomasa himeda final se coloca al sol durante 4 horas con el objetivo de
eliminar la mayor cantidad de humedad posible. Luego se pone en la estufa Ecocell a
menos de 60°C hasta mantener un peso constante, obteniéndose finalmente la
biomasa seca.

Peso seco: 7,9 g obteniendo un 89,15% de agua contenida en la muestra, representando un

10,85% de hiomasa seca.

Total de biomasa saca generada:

_ g ivalentea 08-2
29 6)*01085 = 3.21 ,equivalentea 0,8
(29.6) Adias dias

2.9 Determinacion de la cinética de reaccién considerando una reaccion de primer orden
sobre la base de biomasa generada.

La conversion de la biomasa ( X, ) se determina mediante la expresion

_ CR,-CR,
nf = CRO
X, - (4324728 g
432

Para un volumen total (V) de agua de mar de 6 litros y un flujo de 0,5 I/h se obtiene un
tiempo espacial (7)) de 12 h.

El biorreactor opera como RMP en cuanto al flujo de agua de mar que circula en el mismo,
sin embargo la biomasa alga (Fase solida) no fluye del sistema y por tanto puede
considerarse como un crecimiento que ocurre en condiciones discontinuas durante toda la
etapa de operacion del Biorreactor (4 dias).

Atendiendo a esta consideracion es posible proponer el célculo de la cinética aparente del
proceso de crecimiento algal sobre la base de la ecuacion de disefio del Reactor de
Discontinuo y la del consumo de nutrientes sobre la base de un reactor de mezcla perfecta
RMP.
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Célculo de la constante de cinética de reaccion aparente derivada de la ecuacion de disefio
del Reactor Discontinuo (kB) como una valoracién preliminar dada la limitacion de los
estudios experimentales para efectuar un estudio preciso de la cinética de crecimiento algal.
Por tanto:

CB/CBy = ¢*®!

kB =-In(1 - XB)/ t

Donde:

XB = biomasa generada durante cuatro dias de operacion del biorreactor

t = tiempo total de crecimiento de macroalgas durante 4 dias en el biorreactor (96h)

kB= - In (1-0,69)/96 = 0.0122 h™

kB=0.0122 h'

Célculo de la constante cinética aparente del la reaccién de consumo de Ortofosfato como
criterio de consumo de nutrientes en el proceso de cultivo intensivo de macroalgas en el
RMP

Ko = (Xof -Xai)/ (1 —Xof) * 1

Donde:

Ko= Constante cinética aparente del consumo de Ortofosfato

Xo= Conversion de Ortofosfato

T = Tiempo espacial del fluido en el reactor (12 h)

ko=0,789 / (1 -0,789)12

ko=0,3112 h*

La evaluacion del comportamiento del sistema de biorreaccién, se realiz6 ademas,
mediante los ensayos quimico - fisicos, en los cuales se ha determinado la concentracion de
nitratos, nitritos, fosfato inorgéanico disuelto y del Oxigeno disuelto, en el tanque de

alimentacion y en la corriente de salida del biorreactor.

Se determino el fosfato inorganico disuelto (P-PO,%) por Espectrofotometria por formacion
del complejo fosfomolibdato, en Espectrofotometro GENESYS 10S UV-VIS; Nitritos (N-
NO,) por Espectrofotometria por formacién del complejo diazo de color rojo; Nitratos (N-
NO;? por Espectrofotometria por reduccion con hidracina y posterior formacion del
complejo diazo de color rojo, todos en un Espectrofotometro GENESYS 10S UV-VIS. Se

determind el oxigeno disuelto por el método Winkler (por volumetria).
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Tabla 2.2 Resultados experimentales del sistema de biorreaccion.

Parametros Muestras Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4
Conc. en la entrada del P-PO,* 0,292 1,4 1,45 3,63
biorreactor (mg/l).

Conc. en la salida del 0,0614 0,169 0,527 0,98
biorreactor (mg/l).

Conversion 0,789 0,879 0,636 0,7305
k (h™) 0,312 0,607 0,145 0,225
Conc. en la entrada del N-NO5 3,22 4,22 13,4 9,1
biorreactor (mg/l).

Conc. en la salida del 0,0075 0,00414 | 0,109 3,31
biorreactor (mg/l).

Conversion 0,997 0,999 0,991 0,636
k (h™) 35,69 84,860 10,161 0,145
Conc. en la entrada del N-NO, 0,00116 | 0,00402 | 0,0077 0,0086
biorreactor (mg/l).

Conc. en la salida del 0,00086 | 0,00064 | 0,00258 | 0,00594
biorreactor (mg/l).

Conversion 0,258 0,840 0,664 0,309
k (h™h 0,0297 0,440 0,165 0,037
Conc. en la entrada del oD 6,8 6,9 7,2 7,2
biorreactor (mg/l).

Conc. en la salida del 7,8 7,5 8,3 8,3
biorreactor (mg/l).

Conc. en la entrada del pH 8,05 8,21 8,23 8,09
biorreactor.

Conc. en la salida del 7,69 7,27 6,67 7,5
biorreactor.

Temp. en la entrada del Temperatura | 25,5 26,6 22,7 25,2
biorreactor (°C).

Temp. en la entrada del 24,6 22,9 26,2 26
biorreactor (°C).

Conc. en la entrada del Salinidad 36 35,8 36,5 37,8
biorreactor (ppt).

Conc. en la salida del 36,9 37,4 37,3 38
biorreactor (ppt).

Las siguientes figuras muestran el comportamiento de los pardmetros analizados en el

sistema de biorreaccion.
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Conc. de Nitratos vs.Tiempo

_ 15

E’ 10 M Entrada del
§ Biorreactor
55 m Salida del

Z 0 _J . Biorreactor

Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4

Tiempo

Figura 2.2: Concentraciones de Nitratos, en la entrada y salida del biorreactor.

Conc. de Ortofosfato vs. Tiempo

B Entrada de
Biorreactor

B Salida del
Biorreactor

O P N W b~

Ortofosfato m/l

Dia1l Dia2 Dia3 Dia 4

Tiempo

Figura 2.3: Concentraciones de Ortofosfato, en la entrada y salida del biorreactor.

Conc. de Nitritos vs. Tiempo

0,01
E’ 0008 W Entrada del
4 0,006 Biorreactor
‘T 0,004
Z 0,002 m Salida del
0 - Biorreactor

Dial Dia2 Dia3 Dia 4

Tiempo

Figura 2.4: Concentraciones de Nitrito, en la entrada y salida del biorreactor.
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Conc. De Oxigeno Disuelto vs. Tiempo
10
_ 8
g6 -
Q 4 | Entrada del
o Biorreactor
2 .
0 - | Salida del
Dial Dia 2 Dia 3 Dia4 Biorreactor
Tiempo

Figura 2.5: Concentraciones de Oxigeno Disuelto, en la entrada y salida del biorreactor.

pH vs.Tiempo
10

8 B Entrada del

6 Biorreactor
-
e, _

| Salida del
2 Biorreactor
0

Dia1l Dia2 Dia3 Dia4
Tiempo

Figura 2.6: Valores de pH en la entrada y salida del biorreactor

2.10 Balance de masa deP-PO,*, N-NO3', N-NOyen el agua de mar.

Acumulacion = Entrada - Salida + Generacién - Consumo
Acumulacion es (0) no hay acumulacién.

La generacion es (0), porque no existe generacion de N,
Tomando como base de célculo 1 h, se tiene:

Consumo = Entrada — Salida

Consumo = I:entrada*CA entrada *Fsalida*CA salida
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Tabla 2.3 Resultados de los balances de masas.

Muestras Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia4
P-PO> 0,1153 0,6155 0,4615 1,325
N-NO5 1,60625 2,10793 6,6455 2,895
N-NO, 0,00015 0,00169 0,00256 0,00133

Resumen comparativo de las conversiones experimentales de Ortofosfato, Nitrato y Nitrito.

Xn(...) vs. Tiempo

15
1 e X1 de
g N Ortofosfato
05 / N~ Xn de Nitrato
O - -
Dial Dia2 Dija3 Dia4  —Xnde Nitrito

Tiempo

Fig. 2.7 Xn de Ortofosfato, Xn de Nitrato, Xn Nitrito vs. Tiempo.

2.11 Comparacion de la eficiencia del desarrollo del cultivo intensivo de las algas.

En estudios realizados por (Fernandez Avilés., 2012), para las mismas condiciones de
operacion como flujo de alimentacién de agua de mar y geometria del biorreactor, pero
condiciones de disefio diferentes como geometria del areador, un flujo de aire mayor y un
flujo de CO,, se obtuvieron similares resultados. En la Tabla 2.4 se muestra un resumen de

los resultados obtenidas en cada caso.

Tabla 2.4 Resumen comparativo de los resultados obtenidos cada estudio.

Condiciones Pi (g) Pf (g) BHG(g) | MS (%) | MSG Xnf K
operacionales (g/dia) (h™).
Primer Estudio | 48,31 76,33 28,02 10,85 0,6 0,58 0,0072
Segundo 43,2 72,8 29,6 10,85 0,8 0,69 0,0122
Estudio

Pi- Peso Himedo inicial de la biomasa.

Pf- Peso Humedo final de la biomasa.
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BHG- Biomasa hiumeda generada.
MS- % de materia seca.

MSG- Masa seca generada.

Xnf- Conversion de biomasa

K- Constante cinética de la biomasa.

90
80
70
60
50
40
30
20
10

B Pi(9)
uPf(g)

@ BHG(g)
B MS(%)

*Estudio de referencia  Estudio experimental
sin CO2 con CO2

Figura 2.8.1 Resuman comparativo de los resultados experimentales.

0,9
0,8
0,7
0,6
0,5
04
0,3
0,2
0,1

m MSG (g/dia)
m Xnf
mk (h-1).

*Estudio de referencia sin  Estudio experimental con
Co2 Co2

Figura 2.8.2 Resuman comparativo de los resultados experimentales.

*Estudio de referencia es el estudio realizado por (Fernandez Avilés., 2012).
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Analisis de los resultados

Los resultados obtenidos en este trabajo como se observa en la figura 2.8.1 y 2.8.2, son
superiores, en comparacion con los resultados reportados por (Ferndndez Avilés., 2012) en
estudios anteriores. En cuanto a los resultados experimentales del sistema de biorreaccion,
la conversion es un 10% superior, por lo que hubo un mayor rendimiento de biomasa tanto
hiumeda como seca. La constante cinética obtenida esta en correspondencia con una
eficiencia mayor del proceso, lo que corrobora la ventaja del suministro de CO, en el
cultivo intensivo de macroalgas y como consecuencia el beneficio ambiental de utilizar el
CO; industrial en este proceso de produccién de biomasa algal.

La Figura 2.2 muestra comportamiento de iones Nitrato (N-NO3) el donde se observa una
disminucion apreciable de la concentracion de estos iones en la salida del biorreactor a
medida que va pasando el dia, viéndose una alta concentracion en la entrada del biorreactor
durante el tercer y cuarto dia manteniendo un eficiente consumo debido al crecimiento.

En la Fig.2.3 se aprecia un comportamiento similar a la figura anterior, donde el fosfato
(PO,*) mantiene una disminucién de sus iones, viéndose un consumo relativo durante toda
la corrida, aunque el quinto dia se observa una elevada concentracion en la salida debido a
que se retiraron las muestras antes que terminara el dia para su posterior proceso, viéndose
de esta misma manera el comportamiento del nitrito (N-NO;) que se muestra en la Fig.2.4.
En la Figura 2.5 existe un incremento neto de oxigeno disuelto en el biorreactor, producto
de la reaccion de fotosintesis que ocurre en este, demostrando que medida que pasan los
dias existe un incremento de la biomasa.

En la Figura 2.6 se observa el comportamiento del pH durante la semana, podemos
observar que se mantuvo un pH controlado entre 7 y 8, por las mafianas el mantenia valores
de 8 caracteristico del pH de agua de mar y por la tarde disminuia a valores de 7 debido al
uso del CO, aunque el tercer dia hubo una disminucion a 6.67 provocado por pequefio
descontrol de la valvula de CO..

La tabla 2.3 se refleja el resultado del balance de masa efectuado en el biorreactor de los
parametros analizados los cuales tienen un resultado positivo demostrando el consumo

eficiente de Nutrientes.
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Conclusiones parciales
1. Se obtienen mejores resultados en cuanto a % conversion y biomasa generada en el

cultivo realizado con CO; a 760ppm y el aireador circular, comparado con el cultivo
realizado sin suministro adicional de CO,, en el mismo biorreactor con areador
dispuesto longitudinalmente, segun lo reportado por (Fernandez Avilés., 2012)

2. Se demuestra la ventaja del dioxido de carbono como materia prima nutriente en el
cultivo intensivo de algas marinas y las perspectivas de ser empleado para el
tratamiento del CO2 residual industrial, como una via para mitigar la contaminacién
atmosférica y producir una biomasa algal como materia prima en otros usos.

3. Se observa un consumo apreciable en los nutrientes contenidos en el agua de mar que se
emplearon como control del proceso en el sistema de biorreaccion debido al
crecimiento de la biomasa algal. El contenido de estos nutriente aumenta diariamente al
inicio del dia debido a que siempre se aliment6 al comienzo la misma cantidad de
nutrientes en la alimentacion al remanente del proceso del dia anterior, lo cual indica la
necesidad de estudiar en detalles la posible recirculacion de agua de mar en proximas
experiencias, para ahorro en el proceso por este concepto.

4. Se corrobora ademas, el proceso de Fotosintesis con el comportamiento del 0,
controlado en el proceso de reaccion durante la experimentacion.

5. El efecto del pH no varia apreciablemente en el proceso de reaccién no obstante el

suministro de C0, efectuado en la experimentacion.
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Capitulo I11. Propuesta de un sistema experimental piloto para el
cultivo de macroalgas marinas con uso de Didxido de Carbono

Ccomo nutriente.
Para realizar la propuesta de la instalacion del sistema de biorreaccion a escala piloto se

hace necesario el estudio de los defectos de flujo del sistema de biorreaccion a escala de
laboratorio para lograr un escalado mas efectivo del sistema. El escalado se efecttia para un

volumen de 1m°. Bajo las condiciones similares de operacion a escala de laboratorio.

3.1 Determinacion de los defectos de flujo del biorreactor experimental. Propuesta del
modelo de reaccion.

Para realizar los estudios de defectos de flujo del biorreactor a escala de laboratorio se
efectlia bajo las mismas condiciones de los experimentos realizados en el capitulo anterior.
Se toma la misma cantidad de muestra que se utiliz6 en el experimento, se le retiran todos
los cuerpos extrafios que no son de interés, se regulan los flujos de entrada y salida de agua
de mar, el flujo de aire y CO,, cuando el sistema este operando en perfectas condiciones se
sustituye el flujo de agua de mar por el del trazador, en este caso se utilizé agua natural, si
el sistema estd funcionando lo méas cercano al modelo ideal el agua de mar de ser sustituida
en un periodo de 12 horas con un flujo de entrada y salida de 0,5I/h para un volumen de
agua de 6 litros. Luego se realiza la corrida donde se mide la salinidad cada 30 minutos
(Ver Anexo 1).

Utilizando las ecuaciones siguiente se determina:

e Area efectiva del biorreactor.

2
Area=In Z{(g*(yo +2*y, +2%y, ++++yn)ﬂ
v 0
Area=0,827nt

V: Volumen real del reactor.
h=At
y =1-F
¢ Volumen efectivo del biorreactor.

V, :AAre -V

a  Volumen

V., =4,966
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e Tiempo espacial del modelo ideal, (h).

VM _4.986_gq3n
V, 05

En la Figura 3.1 se muestra el comportamiento del sistema de biorreaccion evaluado a
escala de laboratorio, lo que indica que el biorreactor se comporta como un sistema de
mezcla perfecta.

Figura 3.1 Comportamiento del flujo del biorreactor.

1-FOvs. ©®

1
08

© 0,6
< 0,4
0,2

0

0,00,10,20,30,30,40,50,60,70,80,80,91,01,11,21,31,4

0

Analisis de los resultados:

Como se observa el modelo de flujo que caracteriza al biorreactor experimental presenta
defectos de flujos por aguas muertas (Area efectiva es 0,827m?, Vp,: 4.966 litros y el tiempo
espacial: 9,932 h) lo que representa 83,2% del volumen real del biorreactor de laboratorio,
esta condicion deberd tenerse en cuenta cuando se realice el escalado. Es decir el reactor a
escala piloto para realizar los estudios deberd considerar que opera como si su
comportamiento fuera ideal con un 16,8 menos del volumen seleccionado, lo cual incidira
en el tiempo de residencia del reactor instalado. Este resultado a escala de laboratorio debe
ser rectificado a escala piloto, pues es uno de los parametros que mas afecta el proceso de
escalado y por consiguiente la eficiencia del biorreactor piloto.

Para que lo resultados sean consecuentes a escala piloto en condiciones ideales como
reactor de mezcla perfecta debe utilizarse un volumen efectivo de reaccion de 1208 litros.

Si se quiere obtener la conversion planificada para 1 m°.
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De otra forma para un biorreactor de tanque agitado de 1m?® disponible en este caso

responderé a la eficiencia operacional de un biorreactor ideal de 0,832 m®,

Célculo para el volumen real del reactor a escala piloto pare que el volumen efectivo sea
3

Im®.

V., ~1208= h _ 1000
Vl V2 V2
V, =1204

*1 representa los datos a escala de laboratorio y 2 los datos de escala piloto.

3.1.1 Analisis preliminar de la aplicacién del modelo de flujo.
Considerando una reaccion de primer orden sobre la base del consumo de Ortofosfato

promedio.
Ca v 1 v
Co V |1+K-T, | v
Ca _og L +0,05
Cro 1+0,3228%10,45
Ca =0,26
Chro

e Tiempo activo A
f, = Vm _10.45n

Vl

Vl
—=1-Ff8; v=vVv,+V
v 1 2
Donde:

v =flujo real; v =flujo que entra al reactor; V.= flujo que se desvia.

K = constante de reaccion.
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Tabla 3.1 Tabla resumen de Ca experimental y Ca calculada por el Modelo de Clottier y

Cholette.
Cao inicial 0,292 1.4 3,63 1,45
Caexperimental 0,07592 0,364 0,9438 377
Ca calculado (Modelo CC) 0,079424 0,238 1,20879 0,609
% de desviacion de Ca Calculada con -4,615 34,615 -61,538 -28,076
respecto a Cn experimental
CA exp. y CA calc. vs Tiempo

4

3 CAQ inicial

2 ——CA experimental

1 == CA calculado

0 (Modelo CC)

Dia 1l Dia2 Dia3 Dia 4

Fig. 3.2 Comportamiento de Ca calculada con respecto a la Ca experimental.
En la Figura 3.2 podemos ver el comportamiento de Ca calculada por el modelo de Clottier
y Cholette y Ca experimental donde se observa que las concentraciones mantienen un

comportamiento similar.

3.2 Propuesta de un biorreactor para la produccion de 1 kg/d de biomasa seca a escala
piloto.
Para el escalado del sistema de biorreaccion se define una capacidad de produccion de 1
kg/d de biomasa seca a escala piloto. A escala de laboratorio se determind un 10,85 % de
biomasa seca; por tanto, para producir 1000 g/d de materia seca, se necesita 9216,58 g de
materia himeda.

e Considerando el modelo flujo ideal (RMP)
Tomando como base 1dia de produccion:
x-0,1085=1000y

. 1000y

= =921658
01085 6580
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En 4 dias se obtienen 368669 de biomasa humeda. La biomasa humeda inicial segun
expresion (1) es 11428,46g.
(CR, —CR,)

CR,

Xnf = (1)
Manteniendo el tiempo espacial (7), la constante de reaccion (k) y la altura del biorreactor
iguales a los de escala de laboratorio, se definen los pardmetros de disefio y operacion de

sistema de biorreaccion a escala piloto.

Determinacién de la biomasa himeda inicial.

CR, —CR,
CR,

CR, =CR, —(Xn, *CR, )

CR, = 36866 — 0,69+ 36866)

CR, =1142846g

Xnf =

Manteniendo el tiempo espacial y la cinética de reaccion constantes iguales a los de escala
de laboratorio podemos proponer el siguiente sistema de biorreaccion.

Datos del biorreactor a escala de laboratorio.
Altura: 20 cm

Largo: 40 cm

Ancho: 19,8 cm

Nivel del liquido: 7,58 cm

Volumen utilizado: 6 |

Flujo de aire: 1 I/min

Flujo de CO,: 0,0005 I /min

Avrea superficial: 792 cm?

Area lateral: 906,57 cm?

Area de iluminacion total disponible: 1698,57 cm?
Este volumen se utiliza para lograr la mayor penetracion de la radiacion solar al sistema de
Biorreaccion, donde:

=12h

46



Capitulo 111. Propuesta de un sistema experimental piloto para el cultivo de
macroalgas marinas con uso de Dioxido de Carbono como nutriente.

Para alcanzar la misma conversion que se obtuvo a escala de laboratorio en el escalado,

tenemos que mantener el mismo tiempo espacial durante toda la corrida.

T=—
U
vV 1204
- -7 _10063!
o 7 12h 0 h

Se tiene un flujo de 100,63 I/h

Si mantenemos la misma altura del liquido en el biorreactor a escala piloto igual a la altura
del biorreactor utilizado a escala de laboratorio el area del biorreactor propuesto puede ser
determinada de la siguiente forma.

Datos:

V =1,208n°

H =0.0757m

Férmula:

V=Ar-H

r_i_Lm&ﬁ
H 0.0757m

El 4rea del reactor es de 15,85 m.

=1595m°

Teniendo en cuenta que el biorreactor de laboratorio tiene una relacién de largo y ancho de
2/1podemos calcular las dimensiones efectivas del biorreactor.

Para un area de 13,21 m>.

Largo: 5,64 m

Ancho: 2,82 m

Vv=1,208m*

H=0,0757m

Altura de sobre disefio de 0,04m.

Flujo de aire 160 I/min.

Para que lo resultados sean consecuentes en condiciones ideales como reactor de mezcla

perfecta debe utilizarse un volumen efectivo de reaccién de 1 208 litros.
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3.3 Propuesta preliminar de estacion experimental piloto.

Para la Planta a escala piloto se utiliza un biorreactor tipo rectangular con agitacion
(RCCA), el agua de mar es impulsada por una bomba centrifuga hasta el tanque (A) donde
se encuentra en medio de cultivo, esta bomba también puede ser utilizada para la
recirculacion en el caso que se vaya a utilizar, el flujo de agua de entrada y salida del
reactor constante, el flujo de entrada es proporcionada por una bomba dosificadora, ademas
se puede utilizar el tanque (B) que se encuentra cerrado herméticamente para que la presion
hidrostatica sea constante y por lo tanto el volumen se mantiene de igual manera logrando
una succion mediante el vacio lo que permite asegurar un flujo estacionario en la operacion
por gravedad. El sistema de agitacion del reactor es proporcionado por la mezcla de aire y
CO,, en aire es expulsado por un compresor a través d un distribuidor de gases, y el CO, es
suministrado por un balén de CO,. Ademas se utilizan valvulas para regular los flujos. El
diagrama de flujo se muestra en la Figura 3.2

Medio de cultivo

A S —
¢ \ 4 I 1
Tanque | I Tanque
A B
| |
—N—| I
— o -l

Bal6n de Biorreactor Biomasa himeda
Cco2 #
O N > Secadero
Bomba L
dosificadora i
X o _ Biomasa
Distribuidor de aire algal seca
Aire - i i6
Recirculacion
compresor
de agua
~ v
< A N

N— Agua de mar

Figura 3.3 Diagrama de flujo de la planta piloto para el cultivo intensivo de algas marinas.
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3.4 Evaluacion econémica preliminar.

La evaluacion economica incluye la estimacién de costo de inversion, del costo de
produccion, ganancia y un analisis de la rentabilidad de la inversion, mediante la
determinacion de los indicadores dinamicos de rentabilidad: Valor Actual Neto, Tasa
Interna de Retorno, Periodo de Recuperacion de la Inversion (VAN, TIR, PRD), con el
objetivo de proponer el presupuesto para la construccién de una estacion piloto de cultivo

intensivo de macroalgas marinas con una produccién de 1 Kg diario de biomasa algal seca.

3.4.1 Estimacion del costo de inversion.
La estimacion del costo del equipamiento se realiza tomando la informacion de los costos

de equipamiento de plantas piloto (Drew, 1970), mostrado en la Tabla 3.2. La actualizacién
de los costos de los equipos se realiza mediante el método de escalado del costo, utilizando

los indices de costos de Ingenieria Quimica, conocido por Chemical Engineering Plant Cost

Index (CEPCI) para el costo original y actual del equipo respectivamente, cuyos resultados
se muestran en la Tabla 3.3.
La estimacion del costo de inversion se realiza aplicando el método del por ciento del costo

de equipamiento (Peters, 1991), cuyos resultados se muestran en la Tabla 3.4.

Tabla 3.2 Estimacion del costo de equipamiento.

No. | Nombre Capacidad | Especificaciones | Presion de Material Costo, $
disefio/Temp.
1 Tanque im’ Abierto, drenaje, | 1 atm. Ac. Inox. | 850"
Mezclador agitador lateral 316 (Drew, 1970)
2 | Biorreactor im’ Abierto, drenaje, | 1atm Ac. Inox. | 450"
agitacion por aire 316 (Drew, 1970)
3 Secadero 8m? Atmosférico, aire | 1 atm, 60°C | Ac. Inox. | 4000*
caliente, 316 (Drew, 1970)
instrumentacion.
4 Bombas 85 L/min | Sello mecanico, Ac. Inox. | 250"
centrifugas (1) motor prueba de 316 (Drew, 1970)
explosion, carga
15m
5 Bomba 85L/min | Tipo diafragma 400 Ib/pulg’, | Ac. Inox. | 1000*
dosificadora TFE 65 °C 316 (Drew, 1970)
6 Compresor de | 1kW (10 | Centrifugo 1000 (Walas,
aire m*/h min) 1960)
1235
Costo total del equipamiento(1.C.%) 7785,00

indice de Costo Ingenieria Quimica:
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'1.C. 1970 = 125,7

2|.C. 1959 =

101,8

31.C. 2012 =596

Para estimar la capacidad de compresor de aire se tuvo en cuenta la relacion de escalado,
1
Q =016= Q,

V, 6

Vv,

016+1000=Q,
Q, =160/min=9,6m*/h

Tabla 3.3 Costo actualizado del equipamiento.

No. | Nombre Costo, $ Costo actualizado, $/afio
1 Tanque Mezclador 850" (Drew, 1970) 4029,00
2 Biorreactor 450" (Drew, 1970) 2133,00
3 Secadero 4000" (Drew, 1970) 18960,00
4 Bombas centrifugas (1) 250" (Drew, 1970) 1185,00
5 Bomba dosificadora 1000" (Drew, 1970) 7740,00
6 Compresor de aire 10002 (Walas, 5854,00
1960)
1235
Costo total del equipamiento(1.C.%) 39901,00
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Tabla 3.4 Estimacion del costo de inversion basado en el costo del equipamiento (Peters,
1991)

Por ciento del costo de Costo actualizado®
Componente equipamiento para planta
de proceso sélido - fluido

Equipamiento adquirido 100 36912,00
Instalacién del equipamiento adquirido 39 14396,00
Instrumentacion y controles 13 4799,00
Tuberias 31 11443,00
Electricidad 10 3691,00
Edificaciones 29 -
Mejoramiento de terreno 10 -
Instalaciones de servicio 55 -
Compra de terreno 6 -
Costo directo total 71241,00
Costos Indirectos

Ingenieria y supervisién 32 -
Gastos de construccion 34 -
Costos directos e indirectos totales 71241,00
Contratos 18 -
Imprevistos 36 13288,00
Costo fijo de inversion 84529,00

3.4.2 Estimacion del costo de produccion.
La Tabla 3.6 muestra el resultado de la estimacion de los componentes del costo de

produccion. Los componentes que no se presentan en la tabla, no se calculan, atendiendo a
gue se asume que no son imprescindibles en la estimacion del costo. La materia prima que
influye mayormente en el costo son los nutrientes, cuya determinacién se muestra en la
Tabla 3.5.

La mano de obra se calcula basado en el gasto financiero por concepto de salario medio
mensual($500,00) de un operador; el servicio principal considerado es el consumo de
corriente eléctrica, el cual se determina considerando una potencia instalada de 6 Kw, con
la suma de 64 horas de operacion de los equipos que consumen corriente, durante 144 dias
al afo; se asume un 2 % del costo de inversion para gastos de mantenimiento y
reparaciones; no se obtiene la informacion actualizada de los gastos de laboratorio, por lo

gue se asume como un 10 % de la mano de obra; la depreciacion se determina con la
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relacion costo de inversion/vida util, considerando 8 afios de vida Gtil de la estacion piloto y
los costos de distribucion y venta se determinaron considerando que representan un 2 %

del costo de produccion.

Tabla 3.5 Consumo y costo de los nutrientes para el cultivo de las algas.

Nutrientes Consumo | Costo (CUC/kg) Costo sin Costo,$/afio
(kg/Ld™ recirculacion,CUC/dia

NaNO; 0,085 57,85 4,9 705,6

PO,HNa,12H,0 0,0207 55,25 1,14 164,16

Fe(SO,),7H,0 0,000556 82,55 0.045 6,48

CL,Mn4H,0 0,0000396 84,5 0.0039 0,56

EDTA 0.00744 0,65 0.0052 0,75

CO; 6,192 0,4889(CUC+MN) | 3 436

Total 281,29 9,99 1439,15

El consumo de CO, se estima considerando un factor de escalado de 0,000086; 0,516 m*/h,
durante 12 horas/dia, en 4 dias por semana y durante 36 semanas al afio, donde se

necesitan 42 balones al afo.
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Tabla 3.6 Estimacion del costo total de produccion. (Silla, 2003)

Componente | Por ciento | Base | Costo ($/afio)

I. Costo de fabricacion = costos directos de produccion + costos fijos + costos externos

A. Costos directos de produccion (60% del costo total de produccion)

1.Materias primas 10-50% | Costo total de produccion 1439,00
2. Mano de obra 10 - 20 % | Costo total de produccion 4500,00
3. Supervision directa | 10 -25% | Mano de obra -

4. Servicios 10 - 20% | Costo total de produccion 4608,00
5. Mantenimiento vy | 2-10% Inversion fija 1690.00

reparaciones

6. Suministros de | 10-20% | Costo de mantenimiento y reparaciones -

operacion.

7. Costos de | 10-20% | Mano de obra 450,00
laboratorio

8. Patentes 0-6% Costo total de produccion -

B. Costos fijos (10 -20% del costo total de produccién)

1. Depreciacion 10 % Inversion fija en maquinaria y equipo 10566,00
2. Impuestos locales 1-4% Inversion fija -

3. Seguros 04-1% Inversion fija -
4.Rentas 8-12% Valor de tierras y edificios rentados -

C. Costos externos 50-70% | Costo de mano de obra, supervision vy | -

mantenimiento.

11. Gastos generales = costos administrativos + costos de distribucion y venta+ investigacion

y desarrollo

A. Costos | 15% Mano de obra, supervisién y mantenimiento | -
administrativos

B. Costos de | 2—-20% | Costo total de produccion 5047,00
distribucion y venta

C. Investigacion y |2-5% Costo total de produccion -
desarrollo.

D. Interés financiero 0-10 % Costo total de inversion -

I11. Costo total de produccion = costo de fabricacion + gastos generales 28300,00

3.4.3 Analisis de rentabilidad.
En la determinacion de los ingresos por venta del producto se supone la venta de productos

de alto valor agregado que pueden ser extraidos del alga Ulva con rendimientos de 1,35 -
2,3 g/m? dia (Figueroa, 2009), y puede tener un contenido de proteinas, lipidos y
carbohidratos alrededor de 15 %, 1,7% y 57 % respectivamente (De Padua, 2004),
utilizados en cosméticos y nutricion (ej. p caroteno), cuyo precio unitario del producto es
de $215,00 -2150,00, donde se toma un promedio de $1 182,5/kg (Boffill, 2012).

El costo unitario de la biomasa para este andlisis es de $ 385,00/kg, por tanto la relacion de

costos unitarios cosméticos/biomasa es de 3, es decir el precio unitario del producto de alto
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valor agregado es 3 veces mayor al precio de la biomasa. De esta forma, para una
produccion de 144 kg/afio de biomasa, se obtiene un ingreso de 55440 $/afio.

Si se considera un 30 % de rendimiento del producto/biomasa para cosméticos de origen
algal, a partir de la informacién de (De Padua 2004) y 144 kg/afio, se obtiene un ingreso de
51084 $/afio.

En la Tabla 3.7 y Figura 3.3 se muestran los resultados del andlisis de rentabilidad o
factibilidad econdmica del proyecto, donde se observa que la inversién del proyecto de
estacion piloto de cultivo de algas se recupera en aproximadamente 5 afios, bajo las

consideraciones anteriormente expuestas.

Tabla 3.7 Resultados del analisis dindmico de rentabilidad.

VAN 8.165,45
TIR 16%
PRD 5,06

Calculo del PRD

40

520

50 . . . /
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-540 /

-S60 /
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-5100

Flujo de caja acumulado descortado
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n
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Fig. 3.3 Resultado del tiempo de recuperacion de la inversion de la planta piloto del cultivo

intensivo de macroalga marina Ulva Lactuca.
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Conclusiones parciales
1. La evaluacion de los defectos de flujo del reactor de laboratorio muestran un

comportamiento similar a un reactor de mezcla perfecta con aguas muertas y desvio de
flujo, es decir, responde al modelo de flujo de Clottier y Cholette cuyos parametros son
Vm/V=0,827 y v4/v=0,95 y un tiempo activo de 10,45 y se corrobora el modelo
evaluado para el comportamiento del PO, %

2. Se estimd la factibilidad técnico econdmica de un proyecto de planta piloto a partir de la
informacion obtenida a nivel experimental , donde se obtiene un estimado de los costos
de inversiobn y de produccion con valores de $84529,00 y 28300,00%/afio
respectivamente

3. Como resultado del analisis dindmico de rentabilidad del proyecto de inversion se
obtiene un periodo de recuperacion de la inversion de 5 afios con valores de VAN y
TIR de 8.165,45; 16% respectivamente lo cual indica la viabilidad de su ejecucion
sobre la base de las consideraciones asumidas en este trabajo siendo la fundamental el
empleo de la biomasa como materia prima para la obtencion de productos de alto valor

agregado (cosméticos).
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Conclusiones

Conclusiones
1. El estudio bibliografico realizado evidencia que actualmente en el mundo se investiga

intensamente sobre el cultivo intensivo de macroalgas y microalgas utilizando el CO,
como fuente de carbono lo que contribuye apreciablemente a mitigar la contaminacion
atmosférica y en consecuencia el denominado Efecto Invernadero. En este sentido en
Cuba solo pocos trabajos han estado relacionados en este tema.

2. Se propone un sistema experimental de estudio para el cultivo intensivo de macroalga a
escala de laboratorio que incluye el suministro y control del CO, como fuente adicional
de nutriente por primera vez y a partir de las instalaciones de laboratorio disponibles.

3. Del anélisis de los resultados de la evaluacion quimica del comportamiento de la
concentracién de nutrientes (NO,, NOs, PO,> y del Oxigeno Disuelto) se aprecia el
desarrollo de la reaccién de fotosintesis y consecuentemente el incremento de la
biomasa algal determinada.

4. El estudio experimental realizado da como resultado un apreciable incremento de la
biomasa algal superior al 10% cuando se afiade 760 ppm CO, a la corriente de
aireacion del biorreactor que se emplea un distribuidor de aire circular.

5. La evaluacion de los defectos de flujo del reactor de laboratorio responde al modelo de
flujo de CC cuyos parametros son Vp/V =0,827, vi/v= 0,95 y con t, =10,45 se
corrobora el modelo evaluado para el comportamiento del PO,

6. En el escalado del sistema experimental de laboratorio a escala piloto, evaluado sobre la
base de un andlisis dinamico de rentabilidad del proyecto de inversién se obtiene un
periodo de recuperacion de la inversion de 5 afios con valores de VAN= 8.165,45 y
TIR=16% de respectivamente.

7. Los resultados obtenidos en el presente trabajo constituyen una atil fuente de
informacion para la toma de decisiones en la proyeccion y ejecucion de una estacion
experimental piloto para el cultivo intensivo de macroalgas marinas con el fin de
mitigar la contaminacion ambiental y la obtencidn de biomasa como materia prima para

diversos fines.
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Recomendaciones
1. Realizar los estudios experimentales incluyendo la recirculacion del agua de mar con el

objetivo de reducir el consumo de nutrientes y prolongar el periodo de crecimiento de
las macroalgas.

2. Estudiar diferentes opciones de iluminacion a escala experimental para ampliar el
periodo de irradiacion y la intensidad del proceso de fotosintesis.

3. Incluir estudios similares con la macroalga tipo Glacilaria sp. autdctona de la bahia de
Cienfuegos.

4. Incluir estudios con CO2 de residuales industriales convenientemente purificados.

5. Perfeccionar el sistema de control de suministro y consumo de CO2 en la estacion

experimental y la evolucion del pH en el biorreactor.
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Anexos
Anexo 1: Determinacion de los defectos de flujos en el biorreactor a escala piloto.
Tiempo
(h) Ati | Salinidad | 1/Ci Ci* ti*Ati Ci*Ati tiempo medio 0=ti/t m F=F0=Ci/C0 | CO inicial | 1 - FO

0 0,5 38| 0,02631579 0| 001315789 | 17,6544784 0| 0,05263158 05| 094736842
0,5 0,5 37,9| 0,02638522| 0,00659631 | 0,01319261| 17,6544784 | 0,02832143 | 0,05277045 05| 0,94722955
1 0,5 37,8| 0,02645503| 0,01322751| 0,01322751| 17,6544784 | 0,05664285 | 0,05291005 05| 0,94708995
15 0,5 37,7 0,0265252 |  0,0198939 0,0132626 | 17,6544784 | 0,08496428 | 0,0530504 05| 0,9469496
2 0,5 37,6| 0,02659574| 0,02659574 | 0,01329787 | 17,6544784|  0,1132857 | 0,05319149 05| 0,94680851
2,5 0,5 375| 0,02666667 | 0,03333333 | 0,01333333| 17,6544784 | 0,14160713 | 0,05333333 05| 0,94666667
3 0,5 374| 0,02673797| 0,04010695| 0,01336898 | 17,6544784 | 0,16992856 | 0,05347594 05| 0,94652406
3,5 0,5 37,3| 0,02680965| 0,04691689 | 0,01340483 | 17,6544784 | 0,19824998 | 0,0536193 05| 0,9463807
4 0,5 37,2| 0,02688172| 0,05376344 | 0,01344086 | 17,6544784 | 0,22657141 | 0,05376344 05| 0,94623656
4,5 0,5 37,1 002695418 |  0,0606469 | 0,01347709 | 17,6544784| 0,25489283 | 0,05390836 0,5| 0,94609164
5 0,5 37| 0,02702703| 0,06756757 | 0,01351351| 17,6544784| 0,28321426 | 0,05405405 05| 0,94594595
55 0,5 36,9 | 0,02710027 | 0,07452575| 0,01355014 | 17,6544784 | 0,31153568 | 0,05420054 0,5| 0,94579946
6 0,5 36,8| 002717391 | 0,08152174| 0,01358696 | 17,6544784| 0,33985711 | 0,05434783 05| 0,94565217
6,5 0,5 36,7| 0,02724796| 0,08855586 | 0,01362398 | 17,6544784 | 0,36817854 | 0,05449591 0,5| 0,94550409
7 0,5 36,6 0,0273224 |  0,09562842 0,0136612 | 17,6544784 | 0,39649996 | 0,05464481 0,5| 0,94535519
7,5 0,5 36,5| 0,02739726| 0,10273973 | 0,01369863 | 17,6544784 | 0,42482139 | 0,05479452 05| 0,94520548
8 0,5 35| 002857143 | 0,11428571| 0,01428571| 17,6544784| 0,45314281 | 0,05714286 05| 094285714
8,5 0,5 34,3| 002915452 | 0,12390671| 0,01457726 | 17,6544784| 0,48146424 | 0,05830904 05| 0,94169096
9 0,5 339| 0,02949853| 0,13274336 | 0,01474926 | 17,6544784 | 0,50978567 | 0,05899705 05| 0,94100295
9,5 0,5 32,9| 003039514 |  0,1443769 | 0,01519757 | 17,6544784| 0,53810709 | 0,06079027 05| 0,93920973
10 0,5 32,2 0,0310559 |  0,1552795| 0,01552795 | 17,6544784| 0,56642852 | 0,0621118 05| 09378882
10,5 0,5 31| 0,03225806 | 0,16935484| 0,01612903 | 17,6544784| 0,59474994 | 0,06451613 05| 0,93548387
11 0,5 282 | 0,03546099 | 0,19503546 0,0177305 | 17,6544784| 0,62307137 | 0,07092199 05| 0,92907801
11,5 0,5 27,1| 0,03690037 | 0,21217712| 0,01845018| 17,6544784|  0,6513928 | 0,07380074 05| 092619926
12 0,5 264 | 003787879 | 0,22727273| 0,01893939 | 17,6544784 | 0,67971422 | 0,07575758 05| 092424242
12,5 0,5 259 | 0,03861004| 0,24131274| 0,01930502 | 17,6544784 | 0,70803565 | 0,07722008 05| 092277992
13 0,5 249| 004016064 | 0,26104418 | 0,02008032 | 17,6544784 | 0,73635707 | 0,08032129 05| 0,91967871
13,5 0,5 238 | 0,04201681| 0,28361345 0,0210084 | 17,6544784|  0,7646785 | 0,08403361 05| 0,91596639
14 0,5 22,6| 004424779 | 0,30973451| 0,02212389 | 17,6544784| 0,79299992 | 0,08849558 05| 0,91150442
145 0,5 21| 0,04761905|  0,3452381| 0,02380952 | 176544784 | 0,82132135| 0,0952381 05| 0,9047619
15 0,5 19| 0,05263158 | 0,39473684 | 0,02631579 | 17,6544784 | 0,84964278 | 0,10526316 05| 0,89473684
155 0,5 18,2 0,05494505| 0,42582418 | 0,02747253 | 17,6544784|  0,8779642 | 0,10989011 0,5| 0,89010989
16 0,5 174| 005747126| 045977011 | 0,02873563 | 17,6544784| 0,90628563 | 0,11494253 05| 0,88505747
16,5 0,5 16,3| 0,06134969 | 0,50613497 | 0,03067485| 17,6544784 | 0,93460705 | 0,12269939 05| 0,87730061
17 0,5 155| 0,06451613|  0,5483871| 0,03225806 | 17,6544784 | 0,96292848 | 0,12903226 05| 0,87096774
17,5 0,5 14,2| 007042254 | 061619718 | 0,03521127 | 17,6544784| 0,99124991 | 0,14084507 05| 0,85915493
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18 0,5 13| 0,07692308 | 0,69230769 | 0,03846154 | 17,6544784 | 1,01957133 | 0,15384615 05| 0,84615385
18,5 0,5 12,7 0,07874016 | 0,72834646 | 0,03937008 | 17,6544784 | 1,04789276 | 0,15748031 0,5| 0,84251969
19 0,5 11,8 | 0,08474576| 0,80508475| 0,04237288 | 17,6544784 | 1,07621418 | 0,16949153 0,5| 0,83050847
19,5 0,5 10,2| 0,09803922 | 0,95588235| 0,04901961 | 17,6544784| 1,10453561 | 0,19607843 05| 0,80392157
20 0,5 94| 00638298 | 1,06382979| 0,05319149 | 17,6544784 | 1,13285703 | 0,21276596 0,5| 0,78723404
20,5 0,5 8,3| 0,12048193| 123493976 | 0,06024096 | 17,6544784 | 1,16117846 | 0,24096386 05| 0,75903614
21 0,5 71| 014084507 | 1,47887324| 0,07042254 | 17,6544784 | 1,18949989 | 0,28169014 0,5| 0,71830986
215 0,5 6,8| 0,14705882 | 1,58088235| 0,07352941| 17,6544784 | 1,21782131| 0,29411765 05| 0,70588235
22 0,5 54| 0,18518519| 2,03703704 | 0,09259259 | 17,6544784 | 1,24614274 | 0,37037037 0,5| 0,62962963
22,5 0,5 4,7 021276596 | 2,39361702 | 0,10638298 | 17,6544784 | 1,27446416 | 0,42553191 0,5| 0,57446809
23 0,5 39| 0,25641026| 2,94871795| 0,12820513 | 17,6544784| 1,30278559 | 0,51282051 05| 0,48717949
235 0,5 3| 0,33333333| 391666667 | 0,16666667 | 17,6544784 | 1,33110702 | 0,66666667 05| 0,33333333
24 0,5 2,7| 0,37037037 | 4,44444444| 0,18518519| 17,6544784| 1,35942844 | 0,74074074 05| 0,25925926
Anexo 2: Costo de inversién
Concepto Costo ($)
Equipamiento adquirido 36912
Instalacion del equipamiento adquirido 14396
Instrumentacion y controles 4799
Tuberias 11443
Electricidad 3691
Edificaciones
Mejoramiento de terreno
Instalaciones de servicio
Compra de terreno
Ingenieria y supervision
Gastos de construccion
Contratos
Imprevistos 13288
Costo total de inversién 84529,00
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Anexo 3: Costo de produccion para ocho afios.

Costos de producciéon$ 1 2 3 4 5 6 7 8
1. Materias primas 1439 |1439 1439 |1439 1439 |1439 1439 |[1439
2. Mano de obra 4500 [4500 [4500 [4500 [4500 [4500 [4500 |4500
4. Servicios 4608 |4608 |4608 (4608 |4608 |4608 |4608 |4608
5. Mantenimiento y 1690 |1690 |1690 [1690 [1690 |1690 |1690 |1690
reparaciones
6. Costos de laboratorio | 450 450 450 450 450 450 450 450
7. Depreciacion 10566 |10566 |10566 |10566 |10566 |10566 |10566 |10566
8. Costos de distribucion
y venta 5047 |5047 |5047 |5047 |5047 |5047 |5047 |5047
28300, | 28300, | 28300, | 28300, | 28300, | 28300, | 28300, | 28300,
Costos totales 00 00 00 00 00 00 00 00
Anexo 4: Ingresos por venta de productos de alto valor agregado.
Ingresos por venta
($/ano) 0 1 2 3 4 5 6 7 8
Venta de productos de alto 51084, | 51084, | 51084, | 51084, | 51084, | 51084, | 51084, | 51084,
valor agregado 00 00 00 00 00 00 00 00
0,]51084, | 51084, | 51084, | 51084, | 51084, | 51084, | 51084, | 51084,
TOTAL 00 00 00 00 00 00 00 00 00
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Anexo 5: VAN TIR

Concepto 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Ingresos por 51.084|51.084 | 51.084|51.084 | 51.08| 51.08| 51.08| 51.08
venta ,00 ,00 ,00 ,00] 4,00] 4,00| 4,00 4,00
Costos de 28.300 | 28.300 | 28.300 | 28.300 | 28.30| 28.30| 28.30| 28.30
produccion ,00 ,00 ,00 ,00/ 0,00] 0,00] 0,00] 0,00
22.784|22.784 1 22.784 | 22.784 | 22.78| 22.78 | 22.78 | 22.78
Beneficios ,00 ,00 ,00 ,00] 4,00] 4,00| 4,00 4,00
10.566 | 10.566 | 10.566 | 10.566 | 10.56| 10.56| 10.56| 10.56
Depreciacion ,13 ,13 ,13 13| 6,13| 6,13| 6,13| 6,13
Beneficios antes del 12.217|12.217|12.217(12.217| 12.21| 12.21| 12.21| 12.21
impuesto ,88 ,88 ,88 88| 7,88| 7,88| 7,88| 7,88
Impuestos |
Beneficios después de 12.217|12.217(12.217(12.217| 12.21| 12.21| 12.21| 12.21
impuesto ,88 ,88 ,88 88| 7,88| 7,88| 7,88| 7,88
Costo de 84.529
inversion ,00
Pago de deudas 0,00 0,00/ 0,00 0,00f 0,00/ 0,00{ 1,00f 2,00
84.529 (22.784 | 22.784 | 22.784 | 22.784 | 22.78 | 22.78 | 22.78| 22.78 | 182.26
Flujo de caja ,00 ,00 ,00 ,00 ,00] 4,00] 4,00] 3,00 200 9,00
Flujo de caja 84.529(20.342|18.163|16.217 | 14.479 | 12.92| 11.54| 10.30|9.201,
actualizado ,00 ,86 27 20 64| 825| 3,08| 587 27
Flujo de cajaal |84.529|64.186 | 46.022|29.805|15.326 | 2.397, | 9.145,| 19.45| 28.65
descontado ,00 14 ,88 ,68 ,03 78 30| 1,18 244
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Anexo 7: MANUAL DE INSTRUCCIONES Y PROCEDIMIENTOS CENTRO DE
ESTUDIOS AMBIENTALES DE CIENFUEGOS.

e DETERMINACION DE PH.
El valor de pH es usado en mediciones de alcalinidad y diéxido de carbono y muchos otros
equilibrios acido-base. Usualmente las aguas naturales tienen un pH de 4 a 9 y la ligera
acidez presente en la mayoria de los casos se debe a la presencia de bicarbonatos y
carbonatos de metales alcalinos térreos.
El principio basico del método es la determinacion de la actividad de los iones H+
mediante mediciones potencio-métricas, basadas en la ecuacion de Nernst.
Procedimiento.

Realice una calibracion intermedia del pH-metro:

o Cuando sustituya el electrodo de pH o la sonda de temperatura.

o Al menos una vez al mes.

o Después de analizar productos quimicos agresivos.
o Se requiere de una gran precision.

o Cuando sustituya las pilas.

Para medir el pH de la muestra a analizar retire el capuchdn de proteccion del electrodo (el
cual debe de ser enjuagado con la muestra a analizar) y simplemente sumerja su punta (4
cm/ 11/2”) y la sonda de temperatura en la muestra a analizar.

Para encender el instrumento HANNA, mantenga pulsada la tecla ON/OFF durante una
fraccion de segundo o encienda el instrumento WTW,; Multi 340 y presionando la tecla V) y
siga las instrucciones del manual de operaciones del equipo.

Permita que el electrodo se adapte a la solucion y se estabilice antes de tomar la lectura de
pH.

Si la temperatura de la muestra es muy diferente de la temperatura a la cual se ha
mantenido el electrodo, espere unos minutos para conseguir un perfecto equilibrio térmico
entre ellos.

Cuando termine la medicion apague el equipo, enjuague el electrodo y la sonda de

temperatura con agua destilada. Guarde el electrodo de pH en su capuchoén de proteccion.
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Célculo, incertidumbre y expresion de los resultados.
La incertidumbre en la determinacion de pH es calculada de acuerdo a como se describe en

Informe del Célculo de Incertidumbre de la determinacion del pH en agua.

Célculo de la Incertidumbre expandida:

Upn) = K* pH * 0,0040

Donde:

K: Coeficiente de cobertura (2,1 para un 95% de confianza).
0,0040: Incertidumbre estandar combinada relativa.
Quedando:

Upn) = 2,1 * pH * 0,0040

Uen) = pH * 0,0080

Donde:

pH: valor de pH medido por el equipo.

Nota: El valor de la incertidumbre se reportara con dos lugares después de la coma

aplicando adecuadamente las reglas de redondeo.

Expresion del resultado de pH:

Exprese los resultados directamente como unidades de pH de la siguiente forma:
pH =pH £ U(pH)

Aparatos, utensilios y medios de medicién empleados:

1-. Sonda multiparamétrica WTW

2-. Utiles y cristaleria de laboratorio.

e PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE SALINIDAD Y/O
CONDUCTIVIDAD EN AGUA.
Muestreo y conservacion
Los frascos de muestreo deben estar limpios y secos. El ensayo debe hacerse
inmediatamente después de recolectada la muestra o llevarse a cabo in-situ.
Determinacion de la salinidad.
La determinacion de la salinidad se basa en el uso de métodos indirectos que parten de la

medicion de una propiedad fisica, que usualmente es la conductividad por ser ésta la de
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mayor precision. La esencia del método radica en un calculo hecho por la electronica del
instrumento, basado en la lectura de la conductividad y la temperatura, a partir de las
cuales depende el valor de salinidad.

Calibracion y comprobacion del equipo.

Para realizar una comprobacion rutinaria del equipo se toma en un beaker una porcién de
agua de mar sintética .Sumerja en la misma la sonda de medicion de modo tal que la
solucion cubra completamente el orificio de la sonda. Lea el valor de salinidad reportado y
compruebe su aptitud utilizando el gréfico de control disefiado para este equipo segun
procedimiento L-SA-006

Procedimiento

La medicién de la salinidad y/o conductividad de la muestra se realiza de acuerdo al
manual de operaciones del salinémetro.

Luego de la medicion, lave el sistema de electrodos con pequefias cantidades de agua
destilada y seque con papel de filtro (esta operacion debe realizarse luego de cada
medicion).

Incertidumbre y expresion de los resultados

Primeramente se calcula la incertidumbre combinada teniendo en cuenta las incertidumbres
de los componentes individuales (C.V) de la veracidad y de la precision. Se utiliza la

siguiente férmula:

Ucombinada = \/C.V 2presiciéifreprod +CV veracidadexactitug

Donde:

C.V = Coeficientes de Variacion calculados.

Para reportar la incertidumbre expandida de cada rango y modo de medicion
(conductividad y salinidad) se toma la siguiente formula:

Uexp = C * Ucombinada ™ K

donde:

Ucombinada = INcertidumbre combinada relativa.

C = Conductividad (o salinidad) medida en el equipo.

k = Coeficiente de cobertura para un 95% de confianza y n-1 grados de libertad.
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Para el célculo de la incertidumbre expandida (para los distintos rangos y modos de
medicion) se cred una hoja de calculo Excel la cual estd ubicada en la P.C del local de
Ensayos Fisico-Quimicos de las aguas y Atmdsfera. Dicha hoja esta confeccionada en base
a la férmula descrita en el punto anterior.

Los resultados se expresan de la siguiente forma:

Salinidad (S) * Uexp (Ppt)

Conductividad (C) % Uexp (HS/cm)

Donde:

Uexp: Incertidumbre expandida (segun hoja de calculo).

S: Salinidad (ppt) del analito a determinar 6 C: Conductividad (uS/cm) del analito a
determinar.

Aparatos, utensilios y medios de medicion empleados:

1-. Salinémetro digital (sonda YSI-30).

2-. Utiles y cristaleria de laboratorio.

e PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE OXIGENO DISUELTO
EN AGUA

El oxigeno disuelto, es un gas necesario en cantidades adecuadas para la vida de los
organismos acuaticos. La concentracion de oxigeno en las aguas puede relacionarse con la
corrosividad de las aguas, con la actividad fotosintética y con su esterilidad.
La muestra se trata con sulfato manganoso, hidréxido de sodio, yoduro de sodio, acida
sodica y finalmente con &cido sulfurico. El precipitado inicial de hidréxido manganoso
Mn(OH),, se combina con el oxigeno disuelto de la muestra para formar un precipitado
carmelita de hidroxido manganico MnO(OH),. La acidificacién de la muestra con &cido
sulfurico forma sulfato manganico, el cual actia como un agente oxidante liberando iodo
del ioduro de potasio. El yodo liberado, es estequiométricamente equivalente al oxigeno
disuelto de la muestra y es valorado con tiosulfato de sodio.
Muestreo y muestras
Las muestras para el analisis de O.D., deben ser las primeras en colectarse. Estas deben ser
extraidas del recipiente de muestreo cuidadosamente, sifoneando con un tubo de goma. El
tubo se introduce en la botella para DBO y se va extrayendo mientras la botella se llena,
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permitiendo que se derrame un volumen igual de muestra para evitar burbujas.
Inmediatamente tape la botella y manténgala en lugares oscuros y frescos hasta su fijacion
con los reactivos para determinar oxigeno. La fijacion de la muestra debe ser lo mas

pronto posible, después de su obtencion (preferentemente antes de las 6 horas).

Determinacion del oxigeno disuelto

Primeramente se le determina el volumen hasta el borde a las botellas para DBO. Recolecte
la muestra de agua en la botella cuidando que no queden burbujas de aire en el mismo. Para
lograr esto, tome la muestra introduciendo una manguera fina hasta el fondo del recipiente
y saquela poco a poco cuando la botella se llene completamente. A la muestra colectada,
agréguele con pipetas tipo jeringuilla 1 mL de solucion de sulfato manganoso y 1 ml de
soluciéon de yoduro alcalino-azida; trate que la punta de la pipeta quede lo més cerca
posible del fondo de la botella. Tape la misma cuidadosamente de manera tal que no
queden burbujas de aire. Agite vigorosamente invirtiendo la botella por 1o menos 10 veces,
tomandolo por la parte superior y después deje reposar la suspension hasta que el
precipitado alcance por lo menos 3/4 del volumen de la botella. Retire la tapa de la botella
y afiada con una pipeta fina (introduciéndola hasta el fondo de la botella) 1 mL de &cido
sulfurico concentrado. Agite hasta la disolucién del precipitado. Vierta la muestra en un
erlenmeyer de 500 mL vy valore al yodo liberado, con solucion valorada de tiosulfato de
sodio hasta que alcance un color amarillo palido, adicionar 1-2 mL de solucién de almidén
y continGe valorando hasta la desaparicion total del color azul.

Incertidumbre y expresion de los resultados

Se calcula la incertidumbre expandida de la siguiente forma:

uexp=S.D*2

Donde:

uexp = Incertidumbre expandida.

S.D= Desviacion estandar reportada por el método (segun referencia 3.1) que en este caso
es de 0,06 mg/L.

2 = Factor de cobertura (K) para un 95% de confianza.

Finalmente, la incertidumbre expandida para este método es de:

uexp = 0,12 mg/L
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Expresion de los resultados
La concentracion de oxigeno disuelto se determina por la formula siguiente:

0.D.(mg/L) = Nt xVt x8000

vV -2)
donde:
Vt: Volumen de la disolucion de tiosulfato consumido en la valoracién del yodo liberado,
Nt: Es la normalidad del tiosulfato.
8000: Es el equivalente gramo del oxigeno (8) multiplicado por 1000 para expresar el
resultado en mg/L.
(V-2): Es el volumen de muestra realmente analizada, el 2 indica el volumen de muestra
perdida por la adicion del sulfato manganoso y del yoduro alcalino-azida.
Los resultados se expresan de la siguiente forma:
0.D £ 0,12 (mg/L)
Donde:
O.D: Concentracién de oxigeno disuelto en la muestra
0,12: Incertidumbre expandida
Reactivos utilizados en el ensayo
1- Solucion de sulfato manganoso: Disuelva 120 g de sulfato manganoso, MnSQO,4 x 4H,0
(p.a), en agua destilada y diluya en un volumétrico hasta 250 mL.
2- Reactivo de yoduro alcalino-azida:
Disuelva 33,75 g de Nal (p.a)en el menor volumen de agua destilada posible hasta la total
dilucion.
Disuelva 125 g de NaOH (p.a) en la menor cantidad de agua destilada posible hasta la
total dilucion y luego deje enfriar.
Disuelva 2,5 g de azida sddica (NaNs) (p.a) en el menor volumen de agua posible.
Estas tres soluciones se mezclan en un volumétrico de 250 mL y se enrasa hasta la marca
con agua destilada. Esta solucion se almacena en un frasco plastico. Si se forman cristales
debido la alta concentracion, la solucion se decanta para otro recipiente.
3- Acido sulfarico concentrado (H.SQ4) (p.a).
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4- Disolucion de almidon (1%): disuelva 1 g de almiddn soluble en una pequefia cantidad
de agua destilada caliente. Se transfiere a un volumétrico de 100 mL y se enrasa hasta la
marca. Conserve en refrigerador y es estable por una semana.

5- Solucidn de tiosulfato de sodio (0,025N). Se disuelven 6,205 g de tiosulfato de sodio
(Na2S,03x 5H,0) (p.a) en agua destilada recién hervida y enfriada, y se diluye a 1 L. Esta
solucion debe ser preservada con la adicion de 5 mL de cloroformo por litro y se almacena
en botella &mbar. Esta solucion debe ser valorada con solucién estandar de bi-yodato de
potasio (p.a) 0,0021 M; o solucidn estandar de yodato de potasio (p.a) 0,02N.

6- Solucién estandar de bi-yodato de potasio (0,0021 M): Disuelva 0,8124 g de KH(103),
(p.a) en agua destilada y enrase a 1000 ml.

7- Solucion de yodato de potasio (0,02 N): Se disuelven 0,7133 g de KlO3 (p.a),
previamente secado a 140 °C en agua destilada y se diluye a un litro.

Estandarizacion de la solucion de tiosulfato de sodio.

Utilizando el bi-yodato de potasio 0,0021M.

1- Disuelva aproximadamente 2 gramos de Kl (p.a) en un frasco erlenmeyer en 100 6 150
mL de agua destilada.
2- Adicione 1 mL de H,SO,4 6N o unas gotas de H,SO,4 concentrado (p.a) y 20,00 mL de
solucidn estandar de bi-yodato de potasio.
3- Diluya hasta 200 mL con agua destilada y valore el yodo liberado con la solucién de
tiosulfato de sodio, adicionando almidon antes del pinto final de la valoracion (se observa
un palido color amarillo).
4- Para una solucion 0,025 N de tiosulfato de sodio se requieren consumir 20 mL de la
misma en la valoracion. De no consumir 20 mL calcule la concentracién de la siguiente
manera:
mL consumidos en valoracion

Conc. real del tiosulfato (N) = --------------=-------- - x 0,025

20

Utilizando el yodato de potasio 0,02N.

1- Se llenan 2 recipientes con tapa esmerilada con agua destilada y se afiaden, agitando y
tapando cada vez, 1 mL de H,SO4 1:1; 1 mL de solucion de sulfato manganoso (solucion
A) y 1 mL de disolucion de yoduro alcalino-azida (solucion B).
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2- La mezcla se vierte en un erlenmeyer de 500 mL y se afiade con una pipeta, 20 mL de
solucion de yodato de potasio, se agita y se guarda en la oscuridad de 2 a 4 min.
3- El yodo liberado se valora con solucion de tiosulfato de sodio hasta un color paja palido,
se agregan 1-2 ml de solucion de almiddn y se contintia la valoracion hasta la desaparicion
del color azul.
Nota: Si la solucion se torna amarilla antes de afiadir el yodato significa que algunos de los
reactivos estan oxidados y debe afiadirse almidén y valorar con tiosulfato hasta la
desaparicion del color. Anote la lectura, la cual debe ser substraida del gasto del tiosulfato
de la valoracién que contiene yodato.

mL de yodato utilizados
Conc. real del tiosulfato (N) = ---------=----=-mmnm- --- x 0,02

mL de tiosulfato consumidos

e PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE N-NO; EN AGUA
Principio del método
El método para la determinacion del i6n NO;™ se basa en la formacién de un compuesto
diazo altamente coloreado del ion NO,™ con la sulfanilamida, y el dicloruro de N-(1-naftil)-
etilendiamina, el cual se mide en el espectrofotometro a 543 nm. El ensayo de las muestras
se realizara tan pronto como sea posible luego del muestreo, puesto que las bacterias
presentes en el agua pueden causar la conversién total o parcial del ion nitrito a otras
formas como nitrato 0 amonio. Las muestras que requieran ser almacenadas por 24 horas o
menos, se refrigeran a 4 °C.
Calibracion
Prepare la curva de calibracién a partir de la solucion patréon de nitrito, ver anexo 1,
pipeteando los volimenes especificados a continuacion, en frascos volumétricos de 50 mL,

y diluya hasta la marca.
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Volumen en mL de solucién patron | Concentracion en
de N-NO; en 50 mL mg/L de N-NO,’
0,075 0,0015

0,125 0,0025

0,25 0,005

0,5 0,01

1 0,02

2 0,04

4 0,08

Desarrolle el color y mida la absorbancia de cada patron. Plotee el valor de la absorbancia
contra el valor de la concentracion para obtener la curva de calibracion lineal. La curva de
calibracion es confeccionada por el método estadistico de los minimos cuadrados
utilizando para ello el Software “CurveExpert”

Procedimiento de determinacion del nitrito:

Si la muestra contiene solidos suspendidos, filtre a través de un filtro membrana de
diametro de poro de 0.45 um. Ajuste el pH de la muestra entre 5y 9 con HCI 1N o NH,OH
IN. Tomar 50 mL de muestra, o una porcién diluida de la misma a 50 mL, y adicionar 2
mL del reactivo de color, mezclar bien. Proceda de igual manera con un blanco de agua
destilada. Medir la absorbancia de la muestra (o de los estandares) a 543 nm contra blanco
de reactivo utilizando cubetas de 5 cm de espesor, pasados diez minutos y antes de dos
horas después de la adicion del reactivo de color.

Célculo, incertidumbre y expresion de los resultados.

Los datos obtenidos del ensayo (Absorbancia, Factor de dilucién, etc) son llevados a la
hoja de calculo Excel desarrollada para el calculo de la concentracion y la incertidumbre.
Esta hoja de célculo da directamente la concentracion y la incertidumbre asociada de la
muestra objeto de ensayo y esta ubicada en la PC del local de Ensayos Fisico-Quimicos de
Aguas y Atmosfera.

Incertidumbre.

El célculo de la incertidumbre se realiza de acuerdo al procedimiento L-SA-005,

auxiliandose de la hoja de calculo Excel confeccionada a tal efecto.
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Los resultados se expresan de la siguiente forma:

Concentracion * Uex (MQ/L)

Donde:

Uexp (M@/L): Incertidumbre expandida (K=2,57).

Concentracion: Concentracion (mg/L) del analito.

Control de calidad del ensayo

Prepare un patrén a partir del la Solucion patron de N-NO2-. La concentracion a preparar
debe ser de 0.02 mg/l de N-NO2- punto intermedio de la curva de calibracion. Realice el
mismo procedimiento al patron que el que se realiza a la muestra. Ubique el valor obtenido
de Absorbancia, concentracion esperada del patron, etc., en la hoja de calculo Excel
confeccionada para el gréafico de control correspondiente al ensayo (segun procedimiento
L-SA-006) la cual se encuentra en la PC del local de Ensayos Fisico-Quimicos de Aguas y
Atmosfera. Realice este control cada vez que se ejecute el ensayo en el laboratorio.

Reactivos utilizados en la determinacion

1.- Solucién Stock de nitrito (100 mg N-NO; /L): Se seca a 110 °C por varias horas el
nitrito de sodio anhidrido (NaNO, p.a.). Se disuelve 0,4928 g de la sal previamente secada
en agua destilada y se diluye hasta 1L. Esta solucion debe ser preservada con 1 mL de
cloroformo como preservante. La solucidn es estable al menos 6 meses.

2.- Solucion Patrén de nitrito (1 mg de N-NO,™ /L): Se transfieren 1 mL de la solucién
Stock a un frasco volumétrico de 100 mL y se diluye con agua destilada. Esta solucion es
de uso diario.

3.- Solucion Patron de nitrito (1 mg de N-NO, /L): Diluir 3,3 mL de Solucién Patrén de
NO; (1000 + 5 mg/L de NO, 6 304,35 mg/L de N-NO; CertiPUR Trazable a SRM de
NIST) en 1000 mL con agua destilada. Se prepara diario.

4.- Reactivo de color: Se le afiaden a 20 mL de agua destilada agitando constantemente 5
mL de acido fosférico (H3PO,4 p.a) concentrado y 0,5 g de Sulfanilamida (p.a). Después de
la disolucion completa de la sulfanilamida adicionar 0,05 g de diclorhidrato de N-1 naftil-
etilendiamina (p.a). Se agita hasta disolver y se diluye con agua destilada hasta 50 mL. Esta
solucion es estable hasta aproximadamente un mes si se conserva en frasco ambar y

refrigeracion.
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Equipos y utensilios utilizados en la medicion
6. 1.- Espectrofotdmetro con longitud de onda 543 nm.
7. 2.- Balanza analitica.

e PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE FOSFORO EN

AGUA

Principio del método
El ortofosfato presente en la muestra reacciona con molibdato de amonio y tartrato de
antimonio y potasio para formar un complejo. Este complejo es reducido por el acido
ascorbico para formar un complejo altamente coloreado de azul. La intensidad del color es
proporcional a la concentracion de fosforo en la muestra.
Si bien este ensayo es especifico solo para los ortofosfatos, otros compuestos del fésforo
pueden ser convertidos a estos (ortofosfatos) utilizando las diferentes maneras de

pretratamiento de las muestras aqui descritas.

Interferencias

Altas concentraciones de silice (mas de 20 mg/L de SiO,) causan interferencias en los
resultados de la concentracion de fosforo.

Procedimiento analitico

Tome 50 mL de la muestra (0 una alicuota diluida a 50 mL) y transfiéralos a un frasco
cénico de 125 mL. Adicione una gota de la solucion indicadora fenolftaleina. Si se observa
una coloracion roja, adicione gotas de H2SO4 (31+69) hasta que desaparezca el color.
Adicione 10 mL de reactivo combinado a la muestra y mezcle fuertemente por agitacion
del frasco cénico. Después de pasados 10 minutos, y antes de los 30, mida la absorbancia
del color azul de la solucion en cubetas de 5 cm de espesor utilizando un espectrofotémetro
a 640 nm contra un blanco de reactivo (50 mL de agua destilada procediendo de la misma
forma que la muestra).

Calibracion

Para la determinacion de la concentracion de fosforo se realiza previamente una curva de
calibracion. Una serie de patrones es preparada a partir de la solucion patron de fdésforo

como se muestra en la siguiente tabla:
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VVolumen (mL) de solucién patron Concentracion de
2,5 mg/L de fésforo fésforo (P)
en 50 mL mg/L
1,0 0,050
2,0 0,100
4,0 0,200
7,0 0,350
10,0 0,500

Para la determinacion de la concentracion de ortofosfato se realiza previamente una curva
de calibracion. Una serie de patrones es preparada a partir de la solucién patron de fésforo

como se muestra en la siguiente tabla:

Volumen (mL) de solucion patrén | Concentracion de
2,5 mg/L de fosforo fésforo (P)
en 50 mL mg/L

0,1 0,005

0,18 0,009

0,4 0,02

1.0 0,05

2.0 0,10

4.0 0,20

7.0 0,35

10.0 0,50

Adiciones 10 mL de reactivo combinado a cada patron y mezclar por agitacion. Después
de pasados 10 minutos, y antes de los 30, mida la absorbancia del color azul en cubetas de
5 cm de espesor utilizando un espectrofotometro a 640 nm contra la solucion de referencia
(50 mL de agua a la cual se adiciona 10 mL de reactivo combinado). Plotee el valor de la
absorbancia contra el valor de la concentracion para obtener la curva de calibracion lineal.
La curva de calibracion es confeccionada por el método estadistico de los minimos
cuadrados utilizando para ello el Software “CurveExpert”

Incertidumbre y expresion de los resultados

Los resultados se expresan de la siguiente forma:

Concentracion * Uexy (MQ/L)

Donde:

Uexp (Mg/L): Incertidumbre expandida (K=3,18) para el fosforo y (K=2.45) para el

ortofosfato.
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Concentracion: Concentracion (mg/L) del analito.

Control de calidad del ensayo.

Prepare un patron a partir de la solucion patron de P-PO4-3 (Concentracién 2,5 mg de P-
PO4-3/L). La concentracién a preparar debe ser de 0.200 mg/l de P-PO4-3, punto
intermedio de la curva. Ubique el valor obtenido de Absorbancia, concentracion esperada
del patrén, etc, en la hoja de céalculo Excel confeccionada para el grafico de control
correspondiente al ensayo (segun procedimiento L-SA-006) la cual se encuentra en la PC
del local de Ensayos Fisico-Quimicos de Aguas y Atmdsfera. Realice este control cada vez
que se ejecute el ensayo en el laboratorio.

Procedimiento de limpieza de la cristaleria utilizada en el ensayo.

Para la limpieza de la cristaleria de este ensayo se utiliza detergente libre de fosfatos. Una
vez terminado el proceso de fregado (punto anterior), enjuague con suficiente agua
destilada hasta eliminar los vestigios de detergente y ponga a secar. Finalmente, mantenga
la cristaleria en una solucion diluida de acido clorhidrico hasta su utilizacion.

Reactivos utilizados en la determinacion

1-Reactivo combinado: Se disuelven 0,5 g de &cido ascorbico (p.a) en 100 mL de solucion
mezcla (ver 1.1). Esta solucion es estable una semana si se mantiene a 4 grados.

1.1-  Solucién Mezcla: Disolver 0,065 g de tartrato de antimonio y potasio (p.a) en
aproximadamente 350 mL de agua destilada, adicionar 2,8 g de molibdato de amonio (p.a)
y mezclar bien. Luego adicione con cuidado 35 mL de &cido sulfurico concentrado (p.a) y
deje enfriar. Diluir a 500 mL con agua destilada. Estable 1 afio si se conserva en
polietileno.

2-. Solucion patrén de Fésforo (2,5 mg de P-PO4-3/L): Tomar 7,7 mL de la solucion patrén
de PO4-3 (1002 + 2 mg/L de PO4-3 6 326,15 mg/L de P-PO4-3 CertiPUR Trazable a SRM
de NIST) y diluir en 1000 mL con agua destilada. Esta solucion es de uso diario.

3-. Acido sulfurico (31+69): Mezclar 31 mL de H2SO4 concentrado (p.a) con 69 mL de
agua destilada.

4-. NaOH (1N 6 40 g/L): 2 g de NaOH (p.a) se disuelven en 50 mL de agua destilada.

5-. Solucidn indicadora fenolftaleina (5 g/L): 0,5 g de fenolftaleina (p.a) se disuelve en 50
mL de etanol, adicionar 50 mL de agua destilada.
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Nota aclaratoria: En caso de no disponer de una solucién patron de PO4-3 (CertiPUR
Trazable a SRM de NIST) se prepara un patrén interno de P-PO4-3 de la siguiente manera:
Solucién Stock de Fésforo (50 mg de P-PO4-3/L): Disolver 0,2197 g de KH2PO4 (p.a)
previamente secado a 110 grados por 1 hora en 1 L de agua destilada.

Solucion patron de Fésforo (2,5 mg de P-PO4-3/L): Diluir 50 mL de Stock de Fdsforo en 1
L de agua destilada.

Aparatos y utensilios utilizados
1-. Espectrofotometro con longitud de onda de 640 nm.
2-. Utiles y cristaleria de laboratorio.

3.- Plancha de calentamiento.

e PROCEDIMIENTO PARA LA DETERMINACION DE N-NO3z EN AGUA
Principio del método
El presente método para cuantificar nitratos en aguas, se basa en el empleo de sulfato de
hidracina como reductor de nitratos a nitrito (en un medio alcalino en presencia de trazas
de cobre como catalizador de la reduccién) y determinacién del nitrito mediante la clasica
reaccion de Greiss.
El i6n nitrato en medio alcalino se reduce a nitrito con un potencial normal de reduccion
de 0,01 V.
NOs- + H,O + 2e-—> NO,- + 20H-
La reaccion general en medio alcalino es la siguiente:
NaHz + 2NO3” — > 2NO; + N, + 2H,0 Eo=1,17V
Conservacion de la muestra e interferencias.
El andlisis debe realizarse preferiblemente después del muestreo. De no ser posible las
muestras pueden preservarse por la adicion de 1 mL de &cido sulfurico 4M. La materia
suspendida y la coloracidn fuerte en la muestra interfiere y se elimina afiadiendo 0,2 mL de
solucion de sulfato de magnesio y 0,2 mL de solucién de hidroxido de sodio 4M por cada
100 mL de muestra. Agitar y después decantar la solucién para su analisis.
Calibracion
A partir de la solucion de trabajo de nitrato se preparan una serie de soluciones estandar por

dilucion con agua destilada como se detalla en la siguiente tabla (que seran utilizadas
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posteriormente para la confeccion de la curva de calibracion) y se procede al tratamiento de

estas de igual manera que las muestras.

Volumen de solucion | Concentracion de N-NO5
trabajo, mL /50 mL (mg /L)

0,64 0,009

1 0,014

2 0,028

3 0,042

5 0,07

Procedimiento de determinacion del N-NO3

A la par con las muestras prepare dos blancos de reactivos con agua desionizada, al
primero (blanco 1) se le adicionan todos los reactivos (ver 7.4.2 'y 7.4.3) y al otro (blanco
2) se procede de forma similar pero sin la adicién del reactivo de color (solo el 7.4.2).
Luego proceda a realizar el mismo tratamiento que a las muestras y mida su absorbancia en
cubetas de 5 cm de espesor utilizando un espectrofotometro a 543 nm, utilizando agua
destilada como referencia.

A 50 mL de muestra filtrada con papel de filtro cualitativo se le afladen 2 mL de la
solucion buffer de fenato y 1 mL del reactivo reductor hidracina-cobre. Mezcle
vigorosamente y coloque en la oscuridad por un periodo de 24 horas. Transcurrido ese
tiempo, adicionar 2 mL del reactivo de color y mezclar bien. Medir la absorbancia de la
muestra a 543 nm pasados diez minutos y antes de dos horas después de la adicién del
reactivo de color, utilizando agua destilada como referencia y cubetas de 5 cm de espesor.
Confeccidn de la curva de calibracidn, incertidumbre y expresion de los resultados

Para muestras de aguas salinas la absorbancia se corrige por el efecto salino asiendo uso

del Anexo 3, y se realiza el célculo de la Absorbancia Neta por la siguiente expresion:

A= _(a-A,)

®a  Efecto_Salino

donde:

An = Absorbancia de la muestra (o solucién estandar)
Ap1= Absorbancia del blanco 1
Apz= Absorbancia del blanco 2
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Plotee el valor de la absorbancia neta contra el valor de la concentracion para obtener la
curva de calibracion lineal. La curva de calibracion es confeccionada por el método
estadistico de los minimos cuadrados utilizando para ello el Software “CurveExpert”. Los
datos obtenidos del ensayo (Absorbancia, Concentracion de N-NO;", Factor de dilucion,
etc) son llevados a la hoja de célculo Excel desarrollada para el calculo de la concentracion
y la incertidumbre. Esta hoja de calculo da directamente la concentracion y la
incertidumbre asociada de la muestra objeto de ensayo y esta ubicada en la PC del local de
Ensayos Fisico-Quimicos de Aguas y Atmosfera.

En muestras que hayan sufrido dilucién los calculos se corrigen por la expresion.

Conc(mg /L)= @

donde:

A = concentracion de N-NOj™ obtenida a partir de la curva de calibracion.

B = volumen de muestra tomado.

v = volumen final después de la dilucion.

Incertidumbre

El célculo de la incertidumbre se realiza de acuerdo al procedimiento L-SA-005,
auxiliandose de la hoja de calculo Excel confeccionada a tal efecto

Los resultados se expresan de la siguiente forma:

Concentracion * Uey, (MQ/L)

Donde:

Uexp (M@/L): Incertidumbre expandida (K=3,18).

Concentracion: Concentracion (mg/L) del analito.

Control de calidad del ensayo.

Prepare un patrén a partir del la Solucion de trabajo de N-NO3- (Concentracion 0,7 mg de
N-NO3-/L). La concentracion a preparar debe ser de 0.042 mg/l de N-NO3- . Realice el
mismo procedimiento al patron que el que se realiza a la muestra. Ubique el valor obtenido
de Absorbancia, concentracion esperada del patron, etc, en la hoja de célculo Excel
confeccionada para el gréafico de control correspondiente al ensayo (segln procedimiento
L-SA-006) la cual se encuentra en la PC del local de Ensayos Fisico-Quimicos de Aguas y

Atmosfera. Realice este control cada vez que se ejecute el ensayo en el laboratorio.
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Reactivos utilizados en la determinacion.

Solucién de trabajo de nitrato (0,7 mg/L de N-NO3’): Tomar 3,1 mL de la solucion patrén
de NOj3 (1003 + 5 mg/L de NO3™ CertiPUR Trazable a SRM de NIST) y diluir en 1000 mL
con agua destilada. Esta solucion es de uso diario.

Reactivo reductor hidracina-cobre: Esta solucion se prepara mezclando 25 mL de la
solucion de Sulfato de Hidracina (ver 2.1) con 5 mL de la solucién de Sulfato de Cobre
(ver 2.2), finalmente diluya a 50 mL con agua destilada.

Solucion de sulfato de hidracina (4,8 g/L): Disuelva en unos 200 mL de agua desionizada
1,2 g de Sulfato de Hidracina (p.a) y ajuste el volumen a 250 mL.

Solucién de Sulfato de Cobre (0,393 g/L): Disolver 0,0393 g de CuSO4 x 5H,0 (p.a) en
100 mL de agua desionizada.

Solucion buffer de fenato: Disuelva 9,40 g de Fenol cristalizado (p.a) en 200 mL de agua
desionizada (si la solucion se ve turbia se filtra a través de filtro cualitativo) y diluir a 250
mL. Mezclar 50 mL de esta solucion con 16 mL de una solucién de NaOH 1M vy ajuste el
volumen a 100 mL. La solucion se guarda en un frasco &mbar y se desecha cuando se torne
coloreada.

Reactivo de color: Se le afiade a 20 mL de agua destilada agitando constantemente 5 mL de
Acido Fosférico (HsPO, p.a) concentrado y 0,5 g de Sulfanilamida. Después de la
disolucién completa de la Sulfanilamida adicionar 0,05 g de diclorhidrato de N-1 Naftil-
Etilendiamina (p.a). Se agita hasta disolver y se diluye con agua destilada hasta 50 mL.
Esta solucion es estable hasta aproximadamente un mes si se conserva en frasco &mbar y
refrigeracion.

Acido Sulfdrico (4M): Disuelva 28 mL de H,SO4 concentrado (p.a) en un pequefio
volumen de agua desionizada, enfrie y diluya hasta 500 mL en agua desionizada.

Solucién de Hidroxido de Sodio (4M): Disuelva 16 g de NaOH (p.a) en agua desionizada,
enfrie y diluya hasta 100 mL en agua desionizada.

Solucién de sulfato de magnesio (2M): Disolver 50 g de MgSO4 x 7H,0 (p.a) en agua
destilada y diluir a 1 litro.

Nota aclaratoria: En caso de no disponer de una solucion patron de NO3z™ (CertiPUR

Trazable a SRM de NIST) se prepara un patrén interno de N-NOjs™ de la siguiente manera:
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Solucién madre de nitrato (140 mg/L de N- NO;3 °): Se seca a 110 °C por varias horas el
Nitrato de Potasio (KNO3 p.a). Se disuelven 1,0111 g de la sal previamente secada en agua
destilada y diluir a 1 litro.

Solucién de trabajo de nitrato (0,7 mg/L de N-NOg): Diluir 5 mL de la solucién madre a 1
litro. Esta solucion es de uso diario.

Equipos y utensilios utilizados

1.- Espectrofotdmetro con longitud de onda 543 nm.

2.- Utiles y cristaleria de laboratorio.



