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Sumario

Los hidrogeles inteligentes son una clase de polimeros funcionales que se utilizan ampliamente en
diversos ambitos, como la agricultura, la medicina, la farmacia, el tratamiento de efluentes, la industria
textil, entre otros. Para el caso del uso de hidrogeles en areas forestales y/o agricolas se utilizan debido

a su capacidad de desorber agua y nutrientes de forma controlada durante un tiempo establecido.

Para esta memoria de titulo se realiza un hidrogel inteligente a base de la microalga Scenedesmus

obliquus gue es la encargada de aportar nutrientes y bioestimulantes de forma natural al hidrogel.

Se tiene como objetivo estudiar las oportunidades de reforzamiento de los biomedios microalgales
para mejorar las propiedades estructurales de hidrogeles a partir de microalgas. Debido a que esta
memoria forma parte de un proyecto, del cual, se quiere estudiar posibles mejoras a través de

fortificadores en la estructura actual del hidrogel.

El hidrogel actual esta hecho a partir de un biomedio expuesto a aguas de la piscicultura, este se
encuentra formado de alginato de sodio y microalga. Sin embargo, se encuentra el problema de que
este biomedio de geometria esférica tiene una duracion de solo 14 dias en el agua de la piscicultura,
lo cual, no es eficiente. Es aqui donde se toman dos decisiones innovadoras, por un lado, probar dos
fortificadores naturales como lo son el Agar-Agar y la Carragenina. Y, por otro lado, probar un cambio

en la geometria tradicional y probar laminas de biomedios en vez de esferas.

Se probaron estos biomedios en un sistema de acuarios que simulan las condiciones de la piscicultura
durante 35 dias realizando tres ciclos en los cuales se iba fortificando el agua y se iban analizando
diariamente los niveles de amonio, fosfato y nitrito. La depuracion arrojé los mejores resultados para

el biomedio tradicional y el realizado con Agar-Agar.

A lo largo de este informe, se pueden revisar los diferentes analisis y caracterizaciones visuales,

microscopicas y mecanicas. Ademas de las interacciones descritas en la depuracion.

Finalmente, se presenta una opcion funcional de geometria diferente a la encapsulacion tradicional
con la misién de buscarle mejores en la degradacion o reutilizacion de mallas y ademas, se presenta
que el hidrogel fortificado con Agar-Agar muestra resultados interesantes que abren diversas opciones
de andlisis y posibles utilidades de este en el area de la depuracion y del ahorro de agua en el area

agricola-forestal.



Abstract

Smart hydrogels are a class of functional polymers widely used in various fields, such as agriculture,
medicine, pharmaceuticals, wastewater treatment, and the textile industry, among others. In the case
of forestry and agricultural applications, hydrogels are employed due to their ability to release water

and nutrients in a controlled manner over a specified period.

This thesis focuses on developing a smart hydrogel based on the microalga Scenedesmus obliquus,
which naturally contributes nutrients and biostimulants to the hydrogel. The main objective is to
explore the potential of reinforcing microalgal biomediums to enhance the structural properties of
hydrogels derived from microalgae. This study is part of a larger project aimed at investigating
possible improvements through structural fortifiers for the current hydrogel design.

The current hydrogel is derived from a biomedium exposed to aquaculture water, consisting of sodium
alginate and microalgae. However, this spherical biomedium design has a significant limitation: it
lasts only 14 days in aquaculture water, making it inefficient. To address this, two innovative
approaches were implemented: first, testing two natural fortifiers, Agar-Agar and Carrageenan, and
second, introducing an alternative geometry by replacing the traditional spherical design with

biomedium sheets.

These biomediums were tested in an aquarium system simulating aquaculture conditions over 35 days,
divided into three cycles. During this period, the water was fortified, and the levels of ammonia,
phosphate, and nitrite were analyzed daily. The results showed that the traditional biomedium and the

one reinforced with Agar-Agar performed best in nutrient removal.

This report includes a detailed review of various visual, microscopic, and mechanical analyses, as

well as the interactions observed during the purification process.

Finally, a functional alternative to the traditional encapsulation geometry is proposed, focusing on
improving the degradation or reuse of the biomedium sheets. Additionally, the fortified hydrogel with
Agar-Agar demonstrated promising results, offering potential applications in nutrient removal and

water conservation in the agricultural and forestry sectors.
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1. Introduccién.

En todo el mundo la escasez hidrica se ha convertido en una de las crisis mas apremiantes del siglo
XXI1, siendo de todos los desastres natural el que posee los factores méas complejos y menos
comprendido por el ser humano, ademas de ser el mas dificil de monitorear [1]. Latinoamérica no es
la excepcion, en Chile, la baja disponibilidad de agua para riego que enfrenta el pais obliga a los
productores agricolas y forestales a la incorporacion de nuevas técnicas modernas para administrar
los recursos hidricos [2]. Es aqui donde aparece la tecnologia de los hidrogeles o dosificadores de
aguay nutrientes para su uso en cultivos forestales y agricolas con el fin de manejar de forma eficiente

el agua disponible.

Los hidrogeles inteligentes son una clase de polimeros funcionales que se utilizan ampliamente en
diversos ambitos, como la agricultura, la medicina, la farmacia, el tratamiento de efluentes, la industria
textil, etc [3]. Lo que diferencia un hidrogel inteligente de un hidrogel “"comdn”, es que, un hidrogel
comun o ambientalmente insensible, es capaz de mantener su estructura, asi como sus propiedades
fisicas y quimicas bajo diversas condiciones ambientales [4]. Mientras que, un hidrogel inteligente es
aquel que, al someterlo a estimulos ambientales como un campo magnético, estrés, luz, temperatura,
cambios de pH, fuerza idnica, etc., la estructura de red tridimensional del hidrogel cambia (se hincha
o deshincha). Para el caso del uso de hidrogeles en areas forestales y/o agricolas se prefiere el uso de
hidrogeles inteligentes debido a su capacidad de desorber agua y nutrientes de forma controlada

durante un tiempo establecido.

En forma paralela, la industria de microalgas ha tenido un gran crecimiento en los Gltimos afios por
sus aplicaciones en diversas industrias, tales como, farmacéutica, alimenticia animal y humana,
biorrefinerias y en la industria acuicola por su actividad metabolica en el tratamiento de aguas
residuales industriales [5]. Es esta Gltima industria la que despierta el interés para esta memoria de
titulo, ya que, esta se lleva a cabo dentro de un proyecto, el cual, desarrolla hidrogeles a base de
microalgas, especificamente de la especie Scenedesmus obliquus que es la encargada de aportar

nutrientes y bioestimulantes de forma natural al hidrogel.

Es por esto, que un hidrogel a partir de microalga presenta una oportunidad que junta dos areas, la
ayuda a la remocion de contaminantes en la industria piscicola generando biomasa y, por tanto, valor
agregado. Y también, ayudando a las industrias agricolas y/o forestales con el ahorro de agua para sus
regadios gracias a la gran capacidad de hinchamiento que tienen los hidrogeles sumados a la entrega



de nutrientes que contiene el mismo [6] Es aqui donde el proyecto del que forma parte esta memoria
de titulo ve la oportunidad de elaborar un hidrogel a partir de microalgas que sea biodegradable y que

dosifique agua y nutrientes a las especies en sus etapas de germinacion y crecimiento.

La forma de realizar el hidrogel en el proyecto es primero, realizar un biomedio, el cual, consiste en
esferas de alginato de sodio precipitadas en cloruro de calcio, que en su interior tienen encapsulada la
microalga a una concentracion especifica, la cual, es cultivada en el laboratorio. Luego, este biomedio
se expone durante un periodo de tiempo establecido en la industria acuicola, especificamente en agua
de piscicultura. Una vez agotados estos biomedios son retirados de la industria acuicola y comienza
la produccion de hidrogel. El agotamiento del biomedio se puede dar de diferentes formas, tales como,
cuando la microalga ya no se puede seguir desarrollando dentro de la esfera, o bien cuando la
microalga ya no es capaz de seguir eliminando los contaminantes del agua. También, se puede dar el

caso de un agotamiento en su estructura, perdiendo esta forma de esfera y comenzar a desintegrarse.

Esta forma de realizar los biomedios a través de una encapsulacion en esferas de alginato de sodio
para la remocion de diferentes contaminantes del agua es algo que lleva mucho tiempo realizandose
esto debido a que estos geles sirven para que la microalga se adhiera y pueda seguir realizando su
crecimiento [7]. Ademas, se puede obtener un mayor crecimiento celular con una eliminacion
satisfactoria de los contaminantes del agua dado que esta encapsulacién da una estructura bien
organizada y una mejor utilizacion de la luz [8]. En efecto, existen estudios que comprueban que la
depuracién de aguas tiene una mejor eficiencia en sistemas encapsulados, mas que en sistemas con

microalgas suspendidas [9].

El desafio de esta memoria de titulo se presenta en evaluar el comportamiento y la durabilidad de este
biomedio en un sistema simulado a escala de laboratorio controlando diferentes variables que
permitan ver como se va agotando el biomedio en un determinado tiempo. A esto se le suma en
paralelo en sistemas anexos, el estudio de dos diferentes alternativas al biomedio tradicional, con el
fin de encontrar si existe una mejor forma de exponer este biomedio en un futuro en las aguas de la
industria acuicola y que termine siendo un producto Util e innovador para la industria agricola/forestal

como producto final, es decir, como hidrogel.

El porqué de buscar diferentes opciones al biomedio tradicional, viene de la inquietud que actualmente
el biomedio en aguas de la piscicultura sufre un agotamiento rapido en su estructura, lo que no permite

gue este pueda ser expuesto por meses, optimizando las visitas a la industria para el retiro y reposicion



del biomedio. Sin embargo, tampoco es solucion realizar un biomedio con una estructura altamente
resistente que no permita la interaccion entre el agua de la piscicultura y la microalga en el interior de

las esferas.

Las dos alternativas que se estudiaran son el Agar-Agar y la Carragenina. EI Agar-Agar es un
polisacarido sin ramificaciones obtenido de la pared celular de distintas algas rojas y que tiene la
capacidad de contener entre 200 a 300 veces su peso [10]. Mientras que, la Carragenina se define
como un derivado también de algas marinas rojas que es capaz de absorber humedad y producir un
gel firme, se debe tener en cuenta que esta debe ser calentada para alcanzar su solubilidad [11]. Es
esta capacidad de hinchamiento y a su vez poder gelificar es lo que las hace atractivas como

potenciales biomedios y posteriores hidrogeles.

Sin embargo, el uso de estas dos alternativas presenta un desafio innovador para este estudio, debido
a que como son dos materiales que se deben trabajar a temperatura, no fue posibles generarlos como
esfera para hacer el biomedio tradicional antes mencionado. Es aqui, donde nace la iniciativa de probar
una nueva forma de biomedio, de la cual, no se encontré literatura actual y corresponde a biomedios
en forma de laminas soportados en mallas. Si bien, las mallas presentan una posible problematica
ambiental, se considera como un inicio para evaluar las capacidades de interaccion de este nuevo
biomedio laminar con aguas de la piscicultura y a la vez, evaluar su capacidad de crecimiento de

microalgas y de depurador de aguas contaminadas.

En resumen, la propuesta para solucionar este problema es buscar un biomedio fortificado que permita
la duracion deseada de las esferas en el agua de la industria acuicola y que, a su vez, no limite el
intercambio de iones y nutrientes entre el agua de la industria y la microalga. Ademas, de probar una
nueva geometria para los biomedios que sale de todos los estudios realizados actualmente en la
encapsulaciéon de microalgas. Todo este procedimiento se llevara a cabo en laboratorio, ocupando una
simulacion de la exposicion del biomedio en aguas de la piscicultura, con tres sistemas en paralelo en
donde se evalla el biomedio tradicional realizado en el proyecto ademas de dos biomedios diferentes
controlando y midiendo antes, durante y después tanto el agua como el biomedio expuesto y
finalmente, se lleva a cabo la produccién de los tres hidrogeles realizando una posterior

caracterizacion fisico-quimica para determinar que opcion es la mas eficiente.



2. Objetivos

2.1.0ODbjetivo general

Estudiar las oportunidades de reforzamiento de los biomedios microalgales para mejorar las

propiedades estructurales de hidrogeles a partir de microalgas.
2.2.0bjetivos especificos

e Estudiar las propiedades estructurales de los biomedios en un medio con contenido de especies
ionicas disueltas

e Evaluar el efecto de la incorporacion de reforzadores de estructura sobre la capacidad de
depuracion de nutrientes

e Caracterizar el efecto de la incorporacién de estos reforzadores de estructura sobre la

estabilidad mecéanica de los hidrogeles preparados a partir de estos biomedios.



3. Materiales y métodos

3.1. Montaje del sistema

Para la realizacion de esta memoria de titulo se llevo a cabo un montaje de un sistema de biorreactor
que promueva el crecimiento de las microalgas y que, a su vez, simule las condiciones a las que se

tendrian en la piscicultura. El biorreactor utilizado se muestra a continuacion.

Figura 1. Esquema del biorreactor a utilizar.

Como se puede observar en la figura 1 se enviaron a disefiar tres sistemas, estos estan elaborados de
vidrio de un espesor de 6 milimetros. Cuentan con orificios a sus extremos, los cuales, funcionan
como entrada y salida del agua, que para este caso en particular se ocuparon como recirculacién del
sistema impulsados por una bomba incorporada a un filtro externo. En la zona media del sistema se
instala el biomedio, el porqué de la forma del sistema se debe a que asi, se asegura el mayor contacto
posible de toda el agua con el biomedio. Los planos con las medidas de la estructura de vidrio se

adjuntan en anexo 1.

Como el objetivo es lograr condiciones similares a las que se tienen en la piscicultura, es fundamental
lograr una temperatura entre 10-12 °C. Esto se comprobd en una visita a la piscicultura salmones
Pangue. Para lograr enfriar el agua se utilizd un sistema Chiller, pero como solo se tenia uno de estos
se disefid un serpentin de acero inoxidable, el cual, era capaz de bajar la temperatura de los tres
acuarios a traves del fendmeno de conduccion y conveccion sin mezclar las aguas de cada uno de los

acuarios, con el fin de mantener la independencia de cada uno de los sistemas.



Memoria de titulo

Otro punto importante en el crecimiento de las microalgas es la oxigenacion y la iluminacion de estas.
Para poder cumplir con estos requerimientos se utilizaron aireadores con difusores en sus puntas los
cuales estaban repartidos uno en cada acuario. Mientras que, para la iluminacion se utilizaron luces
de acuario que iluminaban por el lateral de cada acuario con el fin de que la mayor cantidad de

biomedio posible fuera afectado por la luz.

La seleccion de este biorreactor se basé en un estudio, el cual, luego de analizar el estado del arte en
cuanto a biorreactores utilizados a nivel de laboratorio se llevo a cabo una simulacion en AquaSim
2.0. Este programa estd disefiado para la identificacion y simulacion de sistemas acuéticos en
laboratorios, plantas técnicas y naturaleza. Las aplicaciones de este programa van desde la simulacion
de sistemas de biofilm, sistemas de reactor CSTR, reactor de tipo Batch, sistemas de reactor advectivo-
difusivo, sistemas de rios y lagos, entre otros. Ademas, este programa realiza las tareas de simulacién,

analisis de sensibilidad y estimacion de parametros [11].

En el estudio encontrado se llego a la conclusion de que el modelo que mejor cumple las caracteristicas
para la simulacion de un entorno acuético controlado que se asemeje a las aguas de la piscicultura es

el modelo Flat Plate Bioreactor de forma horizontal (h-FPBR). El flujo horizontal a lo largo del reactor

tiene un efecto directo sobre la biomasa y el consumo de nutrientes a lo largo del reactor [12].

Figura 2. Sistemas ya montados con todos sus accesorios y en funcionamiento con el experimento. Se pueden ver filtros,

biomedios, acuarios, serpentin y mangueras que se conectan al chiller.



3.2.Fabricacién de biomedios

Como ya se menciond en la introduccion se tomé la decision de no realizar la geometria tipica de
biomedio para llevar a cabo la depuracion, la cual, corresponde a esferas de alginato. Esto debido al
comportamiento térmico de la Carragenina y el Agar-Agar que no hacian posible la realizacion de

esferas a temperatura ambiente como si lo permite el Alginato de sodio.

Es por esto por lo que se estudiaron de forma tedrica diferentes geometrias hasta que se llegd a la
decision de una geometria laminar soportada en mallas, las consideraciones de esta eleccion van desde
el punto de vista practico, ya que, permite una manipulacion mas sencilla de los biomedios y permite

una recuperacion mas eficiente una vez finalizados los experimentos.

Se realizaron tres tipos de biomedio, uno para cada acuario, el acuario 1 contuvo los biomedios de
alginato de sodio, el acuario 2 los biomedios de alginato y Agar-Agar y el acuario 3 los biomedios
con alginato y Carragenina. Y dentro de cada acuario se utilizaron dos tipos de mallas con diferente
tamaiio de poro, una con un tamafio de 60 micras (de ahora en adelante, llamada malla fina) y una
malla con un poro de 3.500 micras (de ahora en adelante Ilamada malla ancha) para soportar el

biomedio.

En un principio, el procedimiento para cada biomedio es igual. Lo primero, era extraer un litro del
cultivo de microalga, esta extraccion debe ser obligatoriamente directa del cultivo, ya que es
fundamental que la microalga se encuentre viva, no asi para la realizacion del hidrogel en donde no

era perjudicial que la microalga esté muerta.

Luego, se realiza la medicion de la concentracion en ppm (partes por millén) que se encuentra la
extraccion del cultivo, esto se llevo a cabo con el espectrofotdmetro de microplatos EPOCH 2 de
Biotek. Equipo que ofrece un excelente rendimiento para mediciones de absorbancia UV, la amplia
gama de longitudes de onda permite aplicaciones que van desde la cuantificacion de acidos nucleicos
y proteinas en el UV bajo hasta ensayos de crecimiento microbiano en longitudes de onda mas altas,
todas estas especificaciones estan disponibles en el sitio web de Biotek. Una vez medida la
concentracion de la microalga se realiza el célculo del factor de dilucion con el fin de que la
concentracion de cada biomedio quedara al 0,1%, el porqué de esta concentracion se debe a que se
queria evaluar la capacidad de crecimiento de la microalga desde una concentracién muy baja con el

fin de evaluar cuanto podia crecer la microalga, ya que, eso seria una generacion de biomasa la cual



da valor agregado al producto, lo que es de gran interés para el proyecto. Ya con esto se puede realizar
cada biomedio segun su procedimiento respectivo.

Para el primer biomedio este estaba compuesto de microalga y alginato de sodio. Se puso la solucion
de 500 ml de microalga al 0,1% en un agitador mecénico al minimo de las revoluciones por minuto
(rpm) que permitiera el equipo. Luego, se agrega el alginato de sodio en una proporcion para que esta
quede al 2% p/p en la solucidn, se debe ir incrementando los rpm debido a que el alginato aumenta la
resistencia de la solucion. Se deja la mezcla en el agitador mecanico un tiempo minimo de una hora.
Le eleccidon de esta concentracién de alginato de sodio se tomé debido a que es de esta forma como
se realiza en el proyecto actual del cual, esta memoria forma parte y como ya se menciond en secciones

anteriores la idea es poder encontrar alternativas o0 mejoras a los métodos actuales del proyecto.

El segundo biomedio se realizé con microalga al 0,1%, alginato de sodio al 2% y Agar-Agar al 1%.
A diferencia del biomedio numero uno acé es necesario en un principio colocar solamente el agua que
realizara la dilucién de la microalga a una concentracion del 0,1% sobre una placa calefactora y con
el agitador mecéanico, esperando gue se llegue a una temperatura entre 60-70 °C. Esto debido a que
para lograr una correcta homogenizacién del Agar-Agar se deben llevar a estas temperaturas, pero no
se puede exponer a la microalga a temperaturas tan altas, es por esto por lo que en un principio se
realiza solo con agua y en caso de complicaciones con la homogenizacion se debe agregar la menor
cantidad posible de microalga. Una vez ya disuelto el Agar-Agar y el alginato de sodio, se baja la

temperatura a 50 °C y se adiciona la totalidad de la microalga.

El tercer biomedio se realiza de forma analoga al segundo biomedio considerando las mismas

concentraciones, el unico cambio es que en vez de utilizar Agar-Agar, se utiliza la Carragenina.
Las iméagenes de los biomedios resultantes se adjuntan en la seccion de resultados.

La eleccion de las concentraciones de Agar-Agar y Carragenina del biomedio dos y tres se deben a
que dentro del proyecto se encuentra otra memoria de titulo estudiando hidrogeles con estos dos
compuestos, pero sin ser expuestos a una simulacion de agua de piscicultura, como se trata de una
propuesta innovadora se tomo el punto central del disefio experimental de dicha memoria de titulo,
con el fin de que, dependiendo de los resultados se pudiese en un futuro aumentar o disminuir las

concentraciones para nuevas pruebas.

Una vez listas las soluciones de cada biomedio estas se debian fijar en las mallas descritas

anteriormente, para esto el procedimiento constaba de lo siguiente: primero, se coloca la malla dentro



de un recipiente antiadherente en el cual, la malla estuviera completamente estirada. Luego, se vierte
la mezcla del biomedio y finalmente, para lograr la suportacion se depositaba sobre la malla y el
biomedio, cloruro de calcio al 2% para el caso del biomedio uno, cloruro de calcio al 1,75% en caso
del Agar-Agar y una mezcla de cloruro de calcio y cloruro de potasio ambos al 1,75% para el caso del
tercer biomedio con Carragenina. Estos compuestos son los responsables de formar el

entrecruzamiento idnico que permiten la fijacion del biomedio en los dos tipos de mallas.

Una vez mas, la justificacion de estas concentraciones en el caso del biomedio solo con alginato de
sodio es debido a que se quiere replicar el procedimiento que se ha seguido dentro del proyecto.
Mientras que, la eleccion de las concentraciones de los otros biomedios, vuelven a corresponder al

punto central del disefio experimental de la otra memoria de titulo abarcada dentro del proyecto.

Es importante que una vez hechas las mallas estas queden reposando al menos cuatro horas en cloruro

de calcio y/o cloruro de potasio segun el biomedio correspondiente.

Finalmente, las mallas ya estan listas para ser colocadas en el sistema, se colocaron dos mallas de cada
tipo en cada estanque, la forma de colocarlas fue apilarlas de forma horizontal una sobre otra dejando
una separacion suficiente para permitir el paso del agua por cada malla con el fin de que la superficie
de contacto fuera la maxima posible entre cada biomedio y el agua del sistema. A continuacion, se

aprecia como fue montado el sistema para el inicio del experimento.
3.3.Seguimiento de la depuracién de aguas y crecimiento de microalgas.

Como ya se repaso en el estado del arte de la introduccion, el proceso de depuracién de aguas es un
término empleado para referirse al proceso de eliminar contaminantes, impurezas y nutrientes que se
encuentran en exceso en el agua, con el fin de mejorar su calidad. Para evaluar la capacidad de
depuracion de aguas de los biomedios se realizaron 3 ciclos de fortificacion de agua. Esto consiste en
que se afadieron diferentes sales para aumentar los niveles de nitrito, amonio y fosfato para asi ver
cuanto porcentaje de la concentracion inicial de cada ion eran capaces de depurar los biomedios en
los acuarios en un cierto tiempo especifico. Las sales utilizadas fueron nitrito de sodio, fosfato de

potasio y nitrito de amonio.

La medicion de los niveles de estos iones se realizd de forma diaria, para ello se extraian 2 ml de
muestra directa de cada extremo de cada estanque para la medicion de nitrito y amonio. Mientras que,

para fosfato se extraia 1 ml de cada extremo de cada uno de los estanques, pero esta muestra si debia



ser filtrada. Ademas de cada estanque, se tenia un control, el cual, consistia en un recipiente con esta
agua fortificada, pero sin biomedio en su interior. Las mediciones del control fueron exactamente

igual a los otros estanques, por lo cual, puede ser tratado como un cuarto estanque o recipiente.

Estas mediciones se llevaron a cabo en el equipo descrito anteriormente, el espectrofotometro de
microplacas EPOCH 2 de Biotek. En donde cada ion posee su respectiva curva de medicion y su

reactivo para llevar a cabo la reaccion y posteriormente la medicion.
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Figura 3. Espectrofotémetro de microplacas EPOCH 2 de Biotek.

Otra variable de medicion fue la turbidez del agua con el fin de evaluar posibles desprendimientos del
biomedio de su malla de contencion hacia el agua del estanque. Esta medicidn de turbidez se realizd
de forma diaria en dos partes de cada acuario, en el centro donde se encontraba todo el biomedio y
también en uno de los extremos de cada estanque. Para esto se utilizo el turbidimetro Orion AQ4500

de Thermo Scientific.




Figura 4. Turbidimetro Orion AQ4500 de Thermo Scientific.

Por un lado, el control de temperatura y pH también son variables fundamentales que se siguieron de
forma diaria, para la temperatura se usaron termémetros de alcohol y también termometros digitales
para asegurarse de que la temperatura se mantuviera en valores de 10-13 °C que es la temperatura que
suele tener el agua de la piscicultura. Por otro lado, el control del pH se llevé a cabo con el pH metro
Oakton WD-35614-30 impermeable pH 150.
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Figura 5. pH metro Oakton WD-35614-30 impermeable pH 150.

Esto con el fin de cerciorarse que estuviera en los rangos adecuados o bien, fuera capaz de llevarlos a

rangos adecuados al final de cada ciclo.
3.4.Elaboracion de hidrogel

Una vez terminado los tres ciclos y todo el tiempo de exposicion el cual fue de 35 dias, se deben retirar
los biomedios de los acuarios y comenzar su evaluacién como hidrogel. Aqui es importante hacer la
distincion de que los biomedios dos y tres, ya son hidrogeles y no se les debe hacer ningin cambio
posterior, esto debido a que ya presentan en su composicion Agar-Agar y Carragenina
respectivamente, los cuales, entregan rigidez y estabilidad al hidrogel. Sin embargo, para el caso del
primer acuario, que solo posee el alginato de sodio. Si es necesario adicionar otro compuesto que
permita que este biomedio pase a ser un hidrogel, para esto una vez sacado del sistema, se le adiciona
acido citrico en una cantidad del 15% de la cantidad de alginato de sodio que tenia el biomedio. Este
procedimiento para convertirlo en hidrogel sigue los pasos de lo que se ha hecho hasta ahora en el

proyecto del cual esta memoria de titulo forma parte.



3.5.Caracterizacion de los hidrogeles

3.5.1. Swelling
El swelling o hinchamiento es la capacidad de un material, en este caso del hidrogel de absorber y
desorber agua, esto lo que provoca es un aumento en su volumen y masa, pero sin que el material se

disuelva, esto se ve influenciado por factores como pH, temperatura, fuerza ionica, entre otras [13].
Para calcular el porcentaje de swelling de cada hidrogel se utiliza la formula:

%s=w*
d

100

En donde:

e IW;: Masa del hidrogel hinchado o himedo (post absorcién de agua)

e W,: Masa del hidrogel secado

Para obtener la masa de hidrogel himedo o hinchado, lo que se hace en dejarlo en un exceso de agua
por un periodo de 24 horas, luego este se filtra con una bomba de vacio conectada a un matraz Kitosato
hasta que este no filtre mas agua, luego se pesa en una balanza analitica y eso corresponde a su peso

en himedo.

Por otro lado, para la obtencién del peso seco, este se realiza masando también en una balanza
analitica, el hidrogel luego de haber estado por lo menos 12 horas en una estufa de laboratorio a 60

°C para evitar quemar la microalga.

A cada hidrogel se le realizan tres ciclos de swelling.

3.5.2. Reologia
El conocimiento de la reologia de los hidrogeles ayuda a comprender la relacion entre su estructura
guimica y su comportamiento macroscopico. Ademas, esta comprension es crucial para desarrollar

hidrogeles con un rango especifico de propiedades para cualquier aplicacion especifica [14].

La reologia de los hidrogeles se lleva a cabo en el equipo LAMY RHEOLOGY INSTRUMENTS
modelo CP-400 PLUS. Se realizan barridos con una rampa de velocidad de 2 seg™ hasta 1000 seg™,
tanto en sentido ascendente como descendente a una temperatura de 25 °C. Una vez obtenida la curva
de datos se ajusta a alguno de los modelos disponibles y se hacen los calculos para obtener la

viscosidad y el comportamiento del hidrogel.



Figura 6. LAMY RHEOLOGY INSTRUMENTS modelo CP-400 PLUS.

3.5.3. Microscopia Confocal
Con el fin de comprobar si existe un crecimiento microalgas en los biomedios desde que fueron
elaborados y colocados en los acuarios hasta que fueron retirados de estos y ya son convertidos en

hidrogel, se les realiza microscopia confocal.

Se utiliza un microscopio confocal espectral de marca Zeiss modelo LSM780 a aumentos de 40x, se
realiza un analisis tridimensional para evaluar la distribucion y la viabilidad de las microalgas dentro
del hidrogel. Las imégenes se capturan en multiples planos z para obtener una reconstruccion completa

de la muestra.

3.5.4. Andlisis TGA

El TGA se realizé en el equipo NETZSCH STA 409 PC/PG. Las variaciones de masa se registran
constantemente durante el calentamiento para determinar la pérdida de masa (%) en funcion de la
temperatura permitiendo identificar las zonas de descomposicion térmica y estableciendo la

estabilidad del material.



4. Resultados y discusion.

4.1. Progreso visual en el crecimiento de microalgas a lo largo de los tres ciclos

de depuracién de aguas

La exposicion de los biomedios (y posteriormente hidrogeles) se llevo a cabo por un periodo de 34
dias. A lo largo de estos 34 dias, los biomedios fueron capaces de soportar tres ciclos, en los cuales,
la solucién que los contenia eran fortificadas afiadiendo sales con la intencion de subir los niveles de

amonio, fosfato y nitrito.

La microalga Scenedesmus obliquus demostrd crecimiento en los tres acuarios, es decir, en los tres
tipos de encapsulamiento a los que se sometid y en cada acuario también demostré crecimiento en los
dos tipos de mallas en lo que se soporto este biomedio, con algunas diferencias que se explican a

continuacion para cada acuario y su biomedio correspondiente.

En la figura 7 se observa el crecimiento de la microalga de forma visual ilustrando 4 tiempos del
experimento. Estas mallas corresponden al acuario 1, que como se detall6 en la metodologia
corresponde a un biomedio elaborado con alginato de sodio 2% y microalga al 0,1%. Este biomedio
partié con una tonalidad mucho mas verde en comparacion a los otros dos acuarios. Aun asi, en el
segundo par de imagenes correspondientes al dia 13 deja ver a simple vista un verde mas intenso en

especial para el soporte en malla fina (60 micras).

El biomedio presentd una buena estabilidad y poco desprendimiento hasta el dia 26 aproximadamente.
Luego de esto, si se apreciaron desprendimientos, pero con la observacion de que estos eran trozos
enteros de biomedio y no era la microalga disuelta debido a un deterioro del soporte, en este caso,

alginato de sodio.
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Figura 7. Biomedios de alginato de sodio soportados en malla ancha a la izquierda y en malla fina a la derecha a lo

largo de diferentes dias del experimento.

Para el caso de la figura 8 debajo, se tiene la progresién a lo largo de los dias para el acuario 2, que
poseia a la microalga encapsulada con alginato de sodio y Agar-Agar. La presencia del Agar-Agar, al
ser de un color café claro, ocasion6 que en el dia 0 del experimento este se vea a simple viste sin la
presencia de microalgas debido a falta de coloracion verde. No obstante, al dia 13 ya es posible
apreciar que existio un leve crecimiento en todas las mallas sumergidas en el sistema. Y ya para el dia

24 estas se encontraban totalmente verdes.

Los biomedios presentaron un mayor desprendimiento, esto se evidenciara mas adelante cuando se
detalle la cantidad final que hubo tanto de biomedio extraido como de hidrogel final ya terminado sus
tres ciclos de swelling. Ademas, presentd un desprendimiento mixto, entre trozos de biomedio y

también microalga directa en el agua debido al desgaste del encapsulado o bien,
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Figura 8. Biomedios de alginato de sodio y Agar-Agar soportados en malla ancha a la izquierda y en malla fina a la

derecha a lo largo de diferentes dias del experimento.

En tercer lugar, en la figura 9 se tiene el biomedio correspondiente al acuario 3, compuesto de alginato
de sodio, Carragenina y microalga. Al igual que para el acuario nimero 2, la Carragenina presenta un
color café que provocé que las mallas al dia cero quedaran de un color palido que no permite ver a
simple vista la presencia de microalgas. Sin embargo, la microalga demostro el poder crecer pese a la

encapsulacion, lo que confirma que hubo intercambio i6nico entre el biomedio y el agua del acuario.

El acuario numero 3 fue el primero en presentar desprendimientos, estos fueron alrededor del dia 15,
es decir, antes de la mitad del experimento. Ademas, en comparacion a los otros dos acuarios, aca se
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debio a un desgaste del encapsulado, por lo que, lo desprendido era directamente microalga lo que fue
turbando el acuario, es mas, la malla de poro mas ancho no fue capaz de soportar todo el experimento
y no se pudo extraer una cantidad de muestra que permitiera evaluar posteriormente el hidrogel

soportado en esta malla.

Dia 0

Figura 9. Biomedios de alginato de sodio y Carragenina soportados en malla ancha a la izquierda y en malla fina a la
derecha a lo largo de diferentes dias del experimento.

Finalmente, de forma visual haciendo un seguimiento diario y fotografiando progresos en los acuarios,
se pudo comprobar que la microalga es capaz de crecer en el encapsulado de los tres acuarios puestos
a prueba y también, fue capaz de crecer en ambos tipos de mallas.

De las mallas con una porosidad mayor, se extrajo menos material en comparacion a la malla de poro

mas fino, por lo qué, resultd ser mejor soporte.



Esto abre paso para que en futuras investigaciones se pueda aumentar la cantidad de entrecruzantes
como Carragenina y Agar-Agar con el fin de aumentar la durabilidad del medio en el agua segin lo
que quiera el proyecto, teniendo como limitante siempre el punto en el que se permita el intercambio
de iones y nutrientes entre la microalga y el medio que fomente su crecimiento, agregando una

propuesta de valor al estar creando biomasa a partir de deshechos de piscicultura.

Para darle un sentido mas cuantitativo al crecimiento, pero especialmente a este desprendimiento de
la microalga, se realizaron medidas de turbidez en un principio en los extremos del acuario, pero desde
el ciclo 2 también se comenzé a realizar en la zona media donde se encontraba el biomedio. La
importancia de esto recae en que si la turbidez aumenta es por desprendimiento del biomedio a la
malla que lo soporta, pero también esta el factor que el biomedio pueda deshacerse y perder sus
propiedades en el medio. La diferencia entre la turbidez en un extremo o en la zona media diferencia
que, si es desprendimiento, la mayoria de este quedara en esta zona alojado. Mientras que, si es porque

el biomedio no esta manteniendo su estructura, la microalga quedara suspendida por todo el acuario.

Esto confirmd que el acuario uno fue el que sufri6 menos desprendimiento en comparacion a los
demas y su biomedio casi no sufrid desgaste en comparacion a los demés. El Agar-Agar sufrié una
mixtura entre desprendimiento de biomedio de la malla y un desgaste permitiendo que la microalga
guedara suspendida. Y, por ultimo, la carragenina que sufrié en su mayoria un desgaste total del
biomedio, quedando todo el acuario con una tonalidad verde. Los gréficos se encuentran en el anexo
4,

4.2.Eficiencia de depuracion de los niveles de amonio, fosfato y nitrito a lo

largo de los tres ciclos experimentales

4.2.1. Primer ciclo
El primer ciclo tuvo una duracion de seis dias, en los cuales, se llevaron a cabo mediciones en los dias

cero, uno, dos, tres y seis.

Para el caso del amonio como, se observa en la figura 10, se realiz6 una fortificacion del agua de

piscicultura afiadiendo nitrato de amonio (NH4NO3) logrando una concentracion de 6,83 mg/L + 0,43.

Al final del ciclo, tomando un promedio entre el remanente de la entrada y salida de cada acuario para
Ilevarlo a un porcentaje de depuracion, se pudo observar que el acuario 1 present6 una depuracion del

79% de los niveles iniciales de amonio, el acuario 2 un 81%, el acuario 3 un 73% y el control solo



depur6 un 47%, el cual, en su mayoria se debe a la actividad de bacterias nitrificantes presentes en las
aguas de la piscicultura.

La disminucidn en los niveles de concentracion en todos los acuarios no presento grandes diferencias
entre la entrada (aguas arriba de los biomedios expuestos) y la salida (aguas abajo posteriores a los
biomedios expuesto).

Otra apreciacion en la imagen es que, todos los biomedios presentaron descensos en sus niveles de
forma escalonada, es decir, fueron bajando a lo largo de los dias. Sin embargo, el acuario 3 que poseia
biomedios con Carragenina logré un estancamiento al dia 2, esto explica por qué tuvo un peor
porcentaje de depuracion ante sus pares. Revisando la teoria una posible explicacion a este suceso
puede ser a que como se encuentra en un inicio del experimento aun se tiene poca cantidad de
microalgas y esto genera que su capacidad de depuracion sea muy baja y este siendo dificultada por
el encapsulante, en este caso la Carragenina [15]. Esto explicaria que el descenso que hubo fue
ocasionado en su mayoria por bacterias nitrificantes que a su vez pudieron haber llegado a un

estancamiento debido a un desbalance entre nitrificacion y desnitrificacion [16].

Por otro lado, el acuario 1 que contenia biomedios solo con alginato de sodio tuvo un aumento al dia
2 y un posterior descenso, algunas razones que explican este comportamiento podria ser al igual que
en el caso de la Carragenina una competencia entre absorcion y regeneracion de amonio. Las
microalgas y bacterias actian en simultaneo, haciendo que no siempre el descenso sea lineal. Un
descenso al inicio podria deberse a una absorcion rapida, mientras que una subida podria estar

ocasionada por bacterias o materia organica degradada [17].



Concentracion promedio de Amonio por sistema y dia
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Figura 10. Variacion de concentracion en el tiempo de amonio para el ciclo 1.

Para el caso del fosfato se tuvo un descenso a lo largo de los dias y en los tres acuarios el descenso en
los niveles iniciales de fosfato que correspondian a 8 mg/L fueron casi totales. Sin embargo, existid
una diferencia en la rapidez en la que sucedio esta depuracion. Para el primer dia, el acuario 1 ya habia
depurado un 92% de los niveles iniciales, mientras que, el acuario 2 un 43% y el acuario 3 solo un
32%. Para este caso tampoco hubo distincion notoria entre las entradas y salidas de cada acuario. La
discusién sobre los porcentajes de depuracion se lleva a cabo al final de la seccién comparando los

tres ciclos.
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Figura 11. Variacién de concentracion en el tiempo de fosfato para el ciclo 1.

Finalmente, para el ciclo 1 se tiene el reporte del nitrito, se hizo una fortificacion de 2 ppm para cada
sistema. A diferencia de los casos de amonio y fosfato aca el control también fue capaz de reducir a
concentraciones bajo los 0,25 ppm los niveles de nitrito, eso debido a las bacterias nitrificantes que
posee el agua de la piscicultura. La gran diferencia se haya en que mientras al control esto le tomo 6

dias, a los sistemas con biomedios microalgales les tomo solamente tres.

Es importante hacer la observacion de que para el acuario 3 entre el dia tres y el dia 6 existid un
aumento en los niveles de nitrito que, aunque mantuvo bajo los niveles de nitrito fue un aumento de
mas del 50% comparando con el nivel logrado en el dia 3. Este suceso podria deberse a una falta de

oxigeno disuelto en ese periodo que afecta notoriamente la actividad nitrificante [18].
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Figura 12. Variacion de concentracion en el tiempo de nitrito para el ciclo 1.

4.2.2. Segundo ciclo.
Para el segundo ciclo se consider6 una duracion de 5 dias realizando mediciones en el dia 0, 1, 2, y 5.

Iniciado con una concentracién de 7 mg/L £ 0,32.

A diferencia del ciclo uno, a simple viste en la figura 12 se pude notar que existié una gran diferencia
entre la entrada y la salida de cada acuario en los dias 1 y 2. Esto se puede justificar debido a que, si
observamos las imagenes de la seccion anterior, se pude notar que estos dias corresponden a cuando

las microalgas se encontraban en un peak de crecimiento y sin desprendimientos, lo que sucedié dias



posteriores. Por lo que, los iones al pasar por la zona de los biomedios lograban disminuir los niveles

de la concentracion en el agua, demostrando su capacidad de depuracion.

Los porcentajes de depuracion promedio para cada acuario fueron de del 89% para el acuario 1, del
79% para el acuario 2, del 90% para el acuario 3y del 79% para el control. Aca de nuevo, vemos un
aumento en los niveles de amonio y luego un descenso, estos hechos se justifican con los mismos

argumentos que para el ciclo 1 [14][15].
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Figura 13. Variacion de concentracion en el tiempo de amonio para el ciclo 2.

Para el caso del fosfato se realiz6 un aumento considerable de la concentracion de este en los acuarios,
Ilegando a niveles de 17,70 mg/L £ 0,09. Los datos presentaron un descenso constante en el tiempo,
Ilegando a estar casi completamente depurados. Se observo una anomalia en el acuario 1 en el dia 1
entre su entrada y su salida en donde vemos una diferencial muy grande. Esto puede estar explicado
a que como se menciond anteriormente los biomedios estaban en su rango de maximo crecimiento sin
estar desprendidos en el acuario, por lo que, al pasar las aguas de piscicultura por el biomedio, haya

existido una alta interaccién entre el biomedio y la solucion causando una alta depuracién de estas.

Los porcentajes de depuracion para este caso correspondieron a un 99% para el acuario 1, 88% para
el acuario 2, 98% para el tercer acuario y un 40% para el control. Con esto se sigue evidenciando la
capacidad de depuracion de los biomedios microalgales y también, se muestra que el agua de la

piscicultura por si sola no es capaz de eliminar ni la mitad de la concentracion inicial de fosfato.
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Figura 14. Variacién de concentracion en el tiempo de fosfato para el ciclo 2.

Para el caso del nitrito, al dia 2 la depuracion ya era casi total y para el dia 5 ya fue del 100% para
todos los sistemas incluyendo el control. De este grafico se pueden contrastar dos ideas importantes

con los gréaficos ya vistos hasta ahora.

Por un lado, se puede evidenciar la presencia y actividad de bacterias nitrificantes, ya que, el control
por si solo no es capaz de reducir ni la mitad de la concentracion de fosfato. Sin embargo, si fue capaz
de reducir en un 79% los niveles de amonio y en un 100% los niveles de nitrito, resaltando el ciclo

que suelen tener estas bacterias.

Por otro lado, como ya se mencion0 en todo este ciclo dos, se evidencia sumando las imagenes de la
seccidn anterior que para estas alturas del experimento ya existia un crecimiento de microalgas en los
biomedios, esto se puede notar de partida en que el proceso duré un dia menos en comparacion al

ciclo 1. Ademas, las reducciones se produjeron mucho mas rapido, en especial para el nitrito.
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Figura 15. Variacién de concentracion en el tiempo de nitrito para el ciclo 2.

4.2.3. Tercer ciclo
Para el tercer ciclo no fue posible que las concentraciones se equiparan de igual forma como si fue
posible para el ciclo 1y 2. Es por esto, que toma mas relevancia aun el porcentaje de depuracién de

cada acuario. Este ciclo también dur6 cinco dias y se pudieron realizar mediciones en el dia 0, 1, 2, 4

y 5.

Para el amonio se sigue la tendencia de una reduccién cada vez mas rapida, esto sigue confirmando
que a medida que pasaban los dias cada vez existia una mayor concentracion de microalga, también
ya en este ciclo es posible observar desprendimientos que calzan con las imégenes de la seccion

anterior y con los graficos de turbidez.

Al dia 2 los niveles de concentracion ya estaban cerca de la 1 ppm en todos los acuarios y existié un
leve aumento en los dias 4 y 5. Esto podria ser explicado segun la literatura por que los biomedios,
especificamente las microalgas, llegaron a su limite en la capacidad de desnitrificacion [19]. Al llevar
durante tres ciclos los niveles de amonio a niveles considerablemente altos, las microalgas llegan a un
nivel en su capacidad de asimilar el amonio lo que las satura y no pueden realizar el proceso igual de

rapido que en ciclos anteriores [20].

El porcentaje de depuracion al ultimo dia de cada acuario fue de 84% para el acuario 1, 82% para el
acuario 2, 69% para el acuario 3y para el control se termin6 con una concentracion mayor a la inicial,

por lo que, en este Ultimo ciclo el control por si solo no fue capaz de depurar las aguas.
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Figura 16. Variacion de concentracion en el tiempo de amonio para el ciclo 3.

Para el caso del fosfato se obtuvo un descenso muy abrupto para el acuariol (100% de depuracién en
un solo dia) mientras que, para el acuario 2 y 3 para el dia 4 del experimento ya se encontraba la
totalidad de la concentracidn depurada. Esta velocidad de depuracion no es del todo favorable, ya que,
al no tener una distincién entre entradas y salidas de cada acuario y como en este punto del
experimento ya habia demasiados desprendimientos y desgastes del biomedio permitiendo que la
microalga estuviera “libre” en el agua, tuvieron como consecuencia que estas se alimentaron
directamente del fosfato del agua y no solo por la transferencia de masa entre la microalga encapsulada
en el biomedio y el agua del experimento. Esto se prueba que fue asi, ya que, al no reducir nada la
depuracion de fosfato en el control se puede asegurar que toda esta disminucion se debe a las

microalgas.



Concentracion promedio de Fosfato por sistema y dia
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Figura 17. Variacién de concentracién en el tiempo de fosfato para el ciclo 3.

Finalmente, para el caso del nitrito se tiene un escenario atipico para lo que se venia observando en
los otros ciclos, en donde hasta ahora habiamos tenido descensos muy rapidos y a niveles cercanos a
cero. Como la relacion amonio-nitrito siempre esta presente, aca también se aplica el argumento de
que las microalgas ya se encuentran saturadas y también es importante observar que, en el control,
donde solo hay bacterias nitrificantes, ya no estan bajando los niveles ni de amonio ni de nitrito, lo

que puede representar que estas llegaron a un estado de inactividad [21].
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Figura 18. Variacién de concentracion en el tiempo de nitrito para el ciclo 3.



Se ingresan las tablas resimenes del porcentaje de depuracion de cada

establecido

Tabla 1. Depuracion del amonio a lo largo del experimento en los tres ciclos.

acuario en cada ciclo

Amonio Ciclo 1 [%] Ciclo 2 [%] Ciclo 3 [%]
Acuario 1 79 89 84
Acuario 2 82 79 82
Acuario 3 74 90 69
Acuario 4 47 79 0

Tabla 2. Depuracion de fosfato a lo largo del experimento en los tres ciclos.

Fosfato Ciclo 1 [%] Ciclo 2 [%] Ciclo 3 [%]
Acuario 1 98 99 100
Acuario 2 99 88 100
Acuario 3 88 88 100
Acuario 4 51 40 0

Tabla 3. Depuracion de nitrito a lo largo del experimento en los tres ciclos.
Nitrito Ciclo 1 [%] Ciclo 2 [%] Ciclo 3 [%]
Acuario 1 97 100 69
Acuario 2 96 100 64
Acuario 3 82 100 59
Acuario 4 94 100 23

Con esta tabla es mas sencillo observar la variacion de la depuracion a lo largo de los ciclos, se tiene
que para el ciclo 3 las depuraciones fueron mucho maés bajas en amonio y nitrito, esto debido a como
ya se menciond un posible agotamiento en las bacterias nitrificante. Sin embargo, el fosfato logré ser
depurado en un 100% en este Gltimo ciclo, esto debido a que como la microalga ya se encontraba

dispersa en el medio y este sirvié como alimento para las microalgas.



Los resultados en comparacion a la literatura son muy prometedores, en especial los del biomedio
tradicional, pero también los biomedios fortificados con Agar-agar. Los biomedios con microalgas
encapsuladas permitieron mejores resultados que cultivos de microalga en MPBR (fotobiorreactor de
membrana) en amonio y fosforo (86 y 83%) [22]. También mejores resultados que metodos de
tratamiento como un reactor biologico de membrana (90% y 65%) [23]. Y se logra poner en las
mismas condiciones que tratamientos batch de microalgas como los que retne en un analisis Gao et
al. [24].

Ademas, la microalga, logra mejores resultados que la Chlorella vulgaris y otros tipos de esta
microalga, que por ejemplo en un ensayo depurando aguas urbanas solo llego a un 70% en depuracion
de fosfato y un 65% en nitrito [25].

En el anexo 5 se encuentran los gréficos del seguimiento del pH durante los tres ciclos, se mantuvo
dentro de los rangos encontrados en literatura que recomiendan estar en los rangos de 7 a 8,5 [26]. A
excepcion del ciclo 3 que se elevaron estos niveles. Sin embargo, hay que recordar que se realizaron
fortificaciones, por lo que, estos niveles partieron altos en dicho ciclo. Se destaca la capacidad de los
acuarios 1y 2 de poder reducir estos altos niveles y llevarlos a indices correspondientes. Se ingresan
los gréficos en el anexo 5.

4.3. Caracterizacion de la estructura de los hidrogeles y crecimiento de

microalgas a través de imagenes confocales

En el anexo 6 estan adjuntadas las imagenes de la microscopia confocal que permiten contrastar el
crecimiento de la microalga comparando el momento inicial y final. Ademas, se ingresa una imagen
confocal que solo muestra a la microalga extraida directamente desde el cultivo, esto para comprobar

que todos los organismos que vemos corresponden a la microalga Scenedesmus obliquus.

En la primera seccion de resultados se analizé el crecimiento de las microalgas de una forma visual,
que consto de tomar fotografias. Sin embargo, se encontro necesario buscar una forma que evidenciara
el crecimiento a nivel microscopico, para esto se realizd una microscopia confocal como se explico

en la metodologia.

La microscopia confocal es una técnica avanzada de iméagenes de alta resolucion y contraste en

muestras biologicas y de materiales [27]. Para el caso de los hidrogeles, este tipo de microscopia



permite observar la distribucion tridimensional de las microalgas encapsuladas, ofreciendo la

posibilidad de ver la cercania y profundidad de estas [28].

En la figura 5 en donde la columna izquierda de arriba abajo muestra los hidrogeles de alginato en
malla fina, alginato en mallaancha, Agar-Agar en malla fina, Agar-Agar en malla anchay Carragenina
en malla fina. Todo esto en el dia 0 del experimento. Mientras que, en la columna derecha se muestra

los hidrogeles ya elaborados y despueés de todo el experimento.

Cabe destacar que del acuario 3, el biomedio realizado con microalga y carragenina que se encontraba
soportado en la malla ancha se disolvio en su totalidad y no se puedo extraer muestras ni para hacer

hidrogel ni para analizar en ninguna de las pruebas de caracterizacion.

La microscopia confocal entregd resultados positivos que confirman lo que se habia visto en
fotografias, se comprobd el crecimiento microalgal entre el inicio y el final del experimento. Notorios
son los casos con Agar-Agar y Carragenina en donde en un dia 0 solo se lograron ver unas pocas
microalgas y para los dias finales ya se lograron ver varias unidades en los distintos planos de

profundidad.

Para el caso del alginato se puede ver en el anexo 6 que en los dias O si existia una cantidad
considerable de microalgas, pero en el caso del primer hidrogel vemos que al final de todo el
experimento estas microalgas tienden a juntarse y aglomerarse, formando un cumulo de microalgas,

que es lo que sucede en dicho hidrogel.

A continuacién, se deja una de las imagenes confocal comparando el dia inicial y final, como ya se

menciono el resto se encuentra como ya se menciono, en el anexo 6.




Figura 19. Crecimiento de la microalgas en biomedio (hidrogel) de Agar-Agar con alginato de sodio dia 0 y dia 35

respectivamente.

4.4.Estudio de hinchamiento (swelling) de los hidrogeles elaborados

Los resultados de swelling segun lo explicado en metodologia se reportan en la tabla 1.

Tabla 4. Muestra de los cinco hidrogeles y sus resultados a las pruebas de swelling entregadas en porcentaje de swelling.

Hidrogel % Sw ciclo 1| % Sw ciclo 2 | % Sw ciclo 3
(1) Alginato — Malla fina 227 128 124
(2) Alginato — Malla ancha 118 120 152
(3) Agar-agar — Malla fina 600 761 441
(3) Agar-agar — Malla ancha 744 367 504
(5) Carragenina — Malla fina 912 375 347

Realizando una comparacion entre los hidrogeles elaborados, vemos una diferencia muy considerable
(entre 3-5 veces) entre los hidrogeles realizados con Agar-Agar y Carragenina frente a los hidrogeles
solo realizados con alginato. Esta explicacion se debe al factor mencionado en la metodologia que
estos biomedios de solo alginato al ser extraidos de los acuarios tuvieron que pasar por un proceso
mas con acido citrico para convertirse en hidrogel, al contrario de las deméas muestras que desde su

primera elaboracion fueron hidrogeles.

Fue en este paso extra en donde se tuvo que agregar el doble de la cantidad establecida en el proyecto
de &cido citrico debido a que no se estaba logrando el entrecruzamiento esperado para la conversion
en hidrogel. Esto ocasion0 que la estructura fuera mas rigida limitando la capacidad de absorcion de

agua para estos dos hidrogeles.

Vemos que los resultados de Agar-Agar destacan dentro de las pruebas, en especial el desarrollado en
malla fina, este resultado es prometedor, ya que, comparado con otro hidrogel que posee un swelling
de 493% hecho de agar-agar que ni si quiera posee microalga [29]. También, tanto para Agar-Agar y
Carragenina se encontraron resultados levemente mejores que los obtenidos por hidrogeles a partir de
quitosano y almiddn encapsulados con urea para uso en agricultura en donde se obtuvieron swelling

entre 180 y 600% segun las combinaciones que trataban en los experimentos de la investigacion [6].

Si bien estos porcentajes estan muy lejos de los logrados por los hidrogeles comerciales, conocidos
como hidrogeles super absorbentes, que tienen la desventaja de contar con baja o nula degradabilidad

[30]. Sus compuestos como el poliacrilato suelen provenir de fuentes fosiles que posee baja



bioactividad, biocompatibilidad y por ende baja sustentabilidad [4]. Esto es totalmente opuesto a lo
que pretenden los hidrogeles biodegradables a partir de fuentes sustentables y con la mision de crear

biomasa trabajados en la memoria de titulo.

Es necesario recalcar que otro factor que puede influir en el swelling de todos los hidrogeles es que
como se aprecié con diferentes imagenes, la concentracion de microalga aumento, si bien no fue
posible determinar la concentraciéon final de esta. Si es sabido que a mayor concentracion de
microalgas en un hidrogel este disminuye su capacidad de swelling [31]. Por lo que, puede ser que la
concentracion haya subido demasiado al punto que no fue posible subir los niveles de swelling que
otros polimeros tienen o que se logran dentro del proyecto, queda como recomendacion poder medir
esta concentracion y en caso de ser muy alta, lograr la dilucion y ahi poder estudia su capacidad de
swelling. En el anexo 7 se encuentran imagenes de los swelling y del hidrogel final luego de sus tres

ciclos de swelling.
4.5. Propiedades reoldgicas de los hidrogeles elaborados

Como se indico en la metodologia, se utilizé un redmetro para caracterizar los hidrogeles, en el anexo

8 se ingresan los gréaficos entregados por el equipo.

El reGmetro tiene la ventaja de que permite ver a que modelo se ajustan los datos obtenidos, con el fin
de poder obtener la viscosidad de fluencia y el limite de fluencia segun el modelo al que se adapten
de mejor forma, es decir, que posean el mejor R2. Los modelos a los que se adapto cada modelo se

dejan a continuacion en la tabla 5.

Tabla 5. Modelos mejor ajustados para la obtencion de limite de fluencia y viscosidad.

Hidrogel Modelo elegido R?
(1) Alginato — Malla fina Bingham 0,87
(2) Alginato — Malla ancha Casson 0,95
(3) Agar-agar — Malla fina Casson 0,80
(3) Agar-agar — Malla ancha Casson 0,75
(5) Carragenina — Malla fina Polinomial 0,94

El reébmetro utilizado nos entrega un resultado de reologia ascendente (de ida) y uno descendente
(vuelta). Para este caso, e puede ver que solo existe un modelo, esto es porque los hidrogeles solo
respondieron y se ajustaron a un modelo en el andlisis ascendente o “de ida”. Para la vuelta o no se

lograron ajustar o se ajustaban en R? demasiado bajos que no hacian viables los ajustes.



Ya con los modelos de cada muestra y su ecuacion respectiva, desarrollada en anexos, es posible
calcular el limite de fluencia y la viscosidad de fluencia de cada hidrogel, se ingresa en la tabla a

continuacion:

Tabla 6. limites y viscosidades de fluencia de los hidrogeles

Hidrogel Limi_te de Viscos!dad de
fluencia (Pa) fluencia (cP)
(1) Alginato — Malla fina 103.13 -77,17
(2) Alginato — Malla ancha 10,93 12,18
(3) Agar-agar — Malla fina 101,68 64,66
(4) Agar-agar — Malla ancha 1328,54 868,44
(5) Carragenina — Malla fina 35,9 0,2

Lamentablemente, los resultados de la reologia para la muestra nimero uno queda descartado. Esto
debido a que con el mejor modelo se obtuvo una viscosidad negativa, lo cual, carece de sentido fisico.
La razon de esto puede ser a que ninguno de los modelos propuestos por el programa del reébmetro se
adapta de forma correcta, es decir, no entregan un R2 razonable. Otra razén puede ser que, se le realizo
reologia al hidrogel recién extraido del acuario, se tuvo que haber hecho ademas a la muestra luego
de un ciclo de swelling para contrastar y ver si arrojaba los mismos resultados o bien, valores mas

ajustados.

De igual forma para la muestra cinco, se tiene una viscosidad de fluencia demasiado baja (0,2 cP) la
cual, es extremadamente baja y estaria diciendo que este hidrogel fluye sin ninguna resistencia interna
al movimiento. Aunque en la seccion de recomendaciones se ahondara méas en el tema, se recomienda
repetir estas pruebas y buscar mas modelos que permitan llegar a otras conclusiones con estas

muestras.

Segun los intereses del proyecto se propuso que el hidrogel tuviera una viscosidad entre 100 y 16000
cP. Bajo este parametro vemos que la muestra 4, sumado a sus resultados en pruebas anteriores se
presenta como una gran alternativa y opcion a seguir estudiandose en un futuro y con sus posibles

aplicaciones en el &mbito agricola-forestal

4.6.Andlisis termogravimétrico de los hidrogeles elaborados



Se recalca que todos lo graficos a comentar en esta seccion se encuentran en el anexo 10. Los cinco

gréaficos corresponden a cada hidrogel al que se le realiz6 en andlisis termogravimétrico.

Lo primero a apreciar en cada grafico, y que suele suceder en muchas muestras sometidas a TGA, es
que se presenta una pérdida de masa inicial, esta principalmente estd asociada a la evaporacion de
agua. En el caso de los hidrogeles totalmente normal ya que pueden poseer restos del agua absorbida.
Esta zona corresponde al tramo entre 0 °C y 200 °C en el cual, todos presentan un comportamiento

similar.

Dicho esto, no se apreciaron diferencias entre los hidrogeles elaborados de la misma forma, pero
soportados en mallas distintas, es decir, la figura 43 y la figura 44 del anexo 10 presentan un
comportamiento muy similar al estar elaboradas con alginato de sodio, microalga y &cido citrico. De
esta misma forma, la figura 45 y figura 46 elaborados con Agar-Agar tampoco presentan diferencias

considerables entre ellas.

Las grandes diferencias son en la zona entre 200 y 400 °C en donde se descomponen la mayoria de
los compuestos organicos de las 5 muestras. En promedio los hidrogeles con alginato de sodio y acido
citrico presentaron una descomposicion del 32% de su masa en este rango. Para los hidrogeles con

agar-agar se obtuvo un promedio del 49% y finalmente para el de carragenina un 40%.

La presencia de entrecruzantes y microalgas que para este caso se desconocia su concentracion final
pueden llevar a interacciones complejas donde algunos componentes pueden estabilizar la matriz
polimérica mientras que otros pueden promover la descomposicion bajo calor. Estas interacciones

pueden afectar tanto la estabilidad térmica como la cinética de descomposicion de los hidrogeles.

Para obtener una interpretacion mas concluyente y detallada se recomienda realizar analisis dando
variaciones a la concentracién tanto de microalga como de los entrecruzantes (alginato, agar-agar y

carragenina) debido a que la informacidn sobre el comportamiento de estos ultimos dos es escasa.



5. Conclusiones

Para el primer objetivo especifico los resultados fueron positivos, se logré una mayor duracion de los
biomedios que la que se tenia hasta ahora en el proyecto, la cual, era solo de 14 dias. Aca se logré que
los biomedios superaran el mes de exposicion en el agua. Aunque el biomedio con carragenina si

demostré mayores desprendimientos y termin6 la microalga “libre” en el agua.

Esto hace que la opcidn de innovar con la geometria de los biomedios y pasar de las esferas a laminas
soportadas sea un punto de inicio a estudiar. EI desafio se encuentra en que estas mallas podrian ser
potenciales contaminantes, por lo que, se recomienda indagar en opciones como mallas reutilizables,

mallas biodegradables, moldes especiales o bien, impresiones 3D que logren un soporte estable.

El crecimiento de las microalgas fue comprobado a través de imagenes de microscopia confocal e
imagenes periddicas. Es fundamental en un futuro realizar un conteo celular que permita estimar de
manera cuantitativa este aumento para poder realizar calculos mas exactos sobre la concentracion de

las microalgas.

Para el segundo objetivo, se obtuvieron los mejores resultados en comparacion con la teoria en
relacion con las demas pruebas de esta tesis. Los tres biomedios pueden utilizarse en la depuracién de
aguas de piscicultura, y se propone evaluar su capacidad de depuracion en otros tipos de aguas
contaminadas. En este sentido, la opcion con Agar-Agar sigue siendo una alternativa viable. Por otro
lado, aunque la carragenina mostrd resultados positivos, presenta una desventaja considerable en
comparacién con los otros dos biomedios, por lo que podria descartarse, ya que su desempefio es
inferior al de la opcion tradicional elaborada solo con alginato de sodio.

Se concluye que la caracterizacion de los hidrogeles reforzados con Agar-Agar y carragenina
evidencio diferencias significativas en sus propiedades. El swelling de los hidrogeles con Agar-Agar
alcanzd hasta un 760%, superando valores reportados en la literatura, mientras que los de carragenina
mostraron un alto hinchamiento inicial (960%) pero una caida en ciclos posteriores. Por otro lado, los
hidrogeles de alginato presentaron dificultades en el entrecruzamiento y obtuvieron el peor

desempefio.

La reologia confirmd6 un comportamiento pseudoplastico en todos los hidrogeles, con algunos valores

cercanos a los reportados para hidrogeles comerciales. Se recomienda repetir estos ensayos para



ajustar modelos mas especificos y mejorar la determinacion de pardmetros como viscosidad y limite
de fluencia.

Finalmente, los resultados sugieren que los hidrogeles reforzados con Agar-Agar tienen potencial para
mejorar el desempefio del hidrogel actual del proyecto. Ademas, podrian ser explorados en
aplicaciones acuicolas por su capacidad de depuracion, asi como en el &mbito agricola y forestal como

hidrogeles inteligentes biodegradables.
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7. Anexos

7.1. Anexo 1. Planos del biorreactor
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Figura 19. Planos de las medidas del biorreactor, se enviaron a disefiar tres de estos.

7.2. Anexo 2. Cultivo de microalgas.
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Figura 20. Cultivo de microalgas.

7.3. Anexo 3. Biomedios extraidos de la depuracion de agua.

Figura 21. Muestras extraidas después del experimento de depuracion. Desde la esquina superior izquierda hacia la
derecha: Alginato malla fina, Alginato malla ancha, Agar-Agar malla fina, Agar-Agar malla ancha, Carragenina malla

fina y Carragenina malla ancha.
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Figura 22. Mallas finas de alginato recién extraidas al finalizar el experimento.

7.4. Anexo 4. Gréficos de turbidez.
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Figura 23. Turbidez (NTU) en los extremos de los acuarios durante el ciclo 1.
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Turbidez en los extremos de los sistemas C2
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Figura 24. Turbidez (NTU) en los extremos de los acuarios durante el ciclo 2.

Turbidez en los extremos de los sistemas C3
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Figura 25. Turbidez (NTU) en los extremos de los acuarios durante el ciclo 3.
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Turbidez en la zona media C2
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Figura 26. Turbidez (NTU) en la zona media de los acuarios durante el ciclo 2.
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Figura 27. Turbidez (NTU) en la zona media de los acuarios durante el ciclo 3.

7.5. Anexo 5. Seguimiento de pH durante los ciclos de depuracion
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Figura 28. Variacion de pH ciclo 1.
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Figura 29. Variacion de pH ciclo 2.




Variacion de pH ciclo 3
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Figura 30. Variacion de pH ciclo 3.

7.6. Anexo 6. Microscopia confocal.







Figura 31. Imagenes confocal en donde en la columna izquierda de arriba a abajo muestra los hidrogeles de; alginato
en malla fina, alginato en malla ancha, Agar-Agar en malla fina, Agar-Agar en malla ancha y Carragenina en malla
fina. Todo esto en el dia O del experimento, mientras que, en la columna derecha se muestra los hidrogeles ya

elaborados y después de todo el experimento.

Figura 32. Microalga Scenedesmus obliquus en microscopia confocal.

7.7. Anexo 7. Hidrogel final posterior a los tres ciclos de swelling.
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Figura 34. Hidrogel de alginato de sodio malla ancha.
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Figura 35. Hidrogel de alginato de sodio y Agar-Agar malla fina.

Figura 36. Hidrogel de alginato de sodio y Agar-Agar malla ancha.



Memoria de titulo

Figura 37. Hidrogel de alginato de sodio y Carragenina malla fina.

7.8. Anexo 8. Graficos de reologia.
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Figura 38. Gréfico reologia muestra 1.
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Figura 39. Gréfico reologia muestra 2.
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Figura 40. Grafico reologia muestra 3.
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Figura 41. Gréfico reologia muestra 4.
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Figura 42. Grafico reologia muestra 5.
7.9. Anexo 9. Ecuaciones de los modelos reolégicos utilizados.
Ecuacion de Casson:
VT =T, + VEc xV§

Ecuacién de Bingham:

(d2) Ayisoosip

(d2) Apsoosip,



T=Tb+Ebx6
Ecuacién polinomial:
T=ax8+b=*x6+c

7.10. Anexo 10. Gréficos de andlisis termogravimétricos
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Figura 43. Grafico TGA muestra 1.
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Pérdida de Masa vs Temperatura
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Figura 44. Grafico TGA muestra 2.

Pérdida de Masa vs Temperatura
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Figura 45. Gréfico TGA muestra 3.
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Pérdida de Masa vs Temperatura

100 4 —e— Hidrogel Agar-Agar malla ancha

90

80 A

70 1

60

% de Masa

50 A

40

30 A

20 A

T T T
0 200 400 600 800
Temperatura (°C)

Figura 46. Grafico TGA muestra 4.

Pérdida de Masa vs Temperatura
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Figura 47. Gréafico TGA muestra 5.



