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Resumen

RESUMEN.

El objetivo de esta investigacion fue caracterizar la captura de CO; y el crecimiento
en un fotobiorreactor de una comunidad de algas obtenidas de la laguna de
Churince, localizada a 19.5 Km al sur-oeste de Cuatro Ciénegas, Coahuila.

Al inicio de los experimentos se estudiaron dos configuraciones de reactores:
columna de burbujas (BCR) y airlift (ALR). Las condiciones iniciales fueron: flujo de
alimentacion de 0.8 vwm con concentracion de CO; al 5y 10% CO, v/v y una
intensidad de luz de 3260 Lx. En el experimento al 5% se obtuvo en el ALR una
biomasa de 3.25 Kg m?y en el BCR de 3.9 Kg m™, bajo estas condiciones la maxima
captura de CO; fue de: 20.8 y 17.13 Kg m™> d* para el BCR y ALR, respectivamente.
Cuando se aliment6 la corriente gaseosa con CO; al 10%, la biomasa final obtenida
fue 3.8 Kg m™ para el BCR y 2.55 Kg m™para el ALR, asi mismo las capturas de CO,
maximas fueron de 21.98 y 26.38 Kg m= d* para el BCR y ALR, respectivamente. En
ambos casos se observo la formacion biopeliculas dentro de las paredes del ALR, lo
que ocasiond una disminucién en la biomasa suspendida y, en la captura de CO..
Debido a la disminucién de la actividad en el ALR se continué con los experimentos
solo en el BCR.

Durante la operacion de los fotobiorreactores se observdé que, la comunidad
compuesta por microalgas de las divisiones Chlorophyta y Cyanobacteria se
transformé en un cultivo practicamente unialgal. La microalga predominante
pertenece a la division: Chlorophyta, orden: Chlorococcales, familia:

Coccomyxaceae, género: Ourococcus Grobety.

Se concluy6 que incrementar la intensidad de luz a 8000 Lx permite aumentar los
parametros cinéticos de Ourococcus sp. (biomasa maxima Xnax, tasa de maxima de
crecimiento especifico Pmax, productividad maxima Pnax, tasa de fijacion de CO;
Pcoz). La biomasa méxima registrada se obtuvo a 8000 Lx y 5% de CO, (6 Kg m™),

sin embargo también se observé una disminucion en los porcentajes de remocion
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(%Rco2) Y la capacidad de captura de CO; en el sistema (CE). La CE se increment0
al suministrar una mayor carga, sin embargo no se observo un incremento en la Ppax.
Por otro lado, se observé que incrementar el flujo de entrada a 0.8 vvm indujo mayor
productividad y concentracion de biomasa. Ademas la mayor Pcoz, %Rcoz Y la
méxima CE se logré a 10% CO,, 5620 Lx y flujo de 0.8 vwm. En estos experimentos
no se observo inhibicion por la cantidad de CO, suministrado, Ourococcus sp. crece
con corrientes gaseosas enriguecidas con 10% y con cargas de CO;, de hasta 160
Kg m= d. El maximo %Rco, obtenido fue 25% con suministro de 10% CO, v/v a 0.4
vvm. Las Pco2 con respecto a la biomasa y la Pnhax medida en algunas especies de
microalgas utilizadas en la remocién de CO, de corrientes gaseosas son menores a
las obtenidas en este estudio, por ejemplo de Morais y Costa (2007c) obtuvieron con
Chlorella kessleri Fott et Novakova, una Pcoz de 0.163 Kg m™ d™ y Ppax de 0.087 Kg
m=d?, ademas en 2007a, con Spirulina sp. obtuvieron una Pco, de 0.413 Kgm3d?y
Pmax de 0.22 Kg m=3d?, mientras gue con Qurococcus sp. se obtienen Pco, de 0.92
Kgm3d?y Pmade 0.517 Kg m3d™.

Por otro lado, Ourococcus sp. contiene 20-30 % de aceites con respecto a su peso
seco, por lo tanto se cree que puede tener potencial biotecnoldgico para la obtencién
de aceites.
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Abstract

ABSTRACT.

The aim of this research was to characterize the CO, capture and growth in a
photobioreactor using microalgae cultures. The biological material was obtained from
the lake Poza Churince located 19.5 km southwest from Cuatro Ciénegas. Bubble
column reactor (BCR) and airlift reactor (ALR) were used throughout the study. The
reactors were fed with air streams at 0.8 vwvm with 5 and 10% of CO, v/v and a light
exposition of 3260 Lux. After 19 days, 3.25 Kg m™ and 3.9 Kg m™ of biomass was
obtaining for the ALR and BCR, respectively operating at 5% of CO,. Maximum CO
capture rates were 17.13 and 20.8 Kg m™ d* for the ALR and BCR, respectively.
When feeding at 10% CO, stream, the final biomass content was determined to be
3.8 and 2.6 Kg m™ for the BCR and ALR, meanwhile the respective maximum CO,
capture rates were 21.98 and 26.38 Kg m™ d™. In both operation conditions, biofilm
attachment was observed on the ALR walls. Conversely the attachment was not
detected for the BCR, causing a decrease in biomass concentration and a lower CO,
capture. Because of the decreased activity in the ALR due to biofilm attachment, it
was decided to continue experiments only in the BCR.

Additionally, it was observed that the microalgal community composed of Chlorophyta
and Cyanobacteria turned into a unialgal culture. It was concluded that the microalga
dominant belongs to the division: Chlorophyta, order: Chlorococcales, family
Coccomyxaceae, genus: Ourococcus Grobety.

It was concluded that increasing the light intensity of 8000 Lx cause an increment in
the kinetic parameters of Ourococcus sp. (Xmax, maximum biomass; pPmax, Specific
maximum growth rate; Pmax, maximum productivity; Pco2, CO, fixation rate).
Maximum biomass was obtained at 8000 Lx and 5% CO, (6 Kg m™). However a
reduction in the removal rates (% Rco2) and the elimination capacity in the system
(EC) was observed at this operation condition. High CO, feeding rates promote higher
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carbon captures. Nevertheless enhancement in Pyax was not obtained at high CO,
feeding rate. Additionally, a flow at 0.8 vvm increased productivity and biomass
concentration. The maximum CO. fixation rate, removal rate and elimination capacity
was attained at 10% CO,, 5620 Lx and flow at 0.8 vvm. No inhibition was observed
operating a gas streams with 10% CO, and loading rate up to 160 Kg CO, m= d™.
The maximum %Rco2 was 25% supplying 10% CO, at 0.4 vwm and 5620 Lx. The
Pco2 and Ppax using microalgae are lower than those obtained in this study. For
example, de Morais and Costa (2007c) observed that Chlorella kessleri Fott et
Novéakova shows a Pco, of 0.163 Kg m™ d* and Ppnax of 0.087 Kg m™ d*?, also in
2007a with Spirulina sp. same authors obtained a Pco, of 0.413 Kg m=2d?and a Ppax
of 0.22 Kg m™ d™. In this study using Ourococcus sp. a Pco, of 0.92 Kg m> d* and a
Pmax 0f 0.517 Kg m™ d* was obtained.

On the other hand, Ourococcus sp. shows the ability to store up to a 20-30% of its dry
weight as oil. Therefore these algae can be used as raw material to obtain oil, since a

productivity of 0.5 Kg m™ d* with a maximum biomass of 6 Kg m™ was obtained.
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Introduccién

INTRODUCCION

El calentamiento global es un aumento en la temperatura provocado por el efecto
invernadero, el cual es un proceso natural debido a la existencia de gases en la
atmosfera que actdan permitiendo el paso de la radiacién solar hacia la Tierra pero
reteniendo parte de la radiacion solar reflejada por la superficie terrestre, y sin el cual

la vida en la tierra no existiria.

En la actualidad se presenta un problema, la posible existencia de un efecto
invernadero intensificado por la emisidbn de gases provocados por la actividad
humana, al quemar combustibles como el petroleo, el carbon y el gas natural, se
habla asi entonces de un efecto invernadero antropdgeno. Los principales gases
causantes son: el diéxido de carbono (CO,), ozono, metano, los clorofluorocarbonos
y el 6xido nitroso (N.O), desde la Revolucion Industrial y debido principalmente al uso
intensivo de los combustibles fosiles en las actividades industriales y el transporte, se
han producido sensibles incrementos en las cantidades de N,O, y CO, emitidas a la
atmoésfera, con el agravante de que otras actividades humanas, como la
deforestacion, han limitado la capacidad regenerativa de la atmdésfera para eliminar el

CO,, principal responsable del efecto invernadero.

Una de las alternativas para disminuir la concentracion del CO,, puede ser la fijacion
por medio de microorganismos fotosintéticos, como las microalgas que se
desarrollan naturalmente en medios acuaticos, tanto de aguas dulces como salobres.
Las microalgas utilizan el CO, como fuente de carbono para la sintesis de
componentes organicos; comunmente el cultivo de microalgas se realiza en tanques
abiertos utilizando luz natural o artificial, que requieren de grandes areas de cultivo,
sin embargo, este método presenta ciertas desventajas, como las dificultades en el
control de las condiciones de cultivo, evaporacion del medio y la disminucion de la

intensidad de luz cuando se incrementa la profundidad, una alternativa a esto, es el
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uso de los fotobiorreactores tubulares, que permiten el cultivo en un sistema cerrado,
previenen la contaminacion y facilitan el control de los distintos factores de
produccion. Los reactores ALR y BCR (airlift reactor y bubble column reactor
respectivamente) son ejemplos de fotobiorreactores verticales tubulares, que se
fabrican regularmente de polietileno o tubos de vidrio, para permitir la buena
penetracion de la luz, a su vez el aire, que es bombeado desde el fondo del reactor
provee un buen mezclado, el suficiente suministro de CO, y la eficiente remocion del
oxigeno (O.). Estos sistemas son utilizados para llevar a cabo reacciones de
fotosintesis en las que el CO, es transferido a la fase acuosa, donde ocurre la
conversion, y el resultado es la produccién de O,, biomasa, biopolimeros solubles y

algunos quimicos como el carbonato y el bicarbonato.

México se encuentra entre los primeros lugares en términos de biodiversidad, un sitio
interesante en términos de biodiversidad es Cuatro Ciénegas, Coahuila, debido a que
sus cuerpos de agua contienen especies poco estudiadas y endémicas, que estan
adaptadas a vivir en condiciones extremas, como la carencia de fosforo y la alta
incidencia de radiacion solar (Souza et al., 2004), el estudio de la captura de CO; por
una comunidad de microalgas obtenidas de un ecosistema natural mexicano,
representa una alternativa para generar nuevos conocimientos sobre la captura de

CO, en fotobiorreactores.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO.

En este capitulo se describe la problematica sobre el calentamiento global y el papel
que juega en ello el dibxido de carbono, por otro lado, el uso de microalgas es una
alternativa para mitigar la concentracion de didéxido de carbono (CO;) en la
atmosfera, por tanto se incluyen las caracteristicas generales de las microalgas, ruta

de fijacion del CO;, (fotosintesis) y su cultivo en fotobiorreactores.

1.1. El calentamiento global.

La Tierra absorbe la radiacion electromagnética proveniente del Sol, principalmente
en la superficie y la distribuye por movimientos atmosféricos y oceanicos, una parte
es re-emitida al espacio con lo cual, se mantiene un balance entre la energia recibida
y re-emitida. Cualquier proceso que altere tal balance, ya sea por cambios en la
radiacion recibida y re-emitida o en su distribucion en la tierra, se reflejara como
cambios en el clima. El incremento en la concentracion de los llamados gases de
efecto invernadero reducen la eficiencia con la cual la Tierra re-emite la energia
recibida al espacio, y parte de la energia que deberia ser enviada al espacio no logra
salir por la presencia de esos gases. Por tanto la temperatura de la superficie
terrestre se eleva con el fin de emitir mas energia, y aunque parte quede atrapada,
suficiente energia saldra al espacio para alcanzar el balance radiativo que mantiene
estable el clima del planeta. Por ello, si las concentraciones de los gases de efecto
invernadero continlan aumentando, la temperatura de la superficie del planeta
seguird incrementandose, y aun cuando las emisiones de estos gases se
estabilizaran, los efectos del calentamiento perdurarian, pues este tipo de gases
tienden a permanecer por largos periodos en la atmosfera (Martinez y Fernandez,
2004).
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La atmosfera de la Tierra es una fina capa de gases, particulas y nubes que rodean
el planeta, y en ella se vierten varios miles de millones de toneladas de
contaminantes cada afio. Las principales fuentes de contaminacién son la quema de
combustibles solidos y fésiles, para la generacion de energia, el transporte y la
guema de los bosques. El producto de todas las formas de quema de combustibles
es el CO,, pero existen también otros productos de la combustiébn incompleta, como
el monodxido de carbono (CO) y los 6xidos nitrosos (NOx), que pueden reaccionar

con otras especies de gases en la atmdsfera (Ramanathan y Feng, 2009).

1.1.1. Gases de efecto invernadero.

El oxigeno (O,) y el nitrégeno (N2) son los principales componentes de la atmdsfera:
el O, constituyendo el 21 % y el N, 78%. Los gases de efecto invernadero
corresponden al 1% restante de la composicidbn atmosférica y en general estan
constituidos por tres o mas atomos; los mas importantes son el vapor de agua (H,O)
y el COy; los deméas gases como el metano (CHy), los NOx y los compuestos
clorofluorocarbonados (CFCs) son gases traza en la atmdsfera. Aquéllos que forman
moléculas diatbmicas o monoatdmicas (O, y N;) son transparentes a la radiacion
terrestre. El efecto invernadero es resultado de que la atmosfera deje pasar los rayos
solares y parte de ellos sean absorbidos por la superficie terrestre, que entonces se
calienta y en consecuencia emite radiacion terrestre que es absorbida por la
atmosfera. El efecto invernadero siempre ha existido y gracias a ello existe la vida en
la Tierra tal y como la conocemos, sin embargo en los ultimos siglos este balance, ha
sido alterado como consecuencia del desarrollo humano, ya que la industrializacién
ha inyectado a la atmdsfera CO, y gases traza. El incremento del CO, se da por la
guema de combustibles fésiles (petréleo, gas natural, carbon mineral) y la
deforestacion. Los gases traza son emitidos por artefactos y actividades industriales,
domeésticas, agropecuarias, etc. Con excepcion de los CFCs, los gases de efecto

invernadero se han encontrado de forma natural en el aire, sin embargo, el hombre
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ha provocado el incremento en las concentraciones de tales gases debido a sus
diferentes actividades, causando un incremento en la temperatura atmosférica,

debido al calentamiento global o cambio climatico (Martinez y Fernandez, 2004).

Segun la Agencia de Proteccién ambiental (EPA, por sus siglas en inglés), el CO,
contribuye con el 80% del total de todos los gases de efecto invernadero, seguido por
el CH4 con concentraciones atmosféricas de 1774 + 1.8 ppb, este gas es 20 veces
mas efectivo atrapando la energia que el CO,, y permanece en la atmosfera de 9-15
afos. El metano es emitido durante la produccion y el transporte de carbdn, gas
natural y petréleo. Ademas, son el resultado de la ganaderia, practicas agricolas y
por la descomposicion de residuos organicos en los vertederos municipales. Se
estima que el 20% de las emisiones de metano son generadas por el todo el ganado
del planeta. En 2005, las emisiones de todos los gases de efecto invernadero, se
estimaron en 44,153 millones de toneladas de CO, equivalentes, de las cuales el

15% fueron de metano (Rasmussen, 2009).

1.1.2. Papel del CO; en la atmésfera.

Los dos atomos de oxigeno en el CO, vibran junto con el 4&tomo de carbono y la
frecuencia de esta vibracion coincide con algunas de las longitudes de onda del
infrarrojo de la radiacion de onda larga. Cuando la frecuencia de la radiacién emitida
por la superficie de la Tierra y la atmdsfera coinciden con la frecuencia de vibracion
del CO., la radiacién es absorbida por el CO, y convertida en calor por la colision con
otras moléculas de aire y después es devuelta a la superficie. Como resultado de
esta captura, la radiacién saliente se reduce por el aumento del CO,, y como éste se
ha incrementado con el tiempo (figura 1), se ha acumulado en exceso la energia en
el planeta. Dado que la vida media de una molécula de CO; en la atmosfera es de un
siglo o mas, actualmente miles de millones de toneladas de CO, antropogénico

cubren de manera uniforme al planeta (Ramanathan y Feng, 2009).
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Desde 1850, debido a la industrializacion, la cantidad de CO; en la atmdsfera se ha
incrementado de 280 a aproximadamente 380 ppm (partes por millén). Actualmente
la concentracion de este gas es mas alta de lo que habia sido en los dltimos 20
millones de afios. El incremento en la tasa de produccion de CO, es cercano al triple,
con respecto a la tasa promedio registrada en 1990. Las emisiones crecen
anualmente en promedio 3.1 % desde el afio 2000, en vez de 1.1 % como ocurriera
en los afos 90’s., excediendo asi los escenarios mas pesimistas presentados en el
Panel Intergubernamental sobre el Cambio Climatico, IPCC por sus siglas en inglés
(Johansen, 2008).

410
400
390
L 4
380 ‘gQ
370

360

Concentracion ppm

350
1990 1995 2000 2005 2010 2015

Aino
Figura 1. Concentracién atmosférica del CO, y proyecciones al 2015, adaptada de

http://www.ipcc-data.org/ddc_co2.html.

El IPCC ha advertido sobre el requerimiento de acciones inmediatas para evitar
nuevos incrementos en los niveles atmosféricos existentes hoy en dia, pues en
ausencia de medidas rapidas y eficaces para controlar la situacion, para el afio 2100
se prevé que las concentraciones del CO, aumenten hasta 550 ppm, o por encima

de 830 ppm en el escenario mas pesimista (Evans y Furlong, 2003).
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1.1.3. Métodos de reduccién de la concentracion de CO..

La Organizacion de las Naciones Unidas promovié el protocolo de Kyoto en 1997,
con el objeto de reducir las emisiones de los gases de efecto invernadero. Las
estrategias para reducir el CO,, pueden ser aplicadas sobre el contenido en la
atmosfera (reforestacion, cultivo de macroalgas en el océano, etc.) o sobre las
emisiones de las industrias (generalmente emitidas por combustion para obtencion
de energia, las cuales contienen entre 12-15% v/v de CO;) (Wang et al., 2008).

Entre las técnicas de captura de CO, de fuentes fijas existen procesos quimicos y
biolégicos, a continuacién se describen algunos métodos quimicos.

Carbonatacion mineral. Se refiere a la fijacion de CO, mediante 6xidos alcalinos y
alcalinotérreos, como los 6xidos de magnesio (MgO) o calcio (CaO). Las reacciones
entre estos materiales y el CO, producen compuestos como el carbonato de
magnesio (MgCOs3) y el carbonato calcico (CaCO3). La cantidad de 6xidos metéalicos
gue se encuentra en las rocas de silicatos de la corteza terrestre es la necesaria para
fijar todo el CO, que produciria la combustion de las reservas de combustibles fosiles
existentes. La fijacion del CO, puede entonces resumirse en dos reacciones:
(Zevenhoven et al., 2006)

xMg0.ySi0,.zH,0y & xMgOg) + ySiOz(S) + zH,0
MgO + CO, < Mg603(s)

La carbonatacion mineral produce silice y carbonatos que se mantienen estables
durante largos periodos y que, por lo tanto, pueden almacenarse en las minas de
silicato o pueden reutilizarse. El proceso de carbonatacion mineral se produce de
forma natural y se conoce como “meteorizacion”. En la naturaleza, el proceso es muy
lento, por lo que debe ser acelerado de forma considerable a fin de convertirlo en un
método de almacenamiento viable para el CO, procedente de fuentes
antropogénicas (IPCC, 2005).
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Los sumideros de carbono pueden ser naturales o artificiales, la captacion de CO,
atmosférico por parte de la vegetacion terrestre y su acumulacion en los sedimentos
de lagos y océanos es un proceso natural, que actualmente almacena gran parte del
CO, emitido por la actividad humana. También se han desarrollado tecnologias que
consisten en la separacion, transporte y almacenamiento a largo plazo, lo que seria
un sumidero forzado que el IPCC considera como una de las opciones de mitigacién

para la estabilizacion de las concentraciones de los gases de efecto invernadero.

Captacion y el almacenamiento de CO, (CAC). Consiste en la separacion del CO,
emitido por la industria y fuentes relacionadas con la generacién de energia, su
transporte a un lugar de almacenamiento y su aislamiento de la atmdsfera en
formaciones geoldgicas del subsuelo, océanos o bajo otras condiciones. La CAC
tiene la capacidad potencial de reducir los costos generales de la mitigacion y
aumentar la flexibilidad para lograr la reduccion de las emisiones de CO,. A escala
mundial, las emisiones de CO, causadas por la utilizacion de combustibles fosiles en
el aflo 2000 ascendieron a un total aproximado de 23.5 gigatoneladas (Gt) de CO; al
afo, de los cuales, cerca del 60 % correspondié a fuentes fijas. No obstante, no
todas estas fuentes son convenientes para la captacion de CO; (IPCC, 2005).

Otras opciones de mitigacion comprenden la mejora de la eficiencia energética, la
preferencia de combustibles que dependan menos intensivamente del carbono, la
energia nuclear, las fuentes de energia renovables, el perfeccionamiento de los
sumideros bioldgicos, la reduccion de las emisiones de gases de efecto invernadero

diferentes al CO, y la aplicacién de procesos bioldgicos.

1.1.3.1. Fijacion biologica del CO..

Los sumideros naturales de CO,, que son parte del ciclo natural del carbono

constituyen el sistema mas eficiente de control de este gas en la atmdsfera. El ciclo
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global del carbono consta de tres principales reservas de carbono: la atmosférica, la
oceanica y la terrestre. El ciclo comienza con la fijacion del CO, atmosférico a través
de los procesos de fotosintesis, realizados por plantas y algas. Estos organismos
incorporan el CO, atmosférico a los procesos metabdlicos para la formacion de
materia organica y oxigeno, a la larga esta materia organica es degradada e
incorporada de nuevo al ciclo del carbono. Una parte importante del ciclo es el
fendbmeno de sustraccion de cierta parte del carbono por trastornos geoldgicos, las
obras de mineria o perforacion realizadas por el hombre que llevan a la superficie el
carbon o petréleo, que serd quemado y convertido en CO,. La mayor parte del
carbono del planeta, se encuentra en forma de carbonatos, como por ejemplo: la
piedra caliza y el marmol. Al desgastarse las rocas con el tiempo los carbonatos
vuelven al ciclo del carbono. Sin embargo, en el fondo del mar se forman otras rocas
debido a los sedimentos de animales y plantas muertas, asi la cantidad de carbono

en el ciclo deberé permanecer practicamente constante.

El secuestro de CO, por parte del océano tiene lugar por medio de procesos
fisicoquimicos y bioldgicos. La parte fisica se da por el intercambio del CO; en la
interfase atmaosfera-océano, ya que la presion parcial del CO, tiende a estar en
equilibrio entre la atmésfera y el océano, por tanto el aumento en la concentracion
atmosférica impulsa el flujo hacia el océano. El proceso biolégico o fijacion
fotosintética se lleva a cabo en la zona eufética del océano por el fitoplancton. Dicha
actividad biol6gica retira entonces el CO, de las aguas superficiales y lo transporta
hacia el interior del océano en forma de carbono organico y carbonatos. Los océanos
absorben aproximadamente 93 Gt afio, y secuestran grandes cantidades de carbono
(38,500 Gt). Por otro lado la vegetacion terrestre también absorbe alrededor de 110
Gt afio, sin embargo la eficiencia fotosintética (energia luminosa captada que es
convertida a energia quimica) de la vegetacion acuéatica, resulta mucho mayor que la
terrestre, ya que se estima que la agricultura so6lo contribuye con la reduccién de un

3-6 % de las emisiones fésiles.
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El cultivo de macroalgas en estanques, lagos u océanos, ha sido propuesto como
otro método de reduccion de las emisiones de CO,, ya que es dificil optimizar el
crecimiento en cultivos abiertos, porque resultan en una baja productividad. Sin
embargo, tienen como ventaja que puede ser utilizado en conjunto con el tratamiento
de aguas residuales. Las microalgas han recibido mucha mas atencién con respecto
a las macroalgas en la fijacion de CO,, debido a que se adaptan facilmente a crecer
en biorreactores y por el conocimiento que se tiene sobre muchas cepas usadas en

acuicultura (Aresta et al., 2005; Evans y Furlong 2003; Skjanes et al., 2007).

1.2. Microalgas.

Fitoplancton, es el conjunto de microalgas que viven suspendidas en la columna de
agua y a merced de sus movimientos, parcial o totalmente. Las caracteristicas
adaptativas que presentan las microalgas planctonicas estan relacionadas con la
resistencia al hundimiento y con la habilidad de absorber rapidamente los nutrientes
y acumularlos intracelularmente para sobrevivir a su escasez. Los ciclos de vida de
las algas son cortos y frecuentemente incluyen la formacién de esporas de
resistencia o de células de reposo, con lo cual sobreviven durante periodos
desfavorables. Su nutricién es por absorcién en forma iénica de C, H, O, N, P, S, K,
Ca, Fe, Mg, y de cantidades traza de Mn, B, Co, Cu, Zn y Mo, sin embargo, para
algunas especies son necesarias otras moléculas inorganicas y organicas complejas,
incluyendo la vitamina Bi,. De los grupos que conforman el fitoplancton, las
pertenecientes a las divisiones Cyanobacteria, Chlorophyta, Heterokontophyta y
Euglenophyta son las mas comunes en aguas dulces, mientras que las

Bacillarophyta, las Dinophyta y las Haptophyta abundan en el mar (Lara, 1996).
Existen dos tipos de microalgas, procariotas y eucariotas. Las microalgas procariotas

o Cyanobacteria carecen de organelos limitados por una membrana y tienen

ribosomas mas pequefios; Las microalgas eucariotas se definen por la presencia de
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una doble membrana en el ndcleo y organelos como los cloroplastos. Muchas
microalgas son unicelulares no mdviles, mientras que otras poseen uno 0 mMas
mecanismos de locomocion, flagelos o flujos de mucilago a través de poros en la
pared, con los cuales pueden realizar migraciones verticales en los cuerpos de agua.
Estructuras de locomocion como los flagelos se presenta en algas celulares o
coloniales. Una colonia es un conjunto de células de diferentes generaciones,
comunicadas entre si, cuyo numero y disposicion de células permanece constante a
través de la vida del individuo. Un cenobio es un conjunto de células hermanas
flageladas o no moviles, cuyo nimero de células no permanece constante, y las

cuales no estan comunicadas entre si (Graham y Wilcox, 2000).

1.2.1. Caracteristicas generales.

La estructura basica del aparato fotosintético en las microalgas son los cloroplastos,
los cuales contienen una serie de vesiculas membranosas aplastadas llamadas
tilacoides, rodeados de una matriz o estroma. Los tilacoides contienen la clorofila y
son el sitio donde se llevan a cabo las reacciones fotoquimicas, mientras que la
fijacion de CO, ocurre en el estroma. Los tilacoides se ensamblan en grupos de tres
(Heterokontophyta y Euglenophyta), cinco a nueve (Chlorophyta) o bien pueden estar
aislados (Rhodophyta). Los cloroplastos son notables y varian en su forma, pueden
ser discoidales, en forma de banda, estrella, red o copa. En algunas algas los
cloroplastos son parietales (situados junto a la pared celular), centrales (axiales) o
extendidos desde el centro de la célula (radiales). La morfologia de los cloroplastos
se utiliza en la taxonomia de varios grupos de microalgas. El pirenoide es una regién
constituida por proteinas, dentro del cloroplasto con mayor densidad que el estroma,
gue puede o0 no ser atravesada por los tilacoides. El pirenoide es frecuentemente
asociado con la produccion de sustancias de reserva, en especial almidon ya que se
ha observado una alta concentracion de la enzima amilasa en su interior; También se
ha determinado que, en la mayoria de las microalgas, la enzima ribulosa-1,5-

disfosfato carboxilasa oxigenasa (Rubisco) se concentra en los carboxisomas de las
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Cyanobacteria y en el pirenoide de las algas eucariotas (Dawes, 1991; Lee, 1999;
Graham y Wilcox, 2000).

Existen tres tipos principales de pigmentos, las clorofilas, los carotenoides (que
incluyen a las xantofilas) y las ficobilinas. Las algas fotosintéticas tienen clorofila en
sus cloroplastos. Las clorofilas son tetrapirroles que estan dispuestos en un anillo
con un atomo central de magnesio con una cadena de fitol y que se presenta en
cuatro formas a, b, ¢ (c1 y c2) y d. En todas las microalgas la clorofila a es el principal
pigmento fotosintético y varia en cantidad de 0.3 a 3 % de su peso seco. Los
carotenoides son pigmentos amarillos, anaranjados o rojos y en general se pueden
dividir en dos clases: 1) los carotenos que son cadenas complejas de hidrocarburos
libres de oxigeno y 2) sus derivados oxigenados o xantofilas. Los carotenos son
insaturados y transmiten principalmente la luz amarilla. Las xantofilas presentan
cierto grado de saturacién con oxigeno y transmiten mas en las longitudes de onda
roja o naranja. El caroteno que mas abunda en las microalgas es el B-caroteno. Al
igual que las clorofilas, las ficobilinas son tetrapirroles lineares, pero carecen de
magnesio y de una cadena de fitol. Las ficobilinas estan unidas a proteinas, por lo
que se denominan comunmente ficobiliproteinas. Existen dos clases de
ficobiliproteinas: la ficoeritrina y ficocianina, la primera transmite la luz roja y la
segunda azul, y son caracteristicas de las Rhodophyta y Cyanobacteria. Se
presentan distintos tipos de reservas fotosintéticas en las microalgas: 1) los
polimeros de los a (1—4) glucanos, como el almidén de las Chlorophyta compuesto
por amilosa y amilopectina, 2) los polimeros de los B (1—3) glucanos, como la
laminarina de las Heterokontophyta, 3) compuestos de bajo peso molecular como los

azucares, polioles y glucosidos (Dawes, 1991; Lee, 1999).

Reproduccién.

En las algas se utilizan algunos términos en general para referirse a las células
reproductivas. En la reproduccion vegetativa, las esporas son células que germinan

sin fusion, para formar un nuevo individuo. Las aplanosporas son esporas no

12




Marco tedrico

moviles, mientras que las zoosporas son células reproductivas flageladas que se
producen dentro de la célula vegetativa; las autosporas y monosporas son también
células no maviles, pero que carecen de la capacidad de desarrollarse en zoosporas.
Los procesos de reproduccion asexual son muy variados, por biparticion (division
celular longitudinal o transversa), formacion de zoosporas o aplanosporas,
produccion de autosporas o0 monosporas, formacion de autocolonias (o formacion de
cenobios), fragmentacion (ruptura de los filamentos) y formacion de acinetos (células
vegetativas con una gruesa pared celular y alto contenido de sustancias de reserva,

usualmente conocidas como estructuras de resistencia) (Graham y Wilcox, 2000)

En la reproduccién sexual, las microalgas tienen diferentes vias, desde la fusion de
los gametos (haploides, plasmogamia) hasta que se logra la fusion nuclear
(cariogamia) para formar un cigoto diploide. La reproduccion sexual puede ser
isogamia, aniségamia u oogamia; también puede ser espérica, gamética, cigbtica o

somatica.

Factores limitantes.

Para el crecimiento de cualquier organismo fotosintético se requiere, luz, CO,, agua,
nutrientes minerales en solucién y una temperatura ambiente adecuada para la
actividad metabdlica. Cuando el suministro de CO; y agua no son limitantes, factores
como la temperatura, iluminacion, turbulencia, viscosidad del agua y la tasa de
renovacion del agua son importantes para las microalgas. Todas las especies tienen
rangos Optimos de desarrollo segun las caracteristicas de luz y temperatura; cuando
estos factores cambian, las poblaciones existentes adaptadas a estas condiciones
disminuyen o incluso desaparecen, y son sustituidas por otras especies adaptadas a

las nuevas caracteristicas.

Clasificacion.
Las microalgas se clasifican en varias divisiones: Cyanobacteria, Chlorophyta,

Rhodophyta, = Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta, @ Prymnesiophyta vy
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Heterokontophyta, de estas a continuacion se hace una descripcién de las mas

relevantes en agua dulce:

Cyanobacteria: los organismos de esta division se distinguen de las demas clases de
algas por ser procariotas. Por su tipo de organizacion pueden ser unicelulares,
coloniales o filamentosas. Las Cyanobacterias filamentosas poseen células
especializadas llamadas heterocistos, en las que se lleva a cabo la fijacion del
nitrogeno. El citoplasma no suele presentar estructuras reconocibles salvo
carboxisomas (corpusculos que almacenan la enzima Rubisco), aerotopos
(estructuras llenas de gas) y tilacoides. Contienen clorofila a y pigmentos accesorios
como las ficobilinas y carotenoides, en general la ficocianina y la ficoeritrina son los
pigmentos accesorio dominantes y proporcionan el color verde-azul y rojizo de estas
algas. Los productos de almacenamiento son generalmente glucanos a (1—4) y se
desarrollan tanto en agua dulces como salobres. La reproduccion sexual no se

presenta en este grupo (Dawes, 1991; Lee, 1999; Graham y Wilcox, 2000).

Chlorophyta: los organismos pertenecientes a esta divisibn son conocidos como
algas verdes, las células flageladas generalmente son solitarias y se desarrollan en
aguas dulces y marinas. Los cloroplastos contienen clorofila, a, b, y B-caroteno entre
otros carotenoides. Las Chlorophyta difieren de las otras algas eucariotas, entre otras
caracteristicas, porque forman sus productos de almacenamiento (comunmente
almidén) dentro del cloroplasto y en relacion con el pirenoide. Su reproduccion es
tanto sexual como asexual; entre los tipos de reproduccion asexual que presentan
estdn la fragmentacion, la zoosporogénesis y la formacion de aplanosporas y
autosporas (células con la misma forma que la célula madre que son comunes en las
Chlorococcales). La reproduccion sexual puede ser por isogamia, anisogamia u
oogamia (Dawes, 1991; Lee, 1999; Graham y Wilcox, 2000).

Heterokontophyta: esta division incluye varias clases: Xanthophyceae
Chrysophyceae, Synurophyceae, Dictyochophyceae, Pelagophyceae,
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Raphidophyceae, Estigmatophyceae, Phaeophyceae, y Bacillariophyceae. Las
microalgas pertenecientes a la clase Chrysophyceae son de agua dulce, contienen
clorofilas a y c, pueden tener pirenoides y estigmas (manchas oculares). Son
organismos unicelulares o pluricelulares que pueden formar colonias. Su principal
caracteristica es la presencia de cloroplastos con pigmentos de color amarillo que les
confieren un aspecto dorado, sin embargo su coloracion va de dorada a amarillo o
verde. Son de morfologia variable, pueden tener flagelos. La sustancia de reserva
alimentaria es comunmente el glucano B (1—3) crisolaminarina, pero nunca almidén
(Dawes, 1991; Lee, 1999; Graham y Wilcox, 2000).

1.2.2. Fotosintesis (captura y fijacion del CO5).

Las plantas, algas y algunos microorganismos utilizan la luz solar, para obtener la
energia necesaria en la sintesis de carbohidratos mediante un proceso que se
denomina fotosintesis, el cual ademéas constituye la via de captura y fijacion del
carbono y la fuente de oxigeno en la atmdsfera. Existen dos tipos de fotosintesis, una
llamada oxigénica que es llevada a cabo por las plantas y algas, donde el agente
reductor es el agua y otra anaerdbica que es realizada por bacterias, donde diversos
compuestos organicos o inorganicos actian como donadores de electrones, segun la

especie.

Energia luminosa

™

6C0, + 6H;0 — C¢H1206 + 60, AG° = 42870 kJ/mol
En el proceso real de la fotosintesis intervienen muchos pasos intermedios y la

hexosa no es el principal hidrato de carbono obtenido, por lo tanto la reaccién

fotosintética anterior suele escribirse de forma general como sigue:
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Energia luminosa

N

C0, + H,0 — » [CH,0]+ O,

La energia luminosa no puede utilizarse directamente para impulsar esta reaccion y
el H,O no reduce al CO, directamente. El proceso global esta compuesto por dos
subprocesos en todos los organismos fotosintéticos: el primero esta constituido por
una serie de pasos denominados reacciones luminosas, donde se utiliza la energia
de la luz solar para llevar a cabo la oxidacion fotoquimica del H,O, con esta oxidacion
se consigue primero que el agente oxidante NADP® se reduzca a NADPH,
produciendo equivalentes reductores y la liberacion del O,, y ademas que la energia
luminosa se capture mediante la fotofosforilacion. En el segundo subproceso llamado
reacciones oscuras de la fotosintesis, el NADPH y el ATP producidos por las
reacciones luminosas se utilizan para la sintesis reductora de los carbohidratos a

partir del CO, y el agua (figura 2).
Reacciones luminosas

H;0 Energia luminosa 0,

SN
7 >

ADP + P, ATP NADP* NADPH

Reacciones oscuras

Carbohidratos c0, +H,0

Figura 2. Reacciones luminosas y oscuras en la fotosintesis, adaptado de Mathews y van Holde, 2005.

Debido a que aproximadamente el 50% de la biomasa microalgal esta compuesta por
carbono, este elemento es uno de los nutrientes mas importantes para el

crecimiento. Todas las microalgas utilizan el carbono inorganico para sintetizar
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componentes organicos. En ambientes acuosos el carbono se presenta en forma de
diéxido de carbono acuoso (CO; ag), i0n bicarbonato (HCO3') o i6n carbonato (CO3")
en funcidén del pH y temperatura. La posibilidad de que las microalgas utilicen el
carbono Unicamente en forma de CO,, HCO3 0 CO3z, no es un problema, porque las
reacciones de interconversion entre las formas quimicas son suficientemente

rapidas, para que no sea un paso limitante en la demanda de CO, para las células.

c0,+ H,0 =2 H,CO0; = HCO;~ + Ht = €05~ +2H*

Estudios detallados, sobre la influencia de la fuente de carbono sobre la
productividad de las microalgas, han mostrado que aunque el HCOj3 es facilmente
asimilado por las células, es una fuente pobre de carbono si se compara con el CO,
(Carvalho et al., 2006). El contenido de CO; en el aire es de 0.03%- 0.04% v/v, por lo
tanto la transferencia del carbono al medio de cultivo es pequefia, aun en presencia
de una gran area de trasferencia o incrementandose el mezclado. Por ello para el
cultivo de microalgas es comun utilizar corrientes gaseosas enriquecidas con CO,
como fuente de carbono (Carvalho et al., 2006). Cuando el CO, es inyectado al
cultivo, una parte es consumido por las células y el resto se pierde en la atmdsfera.
De acuerdo con la teoria de la doble pelicula, la transferencia del CO, de la fase
gaseosa a las células ocurre a través de una secuencia de pasos (figura 3): trasporte
del seno del gas a la pelicula del gas cercana a la interface, difusion a través de la
pelicula gaseosa, transporte a través de la interface gas-liquido, difusion en la
pelicula del liquido, transporte hasta el seno del liquido, difusion a través de la
pelicula liquida externa de la célula, transporte hasta la pared celular de las células vy,

por ultimo, la absorcién metabdlica de las células (figura 3).
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Figura 3. Transporte del CO, desde el seno del gas hasta el interior de las células.

El CO, y HCO3 son consumidos por las microalgas, el ion bicarbonato entra por
transporte activo a la célula y el CO, es probablemente hidratado en la membrana
plasmética en un sitio activo cercano al del ion bicarbonato, y en el interior de la
célula es transformado a CO, por la Anhidrasa carbdnica (figura 4a). EI CO, es
inmediatamente incorporado al ciclo de Calvin por la enzima Rubisco, el acido 3-
fosfoglicérico (PGA) es obtenido como metabolito intermediario e incorporado en las
distintas rutas metabdlicas para la sintesis de macromoléculas como proteinas,

carbohidratos, lipidos y acidos nucléicos.

El ATP y el NADPH producidos por las reacciones luminosas de la fotosintesis
actian en la sintesis de carbohidratos en el ciclo de Calvin, el cual tiene tres fases
bien diferenciadas (figura 4b): 1) Carboxilativa, que corresponde a la incorporacion
de una molécula de CO, a una de ribulosa-1,5-difosfato para formar un compuesto
transitorio de seis atomos de carbono que se hidroliza rapidamente en dos moléculas
de 3-fosfoglicerato (reaccidén catalizada por la Rubisco), 2) Reductiva, donde se
reduce el grupo carboxilo del fosfoglicerato a aldehido utilizando el H* donado por el
NADPH y se obtiene gliceraldehido-3-fosfato, reaccién que requiere de la energia del
ATP, 3) Regenerativa, donde se recupera la molécula de ribulosa-1,5-difosfato

aceptora del CO,, por una serie de reacciones enzimaticas.
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Espacio periplasmico
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Figura 4. a) Transporte del CO, y HCO; al interior de las células , adaptado de Moroney y Somanchi,

1999. b) ciclo de Calvin, adaptado de Mathews y van Holde, 2005.
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En el estroma de los cloroplastos, una serie de reacciones exergonicas convierten el
PGA o gliceraldehido 3-fosfato (G3P) en fructosa 1,6 difosfato y por dltimo en
disacaridos o azucares, algunas moléculas de G3P, son ademas convertidas en
aminoacidos o grasas, componentes esenciales de las algas. La fijacion de seis
moléculas de CO, y la formacion de tres moléculas G3P, requiere del consumo de 18
ATPs y 12 NADPHSs generados en las reacciones luminosas de la fotosintesis.

Las plantas, bacterias fotosintéticas y microalgas siguen la via normal Cs + C; = 2 Cg,
sin embargo también hay plantas como el maiz, la cafia de azlcar y algunas
microalgas que utilizan la ruta auxiliar C3 + C; = C4 (Ciclo de Hatch y Slack) en la que
el CO; se incorpora al fosfoenol piruvato para dar oxalacetato, un compuesto de

cuatro carbonos que se reduce a malato o aspartato.

1.2.3. Usos y aplicaciones de las microalgas.

La variedad de metabolitos producidos por las microalgas es muy amplia y muchos
tienen valor comercial. Las microalgas han comenzado a jugar un papel importante
en la biotecnologia. El primer uso de las microalgas por humanos data de hace 2000
afnos en China, donde utilizaban a la Cyanobacteria Nostoc sp. como alimento. Sin
embargo, la biotecnologia algal empez6 a desarrollarse hasta la mitad del siglo
pasado. Hoy en dia, hay numerosas aplicaciones para las microalgas. Por ejemplo,
1) pueden ser utilizadas para incrementar el valor nutricional de los alimentos para
humanos y animales, 2) juegan un papel crucial en la acuicultura 3) pueden ser
incorporadas en los cosméticos y 4) industrialmente son cultivadas para la obtencion
moléculas de alto valor agregado, como: farmacos, acidos grasos poliinsaturados
(agregados a las férmulas de alimentos infantiles y suplementos nutricionales) y
pigmentos (utilizados como tintes naturales). También las microalgas pueden servir
como materia prima para la obtencion de diferentes tipos de biocombustibles
renovables, esto incluye al metano producido por digestion anaerébica de la biomasa

algal, el biodiesel derivado del aceite de las microalgas y la produccién fotobiolégica
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de biohidrégeno (Spolaore et al., 2006). La idea de utilizar a las microalgas como
fuente de combustible no es nueva, pero ha tomado importancia debido a los altos
precios del petréleo y mas significativamente a la emergente consternacion respecto

al calentamiento global.

La comercializaciobn a gran escala de microalgas comenz6 en los afos 60’s, en
Japoén con el cultivo de Chlorella spp. por Nihon Chlorella Co. (Taipei, Taiwan). En
los 70’s se cosechaba Arthrospira maxima Setchell et Gardner en el lago Texcoco
por Sosa Texcoco S.A. (Ciudad de México, México). Para 1980, se contaba con 46
fabricas a gran escala en Asia, que producian poco mas de una tonelada de
microalgas por mes. La produccién comercial de Dunaliella salina Teodoresco como
fuente de B-caroteno, se convirtio en la tercera mejor industria algal en Australia en el
afo de 1986, por ese tiempo en India se producian a gran escala varias especies de
Cyanobacteria. Mas recientemente se han establecido muchas plantas productoras
de Haematococcus pluvialis Flotow como fuente de astaxantinas en USA e India
(Spolaore et al., 2006).

Para el cultivo a gran escala las microalgas deben contar con diversas caracteristicas

que le confieren ventajas y desventajas en su cultivo (tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas requeridas en las microalgas para su uso biotecnoldgico (Borowitzka, 1992).

Caracteristicas

Ventajas

Desventajas

Crecimiento en | Reduccién de problemas de | Nimero limitado de especies
condiciones extremas. | competencia con otras | disponibles y algunos ambientes
especies o depredadores. extremos son dificiles de

mantener a gran escala.

Réapida tasa de | Provee de ventajas | La tasa de crecimiento es
crecimiento. competitivas ~ sobre  otras | usualmente inversa al tamafio de
especies 'y depredadores, | las células.

ademas reduce el éarea de

cultivo requerida.

Gran tamafo celular,
morfologia colonial o
filamentos.

Reduce el costo de la cosecha.

Las células grandes usualmente
crecen lentamente.

Tolerancia a las | Menos control de las | ----
variaciones de las | condiciones de cultivo
condiciones requeridas para un cultivo
ambientales. confiable.

Tolerancia a los | Permite utilizar métodos de | ----

esfuerzos de corte.

bombeo y mezclado mas

baratos.

Alto contenido celular
del producto.

Mayor valor de la biomasa.

Los productos generalmente son
metabolitos secundarios y altas

concentraciones ocurren con un
crecimiento mas lento.

Nutricion y salud humana.

Actualmente podemos encontrar en el mercado a las microalgas en forma de

tabletas, capsulas y liquidos para nutricibn humana, también pueden ser
incorporadas en pastas, bocadillos y barras de dulces o incluso en goma de mascar.
Debido a sus diversas propiedades quimicas, pueden utilizarse como suplementos
alimenticios o representar una fuente natural de colorante para alimentos. Las
especies mas dominantes en este mercado son: Chlorella spp., Arthrospira spp.,
Dunaliella salina y Aphanizomenon flos-aquae Ralfs ex Born et Flah.

Las especies de Arthrospira, son utilizadas por su alto contenido de proteinas y valor
nutritivo, ademas estas microalgas tiene aplicacion terapéutica, promoviendo: el
alivio de la hiperlipidemia (aumento de la concentracion de lipidos en la sangre), la
disminucion de la hipertension, la proteccion contra dafio renal y el crecimiento y
los Lactobacillus intestinales.

promocion de Las especies de Chlorella son
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producidas por mas de 70 compafiias, la sustancia mas importante es el 3-1,3-
glucan, el cual es un inmunoestabilizador activo, un radical libre que reduce los
lipidos de la sangre; ademas se le han atribuido otros efectos terapéuticos por su
eficacia en el tratamiento de las Ulceras gastricas, la prevencion contra la
arteroesclerosis y por su accion antitumoral. Dunaliella salina es un alga verde
flagelada usada en la produccién industrial de B-caroteno, un componente esencial

en la dieta de humanos y animales (Pulz y Gross, 2004; Spolaore et al., 2006).

Nutricibn animal.

Las microalgas pueden ser incorporadas en el alimento de una gran variedad de
animales, desde peces (acuicultura) a mascotas y animales de granja. De hecho el
30 % de la produccién es vendida para la alimentacion de animales y un poco mas
del 50 % de la produccion mundial de Arthrospira spp. es destinada a los
suplementos alimenticios. La adicién de microalgas al alimento para mascotas tiene
efecto en la salud y en el aspecto fisico de gatos, perros, conejos, peces y reptiles
(Pulz y Gross, 2004; Spolaore et al., 2006).

Para ser utilizadas en acuicultura las microalgas deben cumplir con ciertos criterios:
1) tienen que ser facilmente cultivables, 2) no téxicas, 3) de tamafio correcto para ser
ingeridas, 4) de alto valor nutricional y 5) de pared celular digerible para hacer
disponibles los nutrientes. El contenido de proteina es el mayor factor para
determinar el valor nutricional de una microalga (Spolaore et al., 2006). Una
aplicacion importante es su uso para refinar los productos de acuicultura, ya que las
dietas artificiales de peces son pobres en pigmentos naturales, asi se incorporan
microalgas con alto contenido de pigmentos como la astaxantina, para que peces

como el salmoén tengan su coloracion caracteristica.

Pigmentos.
Ademas de la clorofila como principal pigmento fotosintético las microalgas contienen

muchos pigmentos mas, que por una parte mejoran la eficiencia fotosintética
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(ficobiliproteinas) de plantas y por otra las protege contra la radiacion solar excesiva
(carotenos). Como se mencion6 anteriormente el alga verde flagelada Dunaliella
salina es el organismo mas utilizado para la produccion en masa del 3-caroteno, pero
existen otros pigmentos de gran interés comercial como son las ficobiliproteinas,
obtenidas de las cianobacterias Arthrospira spp. y de la rhodophyta Porphyridium sp.
El potencial primario de estas moléculas es como tinte natural, pero un namero
importante de investigadores han observado en sus propiedades terapéuticas una
amplia gama de aplicaciones farmacéuticas, un ejemplo es su uso en los laboratorios
de inmunologia. (Spolaore et al., 2006). Las ficobiliproteinas, ficocianinas y
ficoeritrinas, son pigmentos Unicos en las algas y algunos son utilizados en alimentos

y cosméticos (Pulz y Gross, 2004).

Cosméticos.

Algunos extractos de las microalgas pueden ser encontrados en productos para la
cara y piel, ya sea como cremas 0 productos refrescantes y regenerativos, ademas
son utilizados para la fabricaciébn de productos de proteccién solar y cuidado del
cabello. Uno ejemplo de productos comerciales son los extractos ricos en proteinas
de Arthrospira spp. que se utilizan para reparar los signos tempranos del
envejecimiento y prevencion de la apariciobn de estrias, también los extractos de
Chlorella vulgaris Beijerinck estimulan la sintesis de colageno en la piel y promueven
la regeneracion celular (Spolaore et al., 2006).

Biomonitores.

Un bioensayo es un procedimiento que usa organismos evaluando su respuesta para
estimar el efecto de agentes fisicos o quimicos en el medio ambiente. Los
biomonitores proveen de una advertencia temprana de posibles deterioros
ambientales, y pueden ademas proveer mediciones sensitivas de los contaminantes.
Uno de los usos de los cultivos de algas es como biomonitores, para la deteccion en
efluentes naturales de nutrientes o sustancias que son tdxicas para las algas.

Aunque en algunos casos se utilizan peces como biomonitores primarios en
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ecosistemas acuaticos, las algas son mucho mas sensitivas que los animales a
algunos contaminantes incluidos los detergentes, efluentes de la manufacturacién de

textiles (fenoles), tintes y especialmente herbicidas (Graham y Wilcox, 2000).

Produccién de biodiesel a partir de aceites de microalgas.

Las microalgas pueden ser una fuente potencial de materia prima en la produccion
del biodiesel, ya que a diferencia de otros cultivos para la obtencién de aceites las
microalgas crecen de manera rapida y muchas son ricas en aceites (tabla 2), por lo

que se obtienen mayores rendimientos por unidad de area de cultivo (Chisti, 2007).

Tabla 2. Comparacién de rendimiento para la produccion de aceite a partir de diferentes fuentes
(Chisti, 2007).

Cultivo Rendimiento de aceite | Area necesaria para el cultivo
(L Km™?) (Km?)
Maiz 17,200 15,400
Soya 44,600 5,940
Aceite de palma 595,000 450
Microalgas @ 5,870,000 45
Microalgas ® 13,690,000 20

a) Con el 30% de aceites en peso de biomasa.

b) Con el 70% de aceites en peso de biomasa.

El contenido de aceites en las microalgas comunmente esta entre 20-50%(P/P). La
productividad lipidica, que es la masa de aceite producida por unidad de volumen del
caldo de cultivo por dia, depende de la tasa de crecimiento del alga y del contenido
de aceites en la biomasa. El potencial de utilizar a las microalgas en la produccién de
biodiesel, se basa en que no compromete la produccion de alimentos, forraje y otros
productos derivados de las cosechas, aunque generalmente es mas costoso (Chisti,
2007).

La produccion de biodiesel a partir de aceites de microalgas aun no es
econdmicamente factible. Las microalgas deseadas para la produccién de biodiesel,

deben tener una alta productividad lipidica, por ello se han llevado a cabo diversos
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estudios para incrementar el contenido de aceites. Una de las estrategias
ampliamente estudiadas en distintas especies de microalgas es la limitacion de
nitrégeno durante el crecimiento (Khozin-Goldberg, 2002; Spolaore et al., 2006;
Solovchenko et al.,, 2007; Wang et al.,, 2008), lo cual resulta eficiente en el
incremento del contenido de aceites intracelulares, pero disminuye la concentracion

celular, por lo que aun faltan estudios para solucionar este problema.

Aplicaciones ambientales.

Los gobiernos y companiias energéticas de todo el mundo han mostrado interés en la
fijacion biolégica del CO,. Por ejemplo investigadores en Noruega, Japén, Italia y
Estados Unidos se esfuerzan por encontrar un proceso econdémicamente factible,
para la aplicaciéon de microalgas en la proteccion del medio ambiente. En Alemania
desarrollaron un proyecto para utilizar el efluente gaseoso y el agua condensada de
una industria para producir biomasa microalgal. Este proceso fue escalado a un
fotobiorreactor de 6 m* y mostré ser viable, aunque no econdémicamente atractivo
(Pulz y Gross, 2004).

1.3. Sistemas de cultivo de microalgas.

Los sistemas para produccion de microorganismos fototroficos son llamados
fotobiorreactores, estos sistemas se evallan en términos de su configuracién,
productividad y viabilidad econémica. La mas importante y obvia diferencia en los
sistemas de producciéon de microalgas es la exposicién del cultivo al ambiente, por
ello se clasifican en dos disefios basicos. Los sistemas abiertos, en los que el cultivo
estd expuesto a la atmdsfera y los sistemas cerrados, en los que el cultivo tiene poco
0 ningun contacto con la atmésfera. Los sistemas abiertos pueden dividirse en aguas
naturales (lagos, lagunas y estanques) y lagunas artificiales o contenedores
disefiados en distintas formas, los cuales son mucho mas simples que los sistemas

cerrados. Los sistemas cerrados consisten en fotobiorreactores en diversas formas,
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tamafos, longitudes y materiales de construccion, los cuales permiten el mejor
control del cultivo. En todos los casos el crecimiento Optimo es el objetivo
biotecnoldgico, para lo cual la clave del éxito son factores como la luz, nutrientes y
turbulencia (Pulz, 2001).

Los sistemas abiertos son los mas parecidos al ambiente natural de las microalgas y
han sido utilizados en gran medida para la obtencion de metabolitos y para el
tratamiento de aguas residuales (Pulz, 2001). Existen cuatro disefios: Estanques
poco profundos, tanques, estanques circulares y estanques tipo carrusel, estos
ultimos estan constituidos por canales en forma de circuito cerrado poco profundos
entre 10 y 30 cm y de 2 a 3 m de ancho (figura 5). Para proveer de un adecuado
mezclado en estos sistemas el medio de cultivo es impulsado mediante paletas
rotatorias (figura 5) (Borowitzka, 1999; Contreras et al., 2003; Ugwu et al., 2008). Una
de las mayores ventajas de estos sistemas es que son faciles de construir y operar,
sin embargo tienen como limitantes, la baja iluminacion, la evaporacién, la difusion
de CO; a la atmésfera y la necesidad de grandes areas de cultivo. Ademas, debido al
ineficiente mezclado que se logra en estos sistemas, la tasa de transferencia de
masa es baja, lo que resulta en una baja productividad de biomasa. Otro factor a
considerar es la contaminacién por depredadores y otros heterétrofos que reducen la
produccion comercial de algas en sistemas abiertos, a Unicamente microalgas que

crezcan bajo condiciones extremas (Ugwu et al., 2008).

Figura 5. Fotobiorreactor tipo carrusel, los bloques negros indican propelas, adaptado de
Contreras et al., 2003.
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Para superar los problemas con los sistemas de cultivo abiertos se han realizado
diversas investigaciones sobre el cultivo de microalgas en sistemas cerrados, lo que
ha llevado al desarrollo de una amplia variedad de disefios y a un incremento

significativo de la productividad microalgal.

Los sistemas cerrados tienen ventajas como, 1) facilidad para cosechar la biomasa,
2) mantenimiento del cultivo sin contaminacion, 3) mejor control de las condiciones
de cultivo y 4) menor inversion de capital en el fotobiorreactor. Este ultimo factor es
un elemento importante en el costo de produccion de productos derivados de
microalgas (Contreras et al., 2003). Ademas, la obtencién de productos de valor
agregado con aplicaciones farmacéuticas y cosméticas solo es viable en sistemas
cerrados, ya que son necesarias condiciones reproducibles de produccion y buenas

practicas de manufactura.

Los fotobiorreactores cerrados utilizados en el cultivo de microalgas generalmente
tienen configuracion tubular (fabricados principalmente de vidrio, plastico o bolsas de
plastico) o aplanada (tipo placa aplanada). Los arreglos verticales u horizontales
tubulares o de placas son los preferidos, ya que proveen mejor distribucién de la
iluminacion y el flujo (Pulz, 2001).

1.3.1. Caracteristicas de los fotobiorreactores.

Durante el cultivo de microalgas puede haber muchos factores que afecten su
crecimiento, como la disponibilidad de los nutrientes, el oxigeno disuelto, esfuerzos
de corte, pH, temperatura, etc., cuando ninguno de ellos es limitante, la disponibilidad
de luz determina la velocidad con la que se realiza la fotosintesis y como
consecuencia la velocidad de crecimiento. La cantidad de luz disponible para las
células depende de la configuracion del reactor. También en los fotobiorreactores, la

penetraciéon de la luz decrece en funcion del incremento de la densidad celular,
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generando una zona eufotica y otra oscura (figura 6), por tanto las microalgas estan
expuestas a periodos ciclicos de luz y oscuridad (fotoperiodo). La frecuencia y
duracion de estos ciclos estan determinadas por el suministro de luz, la configuracion
del reactor y la intensidad del mezclado. Esto impacta en la cantidad de luz recibida
por cada célula y ayuda a prevenir la inhibicion del aparato fotosintético en presencia
de una alta irradiancia, por ello los ciclos de luz y oscuridad son necesarios para

lograr una alta eficiencia en la utilizacion de la luz.

Energia luminosa

NN

mo m Zona eufética
)/ \_/

Trayectoria
delaluz

Oscuridad Luz Oscuridad

Figura 6. Distribucién de la luz en un fotobiorreactor, adaptado de Contreras et al., 2003.

Los cultivos de microalgas en general pueden ser iluminados con luz solar, luz
artificial o ambas. Los sistemas con gran superficie de iluminacién incluyen los
estanques poco profundos, reactores tubulares horizontales, reactores de serpentin y
reactores tubulares inclinados. Generalmente a escala de laboratorio los
fotobiorreactores son iluminados artificialmente, ya sea interna o externamente
usando lamparas fluorescentes, algunos de estos fotobiorreactores son: tubulares
(reactores helicoidales y cénicos), columnas verticales (columnas de burbujas, airlift)

y tanques agitados.
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Fotobiorreactores tubulares.

Los fotobiorreactores tubulares son unos de los mas adecuados para ser operados
en el exterior. Son construidos con tubos de plastico o vidrio y el medio de cultivo es
recirculado, pueden tener forma horizontal o de serpentin, vertical, conica o inclinada.
El sistema de aireacion y mezclado se hace por lo regular mediante el bombeo de
aire. Las ventajas y limitaciones de este tipo de reactor se muestran en la tabla 3. La
fotoinhibicion es muy comun en fotobiorreactores instalados en el exterior, la cual
puede ser contrarrestada con un buen sistema de mezclado. La adherencia de las
células a las paredes resulta en un problema significativo, ya que reduce el area de
exposicion a la luz (Ugwu et al., 2008). En la figura 7 se muestran esquemas de
fotobiorreactores tubulares de serpentin y cénico. Los cuales son fabricados con
tubos de polietileno enrollados de forma circular junto a una torre de intercambio de
gases y un sistema de calentamiento, en donde una bomba impulsa el medio de

cultivo a lo largo de los tubos (Carvalho et al., 2006).

— | Desgasificador

[— | Desgasificador

:| Calentad or|
4 Calentador| \

———rd .
Superficie
Superficie Calentador iluminada

T iluminada

Bomba
Bomba

Figura 7. Representacion de fotobiorreactores tubulares tipo serpentin (izquierda) y conicos (derecha),

adaptado de Carvalho et al., 2006.

Fotobiorreactores de placa aplanada.

Este tipo de fotobiorreactores ha recibido mucha atencién en la actualidad debido a

su gran superficie de iluminacion, lograda por la trayectoria de luz tan corta dentro
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del reactor. Los materiales usados en la construccion de las placas son usualmente
materiales transparentes como el PVC, para maximizar la utilizacién de la energia
luminosa. La acumulacién de oxigeno disuelto en las placas es muy baja en
comparacion con los fotobiorreactores tubulares, ademas se ha reportado que la
eficiencia fotosintética lograda es muy alta, por tanto son una buena opcion para el
cultivo en masa de microalgas (Ugwu et al., 2008). Sin embargo las dimensiones de
estos reactores pueden afectar la transferencia de masa en el cultivo de microalgas
gue son alimentados con CO, como Unica fuente de carbono, lo cual conlleva a una

disminucién de la tasa fotosintética (Zhang et al., 2002).

Lamparas

Aongitud

Liquido

<+  Difusor
Trayectoria
de luz

Figura 8. Representacion de un fotobiorreactor de placa aplanada, adaptado de Zhang et al., 2002.

Tangues agitados.

En los tanques agitados la mezcla y dispersion de las burbujas se realiza mediante
agitacidbn mecanica, lo cual requiere de una relativa cantidad de energia por unidad
de volumen (Doran, 1998). El mezclado favorece el intercambio del CO, gaseoso al
liquido, evita la sedimentacion celular, la formacion de gradientes de concentracion
de nutrientes y principalmente permite que todas las células accedan a las zonas
iluminadas en un fotobiorreactor. Sin embargo la proporcion de area/volumen es muy
baja, y por lo tanto la disponibilidad de luz es menor, lo que se traduce en una baja
eficiencia fotosintética. Para superar este problema se han desarrollado sistemas con

iluminacion interna (figura 9) que pueden proveer una mejor distribucion de la luz.
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Estos sistemas pueden ser operados en lote, semicontinuo o en continuo, ya que los
parametros de operacion son facilmente controlables. Ademas se puede lograr un
cultivo axénico por grandes periodos, lo cual es crucial para la produccion de ciertos
metabolitos de valor agregado (Carvalho et al., 2006). Por otro lado pueden ser
modificados para utilizar energia solar y luz artificial, en este caso la fuente de luz
artificial es encendida cuando la intensidad de la energia solar disminuye. Estos
fotobiorreactores estan equipados con un impulsor para la agitacion del cultivo. El
aire y el CO, son suministrados en el fondo por medio de difusores (Ugwu et al.,
2008).

Rotor . .
Aireacion

Impulsor

Lampara

Paredes del reactor

Figura 9. Diagrama de un fotobiorreactor con iluminacién interna, adaptado de Ugwu et al., 2008.

Columnas verticales.

Muchos disefios y escalas de los fotobiorreactores de columna vertical han sido
probados para el cultivo de microalgas. Este tipo de arreglo es compacto, de bajo
costo y facil de operar en cultivos unialgales. Ademas son un disefio prometedor para
el cultivo a gran escala de microalgas (Ugwu et al., 2008). Los reactores airlift y
columnas de burbujeo son ejemplos de este tipo de fotobiorreactores, usualmente
son fabricados de polietileno o vidrio, materiales suficientemente transparentes que
permiten una buena penetracion de la luz. El aire es burbujeado desde el fondo, lo
cual provee de un buen suministro de CO; y una eficiente remocion del O, (Carvalho

et al., 2006). Cuando las columnas verticales son instaladas en el exterior, pueden
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ser colocadas en estructuras moviles metélicas que permitan el mejor
aprovechamiento de la energia solar. Existen reportes de que las columnas de
burbujas y los reactores airlift, con didmetros menores a 0.19 m, permiten una
concentracion de biomasa y tasas de crecimiento que son comparables con los
valores tipicos de los fotobiorreactores tubulares. Por ejemplo, para la microalga
Phaeodactylum tricornutum Bohlin cultivada en un airlift, las tasas de crecimiento
especifico maximas alcanzadas son 0.08 h™ y en un fotobiorreactor tubular son de
0.06-0.09 h™* (Sanchez et al., 2002). A continuacién en la tabla 3 se comparan de
manera general las ventajas y desventajas del cultivo de microalgas en los

fotobiorreactores mas utilizados.

Tabla 3. Ventajas y desventajas de los sistemas de cultivo de microalgas (Ugwu et al., 2008).

Sistema de
cultivo

Ventajas Desventajas

Sistema abierto. | Econémicos, faciles de limpiar | Poco control de condiciones de

cultivos, dificultad en el crecimiento
por largos periodos de tiempo, baja
productividad, grandes areas de
cultivo, limitado a ciertas especies,
facil contaminacion.

después del cultivo, buenos

Estanques. . :
para cultivo masivo de algas.

Sistema cerrado. | Alta transferencia de masa, | Poca superficie de iluminacién, uso

de materiales sofisticados,
disminucion de la superficie
iluminada al ser escalados.

buen mezclado, bajo esfuerzo
de corte, bajo consumo de
energia, facil de escalar,
reduce la fotoinhibicion.

Columna vertical.

Grandes

Placa aplanada.

superficies
iluminadas, adecuado para
cultivos en el exterior, bueno
para inmovilizacion de algas,
buena penetraciéon de la luz,

alta productividad,
relativamente baratos, faciles
de limpiar.

El escalamiento requiere muchos
materiales de soporte, dificil
controlar la temperatura,
crecimiento sobre las paredes,
estrés hidrodinamico en algunas
cepas.

Tubulares.

Grandes areas de iluminacion,
adecuado para cultivos en el
exterior, bastante productividad
de biomasa, relativamente
baratos.

Gradientes de pH, oxigeno disuelto
a lo largo de los tubos, crecimiento
de algas en las paredes, requiere
de un gran espacio de cultivo.
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El mezclado es un pardmetro de disefio de los fotobiorreactores muy importante. Un
buen mezclado asegura: la obtencidon una alta concentracion celular, el numero de
algas en suspension y la eliminacién de la estratificacion térmica (que impide los
intercambios gaseosos entre la superficie y el fondo). Ademas ayuda a la distribucion
de los nutrientes, promueve el intercambio gaseoso, reduce el grado de sombreado y
disminuye la probabilidad de fotoinhibicion. Al incrementar la tasa de aireacion se
mejora: el mezclado, la circulaciéon del liquido y la transferencia de masa entre el gas
y el liquido en los cultivos algales. Sin embargo, las burbujas pueden unirse durante
el flujo para formar una interface entre el medio de cultivo, el gas y las paredes del
tubo, por lo tanto el area de contacto entre el liquido y el gas se reduce, lo que

resulta en una disminucién de la tasa de transferencia de masa.

La velocidad y tamafio de las burbujas de aire dependen del flujo del liquido dentro
del reactor. Al incrementar el caudal del gas, el didmetro de las burbujas incrementa,
lo que consecuentemente aumentara la velocidad de las burbujas. Algunos estudios
en microalgas han demostrado la relacion entre la velocidad superficial del gas vy el
coeficiente global de transferencia de masa (K.a) (Ugwu et al., 2008). Otro aspecto
hidrodinamico importante que ha sido utilizado para caracterizar el disefio de los
fotobiorreactores es el gas holdup. El gas holdup es la fraccion del volumen del
reactor tomada por el gas, puede ser estimada como el volumen del liquido
desplazado por el gas debido a la aireacion. Este parametro es muy importante
porque determina la tasa de circulacion, el tiempo de residencia del gas, asi como el

coeficiente de transferencia de masa (Ugwu et al., 2008).

1.3.2. Fotobiorreactores utilizados en la fijaciéon de CO,,

Los sistemas que se alimentan con aire comprimido, como las columnas verticales

burbujeadas o airlift, se utilizan con frecuencia por su sencillez y por que inducen un
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esfuerzo de corte pequefio que no causa dafio mecéanico a las células (Sanchez et
al., 2000).

Columna de burbujas.

En los reactores de columna de burbujas, la aireacion y la mezcla se alcanza
mediante la inyeccion del gas, lo cual requiere de menor energia que la agitacion
mecanica. Las columnas son estructuras muy sencillas (figura 10), consisten
generalmente en un recipiente cilindrico y, a parte del difusor del aire comprimido no
presentan estructuras internas. Las ventajas de estos reactores incluyen los bajos
costos de produccion, la ausencia de partes moviles y la adecuada transferencia de
materia y calor. La hidrodindmica y transmision de calor dependen por completo del
comportamiento de las burbujas formadas por el difusor. Los regimenes de flujo
dependen del caudal del gas, del disefio del difusor, didmetro de la columna y de las
propiedades del medio de cultivo, como la viscosidad. En los reactores de columna
es dificil predecir con exactitud el tamafio de las burbujas y las corrientes de
circulaciéon del liquido, y por tanto para calcular el coeficiente de transferencia de
materia, se puede aproximar con la correlaciéon K a = 0.32 U;*7 para medios no
viscosos en flujos heterogéneos, donde K;a es el coeficiente de transferencia de
materia combinado y U, la velocidad superficial del gas. Esta ecuacion es valida para
burbujas con un didmetro medio aproximado de 6 mm, didmetro de la columna entre
0.08 my 11.6 m, altura de 0.3 m a 21 m y velocidad superficial de 0 a 0.3 m s™.
(Doran, 1998)
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.~ Salidadel gas

°"s00%g |  Suministrode aire

Figura 10. Fotobiorreactores de columna de burbujas, adaptado de Doran, 1998.

Airlift.

En los reactores tipo airlift al igual que en las columnas de burbujas la mezcla se
produce sin agitacion mecanica. Existen varios tipos de reactores airlift, el rasgo
caracteristico que los diferencia de las columnas de burbujas es que, las corrientes
de flujo del liquido estan mas definidas, debido a la separacion fisica de las
corrientes ascendentes y descendentes. El gas es inyectado en la parte del reactor
llamada riser, el gas dentro del reactor y la disminucion de la densidad producen un
movimiento ascendente del liquido en el riser. El gas es expulsado en la parte
superior del reactor y el liquido libre de burbujas se recircula a través del downcomer.
En la figura 11 se muestran las configuraciones mas comunes de los reactores airlift,
en los reactores de bucle interno (izquierda y centro) el riser y downcomer se
encuentran separados por un deflector interno o tubo concéntrico, los reactores de
bucle externo (derecha) el riser y downcomer se encuentran separados por
secciones horizontales en la parte superior e inferior. El rendimiento de estos
reactores esta influenciado por los detalles de construccion, por ejemplo la distancia

entre la parte inferior del tubo interior a la base del reactor modifica, la diferencia de
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presion en esta region y afecta la velocidad del liquido y el contenido de gas
existente en el tubo (Doran, 1998).
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Figura 11. Fotobiorreactores airlift, adaptado de Doran, 1998.

Los reactores airlift generalmente proporcionan mejores mezclas que los de columna
de burbujas excepto cuando se operan a velocidades bajas de liquido. Se ha
comprobado que tanto el contenido de gas en el tubo como las velocidades de
transferencia de materia gas-liquido, son similares en los reactores airlift con bucle
interno y en los de columna de burbujas (Doran, 1998). Datos experimentales en el
cultivo de microalgas sugieren que en un fotobiorreactor tubular como los disefios de
columna de burbujas y airlift no se puede exceder de un diametro de 0.2 m, ya que

esto reduce significativamente la disponibilidad de luz (Sanchez et al., 2000).

Muchos tipos de fotobiorreactores pueden ser utilizados para la obtencién de
diferentes productos de microalgas, sin embargo aunque estos reactores sean
facilmente operables a nivel laboratorio, solo algunos de ellos son exitosamente
escalados a nivel piloto. El escalamiento puede realizarse incrementando la longitud,

diametro, altura o el numero de compartimentos de los sistemas de -cultivo
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(dependiendo del tipo de fotobiorreactor). Sin embargo solo se han escalado algunos

reactores con una buena productividad, en la tabla 4 se muestran los reportes de

productividad de algunos reactores airlift y de columna de burbujas escalados en el

exterior.

Tabla 4. Fotobiorreactores utilizados el cultivo de microalgas, adaptado de Ugwu et al., 2008.

Fotobiorreactores | Volumen Microalga Productividad Referencia
tubulares L) de biomasa
(@L*d?

Airlift. 200 Porphyridium 15 Camacho et al.,
cruentum Nageli. 1999.

Airlift. 200 Phaeodactylum 1.2 Acién et al., 2001.
tricornutum Bohlin.

Airlift. 200 Phaeodactylum 1.9 Molina et al., 2001.
tricornutum Bohlin.

Columna de 55 Haematococcus 0.06 Garcia-Malea et al.,

burbujas. pluvialis Flotow. 2006.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES DIRECTOS.

Se han investigado varias estrategias para reducir las emisiones de CO,, las cuales
pueden clasificarse en dos categorias, reacciones quimicas y reduccion biologica del
CO,. Actualmente la reduccion bioldgica ha tenido mucho interés porque permite la
produccion de energia de biomasa aunado al proceso de fijaciébn de CO,, (Wang et
al., 2008) este proceso puede llevarse a cabo por plantas y microorganismos
fotosintéticos, sin embargo se estima que la captura de CO, por agricultura de
plantas contribuye so6lo en un 3-6 % de las emisiones de los combustibles fosiles
(Skjanes et al., 2007). Por otro lado, las microalgas son un grupo de organismos
fotosintéticos procariontes (Cyanobacteria) o eucariontes (el resto de las divisiones)
de rapido crecimiento, que tienen la habilidad de fijar CO, capturando la energia solar
con una eficiencia de 10 a 50 veces mayor que las plantas terrestres (Li et al.,
2008b). La estrategia de utilizar microalgas para la reduccion de CO; ofrece ciertas
ventajas: 1) tienen altas tasas de crecimiento y habilidad para fijar CO, en
comparacion con las plantas forestales, agricolas y acuéticas (Chisti, 2007; Li et al.,
2008b), 2) permiten reciclar el CO, ya que el diéxido de carbono es convertido en
energia quimica via fotosintesis, lo cual puede ser convertido en combustibles
utilizando tecnologias existentes y 3) la mitigaciéon del CO, por reaccion quimica
requiere de energia y costos de proceso, y el Unico incentivo econémico son los
créditos de CO, que se generan en el marco del Protocolo de Kyoto. Por otra parte,
la mitigacion biolégica de CO, utilizando microalgas, podria ser rentable al
combinarse con la produccién de biocombustibles, tratamiento de aguas residuales o

la obtencién de productos de alto valor agregado (Wang et al., 2008).

Las microalgas pueden fijar CO, de diferentes fuentes: 1) CO, contenido en la
atmosfera, 2) CO, de los gases de combustion industrial y 3) CO, en forma de
carbonatos. Diversos factores como la intensidad de luz y la concentracion de CO

en el gas de entrada, pueden ser factores limitantes que influyan en la fotosintesis de
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las algas y por lo tanto inhiban la eficiencia de remocion del CO, (Cheng et al., 2005;
Wang et al.,, 2008). EI CO, puede ser un factor limitante en el crecimiento de
diferentes variedades de microorganismos fotosintéticos, esto se ha comprobado en
estudios, donde se observo, que la tasa de crecimiento de la diatomea Chaetoceros
wighamii Brightwell y la microalga Tetraselmis sp. se incrementd cuando se

suministra CO, al medio de crecimiento (de Morais y Costa, 2007a).

Comunmente el cultivo de microalgas se realiza en tanques abiertos utilizando luz
natural o artificial (Molina et al., 2003), este método presenta ciertas desventajas:
dificil control de las condiciones de cultivo, evaporacion del medio, grandes areas de
cultivo y disminucion de la incidencia de luz cuando se incrementa la profundidad.
Una alternativa a estos problemas, es el uso de los fotobiorreactores tubulares, ya
que permiten el cultivo en un sistema cerrado, previenen la contaminacion y facilitan
el control de las variables de proceso, con la desventaja de mayores costos de
produccion (Chisti, 2007). Los reactores ALR y BCR son ejemplos de
fotobiorreactores verticales tubulares (VTP) que se fabrican regularmente de
polietileno o vidrio, por lo que permiten una buena penetracion de la luz, a su vez el
aire, que es bombeado desde el fondo del reactor, provee un buen mezclado,

suficiente suministro de CO; y eficiente remocién del oxigeno (Carvalho et al., 2006).

de Morais y Costa (2007c) aislaron poblaciones de las microalgas Scenedesmus
obliquus (Turpin) Kutzing y Chlorella kessleri Fott et Novakova de una laguna de
aguas residuales tratadas proveniente de la termoeléctrica Presidente Médicci
(Brasil) y encontraron que toleraban altas concentraciones de CO,, por otro lado la
microalga Scenedesmus obliquus y la cianobacteria Spirulina sp. fueron cultivadas
en VTP para fijar CO, con una concentracion de 12 %, que corresponde a lo
obtenido en la quema de combustibles fésiles. Los VTP, reducen el area de cultivo
distribuyendo los organismos fotosintéticos verticalmente, ademas incrementan el
tiempo de residencia del CO; en el medio de cultivo y por consecuencia la eficiencia
en la asimilacion del CO, (de Morais y Costa, 2007a, 2007b).
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En la tabla siguiente se resume la informacion de algunas especies de algas en las
que se ha estudiado la fijacion de CO,, algunas de las cuales pueden tolerar ademas
de las altas concentraciones de CO,, altas temperaturas, lo que las selecciona como
candidatas para crecer con corrientes gaseosas generadas en las industrias

termoeléctricas.

Tabla 5. Microalgas utilizadas en la fijacién de CO,, adaptado de Wang et al., 2008.

Microalga %CO, T (°C) Pcoz (g L1 d™)
Chlorella kessleri Fott et Novakova. 18 30 0.163*
Chlorella vulgaris Beijerinck. aire 25 0.075*
Haematococcus pluvialis Flotow. 16-34 20 0.143
Scenedesmus obliquus (Turpin) Kiitzing. 18 30 0.26
Spirulina sp. 12 30 0.413*
Dunaliella sp. 3 27 0.313

El término P, indica la tasa de fijaciéon de CO, con respecto a la productividad de biomasa.
*Calculado a partir de la productividad de biomasa (P) de acuerdo a la ecuacion

Poy = C,. * (MA;—‘(’:Z) (P) = 1.88 % (P), donde Mco; es el peso molecular del CO, M es el peso molecular

del carbono y el contenido de carbono en las células (Cc) es derivado de la formula molecular
C0y.48H1.83No.11Po.01(Chisti, 2007).

Dentro del grupo de investigacion de la UAM-1 y UAM-C, se llevo a cabo un estudio,
sobre las estrategias operacionales para la remocién del CO, con la Cyanobacteria
Aphanothece microscopica Nageli. El cultivo se realizd en dos tipos de
fotobiorreactores: reactor airlift (ALR) y reactor de columna de burbujas (BCR),
operando con una corriente gaseosa al 15% de CO; v/v, donde se obtuvieron
capacidades de eliminacién de CO, maximas de 66.8 Kg m>d™ para el ALR y de

64.1 Kg m3d™ para el BCR, en operacién simple (Jacob-Lopes et al., 2009a).
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS.

3.1. Justificacion.

Actualmente a nivel mundial se han intensificado las emisiones de los gases de
efecto invernadero, en particular el CO,, con la agravante de que la deforestacion ha
limitado la capacidad regenerativa de la atmdsfera para eliminar el CO,. Una
alternativa para disminuir el CO, atmosférico es su captura a través del uso de
microalgas. Las microalgas utilizan el CO, como fuente de carbono y en algunos
casos también para la sintesis de diversos componentes de interés biotecnolégico
como son: pigmentos accesorios, farmacos, proteinas y lipidos. Estudios previos
sobre el cultivo de microalgas en fotobiorreactores para la captura del CO,, han
demostrado que la intensidad de luz y concentracion de CO,, son factores limitantes

en la fotosintesis y que por tanto pueden inhibir el crecimiento y la captura del COs..

El ndcleo de la estrategia para la eficiente captura de CO, con microalgas en
fotobiorreactores esta en el modo de operacién, configuracion y la concentracion de
CO, suministrada, sin embargo esto depende principalmente de la especie de
microalga, por ello los resultados no son facilmente comparables, y por lo tanto el
estudio de los factores que favorecen la captura de CO,, usando una comunidad de
microalgas obtenidas de un ecosistema natural mexicano, como es el caso de Cuatro
Ciénegas, Coahuila, representa una alternativa para generar nuevos conocimientos,
sobre el cultivo de microalgas en fotobiorreactores y su utilizacion para desarrollar e

implantar nuevas tecnologias, para la captura de CO, y produccion de biomasa.
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3.2. Objetivo general.

Caracterizar la captura de CO, y el crecimiento en un fotobiorreactor, de una

comunidad de microalgas obtenida de un ecosistema natural mexicano.

3.3. Objetivos particulares.

Elegir un fotobiorreactor para la captura de CO, y la obtencibn de biomasa

microalgal.

Estudiar el efecto de la irradiancia, flujo y concentracién de CO; en el crecimiento de

la comunidad de microalgas y la captura del CO, en el fotobiorreactor seleccionado.

Identificar morfol6égicamente a las microalgas mas abundantes de la comunidad.

Realizar estudios preliminares para la obtencion de aceites a partir de las microalgas.
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CAPITULO 4. HIPOTESIS.

La comunidad de microalgas obtenida de Cuatro Ciénegas, Coahuila es eficiente en

la captura de CO..

La irradiancia, flujo de aire y concentracion de CO, son factores que tienen influencia

en la tasa de crecimiento de las microalgas y la captura del CO, en el sistema.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS.

En este capitulo se describen la metodologia y la forma fisica del sistema
experimental probado, ademas se presenta paso a paso los métodos analiticos
empleados.

5.1 Microalgas.

Cuatro Ciénegas es un valle localizado en el centro del desierto de Chihuahua que
constituye un oasis, ya que conforma una serie de pozas y rios, en las que una
caracteristica importante es la presencia de diferentes comunidades microbianas
incluyendo estromatolitos vivos que forman parte de la cadena tréfica que sostiene a
diversos invertebrados (Falcon et al., 2007).

La comunidad de microalgas fue cosechada de la laguna Churince (26'50'25"N;
102'08'02"0) localizada a 19.5 Km al sur-oeste de Cuatro Ciénegas, Coahuila

(Rodriguez-Almaraz et al., 1997).

Figura 12. Muestra la localizacién de la laguna de Churince, adaptada de Falcon et al., 2007.
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5.2. Propagacion y medio de cultivo.

La comunidad de microalgas se propagd en matraces de 500 mL con medio de
cultivo BG-11 (tabla 6) estéril, a pH 7.5. A una temperatura de incubacion de 28 a

30°C, bajo iluminacion continua artificial de 3260 Lx.

Tabla 6. Composicién del medio de cultivo.

Medio de cultivo BG11

NaNO, 15¢gL*

K,HPO,.3H,0 0.04¢gL* Metales traza A5+Co
MgS0,.7H,0 0.075g L* HsBO; 2869
EDTA  disddico de 0.001g L™ MnCl,-4H,0 1.81g
magnesio

CaCl,.2H,0 0.036 g L™ ZnS0,-7H,0 0.222 ¢
Acido citrico 0.006 g L™ NaMoO,-2H,0 0.39g
Citrato de amonio férrico 0.006 g L™ CuS0,-5H,0 0.079 g
Na,CO; 0.02¢gL™* Co(NO3),-6H,0 49.4 mg
Metales traza A5+Co 1mL Agua destilada 1.0L

5.3. Sistema experimental y pardmetros de operacion.

El sistema experimental que se instalé constd de un fotobiorreactor airlift con tubo
conceéntrico (ALR) y un fotobiorreactor de columna de burbuja (BCR) de vidrio,
ambos con un volumen de operacién de 2.5 L, colocados dentro de una camara
equipada con 16 ldmparas de luz de dia de 40 W. Las medidas y parametros de
operacion de cada uno de ellos se presentan en la figura 13 y tabla 7. En la figura 14

se muestra en conjunto el sistema experimental.
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Figura 13. Configuracion de los fotobiorreactores utilizados a) Fotobiorreactor de columna de burbujas,

b) Fotobiorreactor airlift.

Tabla 7. Parametros de operacion de los fotobiorreactores.

BCR ALR
Diametro. 0.105m 0.07m
Volumen de operacion. 0.0025 m? 0.0025 m?
Intensidad de luz. 3260 Lx 3260 Lx
Diametro del tubo concéntrico. 0.033 m
Altura del tubo concéntrico. 0.0504 m
Altura. 0.705m 0.75m
KLa. 0.0065 s™ 0.0115s™
Velocidad superficial (Ug). 0.00384 ms™ | 0.00867 m s™
Flujo. 0.8 vwm 0.8 vwm
Area iluminada. 0.232 m? 0.165 m?
Temperatura. 30°C 30°C

vvm: volumen del gas por volumen del reactor por minuto.
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5.4. Limpieza de los reactores.

Antes de cada experimento los reactores se limpiaron, para eliminar los posibles
residuos de suciedad y biomasa provenientes de experimentos anteriores, llenando
con una mezcla de agua y &cido clorhidrico concentrado (40 mL al 35 % p/p HCI),
dejando airear la mezcla por al menos 12 h. Posteriormente los reactores se vaciaron
y enjuagaron con agua destilada. Para su esterilizacion, los reactores fueron lavados
con agua destilada y 30 mL de una solucion de hipoclorito de sodio al 10 %, después

fueron vaciados y enjuagados con agua estéril. (Sanchez et al., 2002)

5.5. Definicién de los parametros cinéticos y de captura de COs..

Para evaluar la captura de CO; en los reactores se define el porcentaje de remocion
de CO; y la capacidad de eliminacion o captura de CO,, a través de las siguientes

ecuaciones.

Porcentaje de remocion de CO;:
€O,y — €Oy

100
co,,

%Rco2 =

Capacidad de eliminacion o captura de COy:

[(P, + Py + Py)Yco2E — PoYco2s1F Mo
R+«T=xV

CECOZ =

donde CO,e es la concentracion de CO, a la entrada de los reactores, CO,s es la
concentracién de CO, a la salida de los reactores (g m?); P, es la presion
atmosférica, P; es la presion de la placa de vidrio del BCR, Py es la presion de la
columna de agua (atm), Mco2 es el peso molecular del CO, (g mol™), F es el flujo de

entrada a los reactores (m® d?), V es el volumen del medio de cultivo (m®), R es la
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constante universal de los gases (atm L mol™ K%), Ycoz es la fraccion mol a la

entrada o salida del reactor (adimensional) y T es la temperatura del sistema (K).

Los valores de biomasa medidos fueron usados para construir curvas de crecimiento
de biomasa versus tiempo, y para calcular la tasa maxima de crecimiento especifico

(Umax) con la siguiente ecuacion:

La productividad fue calculada como productividad maxima (Pmax) de acuerdo a la

siguiente ecuacion:

donde X, es la concentracién inicial de biomasa (g L™) al tiempo t, (d) y X; es la

concentracién de biomasa en g L™ en cualquier tiempo t (de Morais y Costa, 2007b).
La tasa de fijacion de CO, (Pcoz2) se evalud con la relacién entre el contenido de

carbono en las células y la productividad de biomasa de las microalgas, de acuerdo

con la siguiente ecuacion.

MCOZ
Peop = C. * P, (—)
c02 c max MC

donde Mco> es el peso molecular del CO,, Mc es el peso molecular del carbono y Cc

es la cantidad de carbono en las células.
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5.6. Determinaciones analiticas.

Con el objeto de conocer el estado de operacion de los fotobiorreactores, se

realizaron las siguientes determinaciones analiticas.

5.6.1. Velocidad de flujo y monitoreo del CO..

Los reactores fueron alimentados con una mezcla de CO, grado industrial y aire
proveniente de un compresor, a concentraciones de 5y 10% de CO, v/v, el flujo de la
mezcla se ajusto con rotametros (Cole Parmer calibrados a condiciones estandar)

Las concentraciones de CO, a la entrada y salida de los fotobiorreactores fueron
determinadas por cromatografia de gases (Jacob-Lopes et al., 2009a). El equipo que
se utilizé es un Cromatégrafo Agilent Techonologies de la serie 6890 equipado con
una columna Q 80/100 empacada con porapack y un detector de conductividad
térmica. Las condiciones de operacion fueron las siguientes: temperaturas de
inyector y detector de 110 °C y 160 °C, respectivamente, con una temperatura de
125 °C en la columna. El gas acarreador fue helio con una velocidad de flujo de 6.9

mL min™.

Para determinar el CO, removido se tomé una muestra de 100 puL de la fase gaseosa
del sistema, la cual fue inyectada en el cromatdgrafo de gases, las areas obtenidas
fueron comparadas con una curva de referencia para determinar la concentracion del
CO; en la fase gaseosa. La ecuacion de la recta obtenida fue:

y =2231+28372x

donde y es el area de respuesta, x es la concentracién de CO, en g m™ con un

coeficiente de correlacion, r> de 0.995.
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5.6.2. Mediciéon de la intensidad de luz.

La intensidad de luz incidente en el reactor se midio en la superficie externa de las

columnas utilizando un medidor de luz de servicio (modelo 407026sp version 2.2).

5.6.3. Andlisis del carbono total.

Para determinar la cantidad de carbono presente en la fase liquida del sistema, se
tomaron muestras del medio de cultivo y se centrifugaron a 4500 rpm, el
sobrenadante fue filtrado por una membrana de 0.2 um de didmetro de poro. Las
muestras se inyectaron en un equipo analizador de carbono orgénico total TOC-Vcsn
(Total organic carbon analyzer) marca Shimadzu, que consta de una camara de
reaccion, a 680°C rellena con un catalizador oxidante, donde el agua se evapora y el
carbono se oxida a CO,. Este CO, se transporta, en corriente de aire y se mide en un
analizador infrarrojo no dispersivo. Dado que con el procedimiento anterior solo se
determina el carbono total, se debe medir también el carbono inorgéanico, el cual se
midid inyectando la muestra en una cadmara de reaccion distinta, que contiene acido
fosforico, de tal manera que, bajo condiciones &cidas todo el carbono inorganico se

convierta en COg, que se evalla en el analizador infrarrojo.

5.6.4. Monitoreo del pH y temperatura.

El pH se monitore6 a lo largo de los experimentos por medio de un electrodo,
previamente calibrado con soluciones buffer estandar de pH 4 y pH 7. La
temperatura del medio de cultivo se determinG con un termometro, justo en el

momento en el que se midid el CO, de entrada y salida del reactor.
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5.6.5. Determinacién de la biomasa.

Para cuantificar la biomasa a lo largo de los experimentos se usé el método
gravimétrico de la determinacion del peso seco (Solovchenko et al., 2007), el cual se
basa en colocar la muestra en una membrana a peso constante, y secar en un horno
las muestras hasta peso constante, y por diferencia de peso obtener la materia seca

contenida.

Se llevo a peso constante una membrana Millipore de 0.45 pm de tamafio de poro y
se filtraron 40 mL del medio de cultivo, se dej6é secar por 24 horas en una estufa a
una temperatura de 60°C, terminado el tiempo de secado, la membrana fue colocada

en un desecador durante 1 hora y se pesd nuevamente.

5.6.6. Recuperacion de la biomasa.

La floculacion de las algas por medio de quitosano es una opcion para la
recuperacion de la biomasa microalgal, ya que las microalgas tienen cargas
negativas que previenen la agregacion de las células en suspension, las cargas de la
superficie pueden ser neutralizadas afiadiendo un floculante como los polimeros
cationicos (Molina et al., 2003). Divakaran y Sivasankara (2002) concluyeron que el
quitosano es efectivo en la floculacion de las especies Spirulina sp., Oscillatoria sp. y
Chlorella sp., determinando que la cantidad requerida de quitosano depende de la
concentracion celular y que la méaxima eficiencia en la floculacién es alcanzada

alrededor de un pH de 7.

La biomasa de cada lote del reactor se cosech6 floculando las células con quitosano.
Primero se midio el pH del medio de cultivo y se ajustdé en un rango de 7.4-7.6 con
HCl o CaCOg3, segun fuera el caso, posteriormente se diluyeron 100 mg de quitosano

en 10 mL de HCI (0.1 M) y se aforé a 100 mL con agua destilada. Posteriormente la
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solucién quitosano/HCl/agua se combiné con 400 mL del cultivo y se dejé en
agitacion durante 30 min. El cultivo se filtr6 al vacio con papel filtro Whatman No 50 y

se dej6 secar en una estufa a una temperatura de 60 °C durante 24 horas.

5.6.7. Cuantificacion y extraccion de los aceites.

La biomasa de cada lote del reactor se cosecho floculando con quitosano vy filtrando
de acuerdo al procedimiento anterior, posteriormente se extrajeron los aceites
utilizando el método de Soxhlet, realizando repetidos lavados de las células secas
(previamente pulverizadas) con éter anhidro (Molina et al., 2003; Miao y Wu., 2006;

Su et al., 2006; Li et al., 2007). El procedimiento realizado fue el siguiente:

1) La biomasa seca fue molida y pasada por tamiz de malla de 1 mm.

2) 5 gramos de muestra (m) fueron pesados en el dedal de extraccion previamente
pesado y tapado con algodén desgrasado.

3) ElI matraz de extraccion fue lavado con éter y perfectamente secado,
posteriormente se pesé (my).

4) El matraz de extraccion fue colocado en el sistema Soxhlet, el dedal en el tubo de
extraccion y se adicion6 el éter anhidro.

5) Los aceites fueron extraidos con el solvente durante 6 horas a una velocidad de
condensacion de 3-6 gotas/s.

6) Una vez terminada la extraccion, el solvente fue eliminado por evaporaciéon a bafio
Maria bajo campana y recuperandose el solvente por condensacion.

7) Finalmente el matraz fue pesado con los aceites (my) y se calcul6 el porcentaje de

aceites mediante la siguiente ecuacion.

, m; — my
% Aceites = — x 100
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CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION.

En este capitulo se presentan los datos experimentales obtenidos durante la
operacion de los fotobiorreactores, la eleccion del sistema experimental y los factores

analizados para la captura del COs,.

6.1 Eleccion del sistema.

Los reactores ALR y BCR con 2.5 L de medio BG11, fueron inoculados con 20 mL de
medio de cultivo de la comunidad de microalgas colectadas (2.4 mg L%) vy
alimentados con una mezcla CO;-aire al 10% de CO,, a un flujo de 0.8 vwm e
intensidad de luz continua de 3260 Lx. Durante 25 dias se monitore6 la biomasa, el
pH, temperatura y la concentracion de CO, de entrada y salida, ademas se
analizaron las capacidades de captura y el porcentaje de remocién del CO; en los
fotobiorreactores (FBRR).

La fase de crecimiento lineal se observd entre los 5 y 20 dias para el ALR y entre los
5y 22 dias para el BCR (figura 15). Las tasas lineales de crecimiento (u) calculadas
fueron pu= 210.65 g m>d?* y 200.72 g m>d?, para los reactores ALR y BCR
respectivamente, en ambos casos con r’= 0.99. En la figura 15 se observa que la
biomasa final del experimento para el BCR fue de 3.8 Kg m®y 2.55 Kg m™ para el
ALR. La biomasa obtenida en los fotobiorreactores fue mayor a lo reportado para
microalgas verdes (Clorophyta), bajo condiciones similares. de Morais y Costa
(2007b), reportan 2.2 Kg m™ para Scenedesmus obliquus y 1.6 Kg m™ para Chlorella
kessleri al cultivarlas en FBRR tubulares con 12% de CO, v/v, volumen de operacién
del.8 L e iluminacion de 3200 Lx, durante 20 dias. No se observd crecimiento
exponencial fundamentalmente debido al efecto negativo de la cantidad de luz

disponible sobre el crecimiento.
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Figura 15. Curva de crecimiento, biomasa suspendida en peso seco (Kg m'3) vs tiempo (d) en los
fotobiorreactores BCR y ALR, con suministro de 10 % de CO, v/v.

El pH del medio de cultivo puede afectar la absorcion del CO, y el crecimiento de los
microorganismos, ya que puede afectar la disponibilidad de los nutrientes, su
transporte a través de la membrana citoplasmatica, la actividad enzimatica, el
transporte de electrones durante la fotosintesis y la respiracion de las microalgas.
Por lo anterior el pH fue monitoreado durante el experimento, obteniendo un
promedio de 7 + 0.4 para el ALR y de 6.95 + 0.37 para el BCR, lo cual es consistente
con lo reportado para las especies Scenedesmus obliquus y Chlorella kessleri, 7.8 +

0.68 y 6.48 + 0.45 respectivamente (de Morais y Costa, 2007b).

Las capacidades maximas de captura de CO, observadas fueron de 21.98 Kg m= d*
para el BCR y 26.38 Kg m™ d* para el ALR. Como se observa en la figura 16, la
capacidad de captura del ALR disminuyo a partir del dia 19, lo que concuerda con la
disminucién en la biomasa suspendida en el reactor (figura 15). Esto puede ser
atribuido a la formaciéon de biopeliculas en las paredes del fotobiorreactor que

impidieron la incidencia de luz al rector. De la misma manera se observé una caida
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en los porcentajes de remocion de CO; en el ALR, siendo los maximos valores

observados 15.1% y 10.8 % para el ALR y BCR respectivamente.
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Figura 16. Evolucién de la captura de CO, (CE) y porcentaje de remocion, suministrando 10% de CO,

v/v en ALR y BCR.

Posteriormente se realizé un segundo experimento con 5 % CO,, inoculando los

FBRR con 500 mL del medio de cultivo obtenido del experimento anterior (10% de

CO,), dando una concentracién celular inicial de 740 g m™. Las tasas de crecimiento
lineales fueron de 193.3 g m> d* y 1758 g m® d* para el BCR y el ALR,

respectivamente con una r’= 0.97 en ambos casos. En el reactor ALR se produjo una

biomasa total de 3.25 Kg m2y en el BCR de 3.9 Kg m™ (figura 17), lo cual fue mayor

a lo reportado por de Morais y Costa (2007b) para la especie Chlorella vulgaris (1.31

Kg m™), al cultivarlas en condiciones similares en fotobiorreactores tubulares con 6%

de CO, volumen de 1.8 L e iluminacion de 3200 Lx durante 20 dias.
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Figura. 17 Curva de crecimiento: biomasa suspendida en peso seco (Kg m'3) vs tiempo (d) en los

fotobiorreactores BCR y ALR, con suministro de 5 % de CO, v/v.

El pH del medio de cultivo en el ALR se mantuvo en un promedio de 7.28 £ 0.19 y en
el BCR de 7.15 + 0.18, lo cual también es consistente con lo reportado para otras
especies de microalgas cultivadas en fotobiorreactores (de Morais y Costa, 2007b).
En estos experimentos se pudo observar un comportamiento similar en el reactor
ALR, teniendo un incremento gradual en las biomasa, capacidad de captura y
porcentaje de remocion en el sistema y un descenso en la capacidad de captura del
CO,, debido a la disminucion en la concentracién de nutrientes o por la reduccion de
la incidencia de luz, al incrementarse la concentracién celular. La formacion de
biopeliculas seguramente contribuy6 a reducir también la disponibilidad de la energia
luminosa. Las capacidades de captura maximas de CO; registradas fueron de 17.13
para el ALR y 20.8 Kg m™ d™* para el BCR, mientras que los porcentaje de remoci6n

fueron de 21.2 y 24.1% para el BCR y ALR, respectivamente.

En la tabla 8 se resumen los resultados obtenidos por Jacob-Lopes et al, 2009a en la

operacion de los fotobiorreactores ALR y BCR con la misma configuracién, en la
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remocién de CO, con la microalga Aphanothece microscopica (Cyanobacteria), bajo
las siguientes condiciones de operacion, 1 vwm, 2.4 L de medio BG11, 15 % CO; viv
y 150 pmol m™?s™? (11100 Lx). Al comparar sus resultados con los obtenidos en este
estudio, podemos ver que la CE fue menor con esta comunidad de microalgas, pero
es importante tomar en cuenta que la captura de CO; en fotobiorreactores, depende
principalmente de la especie de microalga cultivada y la concentracion de CO, en el
flujo suministrado. Por otro lado tales autores reportaron que durante la operaciéon de
los reactores se observo la formacion de biopeliculas en las paredes de ambos, pero

en mayor proporcion en el BCR, caso contrario a lo que se observo en este estudio.

Tabla 8. Comparacion de las capacidades de captura y remocién de CO,, en los FBRR.

Reactor | % CO, | % Rpax CEnmax (Kg m®d™) | Xmax (Kg m®) | Referencia

15 26.9 66.8 5.3 Jacob-Lopes et al 2009a.
ALR 10 15.1 26.3 3.3 Este estudio.

5 24.1 17.1 3.5 Este estudio.

15 24 64.1 5.1 Jacob-Lopes et al 2009a.
BCR 10 10.8 21.98 3.8 Este estudio.

5 21.2 20.8 3.9 Este estudio.

Por los anteriores resultados se decidié trabajar unicamente con el reactor BCR, en
los siguientes experimentos, debido a que no fomenta la formacion de biopeliculas
en las paredes del reactor, para este caso en particular, esto considerando que la
formacién de biopeliculas no es deseada ya que la aglomeracion de las células,
reduce la penetracion de la luz y consecuentemente disminuye el rendimiento de la
remocién de CO,, incrementa los problemas de mezclado en el reactor y con ello se
reduce el area por unidad de volumen celular que es capaz de recibir la energia

luminosa, lo que conlleva a la reduccion en la reaccion de fijacion del carbono.
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6.2 ldentificacion.

El in6culo inicial contenia microalgas pertenecientes a las divisiones Cyanobacteria
(filamentosas) y Chlorophyta, pero con abundancia de las primeras (figura 18). En
observaciones al microscopio se observo que las Cyanobacteria no crecieron en los
FBRR, lo cual explica el desarrollo tan lento del cultivo en los primeros 5 dias de
operacion (figura 15).

/

Figura 18. In6culo inicial. a) 63x y zoom de 1.4. b) Contraste de fases a 63x y zoom de 1.4.

Tomando en cuenta que existe un reporte que sefiala que las Cyanobacteria tienden
a dominar cuando las concentraciones de CO, son bajas (pH alto); mientras que,
cuando el CO; es alto (pH bajo) dominan las microalgas flageladas y que niveles de
CO; intermedios (pH neutro) benefician a microalgas Chlorophyta no flageladas
(Caraco y Miller, 1998), es probable que las Cyanobacteria compitieran con las
microalgas eucariotas (Chlorophyta), llegando a dominar las ultimas al presentar una
mayor tasa de crecimiento y habilidad para captar los nutrientes.

Al término de los experimentos anteriores se observd, que la comunidad de
microalgas original se habia transformado en un cultivo practicamente unialgal (color
verde intenso), por lo que se decidié identificarla siguiendo las claves de Bourrelly

(1985), esto observando bajo el microscopio Optico el nivel de organizacion del alga y
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sus estructuras morfolégicas como cloroplastos, pirenoides, espinas y su manera de
reproduccion. Se corrobord que la microalga pertenecia a la division Chlorophyta, al
dar positiva la prueba de tincidn con lugol, usada para diferenciar las clases
Chlorophyceae de todas las demas, la cual consiste en agregar una gota de lugol
sobre la muestra, que al interactuar con el almidén y los cloroplastos de las
Chlorophyceae, se tornan de un color café oscuro (figura 19 y 21) y las otras no.

Figura 19. Células obtenidas del fotobiorreactor tefiidas con Lugol, a 63 x y zoom de 2.2.

Posteriormente se determind que el alga pertenecia al Orden Chlorococcales, ya que
eran organismos unicelulares inmdviles, con formacion de colonias también
inmoviles, que se multiplican por la formacion de autosporas (figura 20a y 21a) y

raramente por division simple vegetativa (figura 20b, 21b).
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Figura 20. a) Células formando autosporas, b) Célula en division.

Imagenes tomadas a 63 x y zoom de 2.2.

Se reconoci6 que la microalga pertenecia a la Familia Coccomyxaceae,
caracterizada por tener una divisibn vegetativa asociada a la formacion de
autosporas (figura 20 y 21). Finalmente se determind que la microalga pertenecia al
género Ourococcus Grobéty, ya que sus células eran fusiformes, solitarias, con
pequefias espinas en los apices, de forma sigmoidea, sin vaina gelatinosa, con
cloroplasto parietal y con un pirenoide que a veces es dificil de observar y medir.
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Figura 21. a) Célula formando autosporas, b) En division, c) Proyecciones. Contraste de fases con

tincién de lugol, 100 x y zoom 2.2.

El género Ourococcus Grobéty tiene las siguientes especies descritas: Ourococcus
bicaudatus Grobéty, Ourococcus insignis Lindley y Ourococcus multisporus H.W.
Bischoff et H.C. Bold. Se realiz6 un estudio morfométrico, para poder comparar a la
especie de Ourococcus, tomando varias fotografias y midiendo las células
aleatoriamente en ancho, largo y el tamafio de las proyecciones de los apices (figura
18c). En promedio las células midieron 11um de largo, 5.8 um de ancho y las
proyecciones 1.3 um. En la figura 18b podemos observar una fotografia de
Ourococcus multisporus obtenida de http://www.utex.org/, las medidas de la
microalga son: 11.74 um de largo, 5.74 um de ancho y tiene unas proyecciones muy
cortas en los 4pices de 0.95 um de longitud, medidas muy cercanas a las
presentadas por la microalga Ourococcus sp. (figura 18a).
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UTEX #12 :
Ourococcus multisporust, | /,9

Figura 22 a): Ourococcus sp., Cuatro Ciénegas Coahuila, b) Ourococcus multisporus, coleccion

cultivos de algas de la Universidad de Texas en Austin.

6.3 Efecto de lairradiancia.

En cultivos fotosintéticos la cantidad de luz recibida por las células tiene una relacion
directa con la capacidad para fijar CO, y por consecuencia determinan la
productividad de biomasa y la tasa de crecimiento. En un ambiente natural las
células estan expuestas a ciclos de luz-oscuridad determinado por el dia y la noche.
Para ver el efecto de la irradiancia sobre la capacidad de captura de CO, y el
crecimiento de la microalga Ourococcus sp. se mantuvo el suministro de luz
constante ya que Jacob-Lopes et al, 2009b encontraron que los maximos valores de
productividad de biomasa asi como de fijacion de CO, se alcanzan bajo un régimen
continuo de iluminacion. Se realizé un disefio factorial 3x2 (figura 23) tomando como
factores, la intensidad de luz, a tres niveles: 3260, 5620 y 8000 Lx y el suministro de
CO, a5y 10 % vlv, a un flujo de 0.4 vwm. Se analizaron los parametros cinéticos,
porcentaje de remocion y captura de CO,, mediante un analisis de varianza (ANOVA)

el cual se reporta en el anexo 1D.
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Figura 23. Disefio factorial, para determinar el efecto de la intensidad de luz, el suministro de CO, y su

interaccion.

A continuacion en la tabla 9 se muestran las medias obtenidas para todos los

parametros, mientras que los intervalos de confianza se reportan en el anexo 1B.

Tabla 9. Parametros obtenidos a distintas intensidades de luz con suministro de 5y 10% CO, Vi/v.

) 3260 Lx | 5620Lx | 8000Lx [3260Lx [5620Lx |8000 Lx
Parametros
5%CO, | 5%CO, | 5%CO, |10% CO, |10% CO, |10 % CO,

Xnax 3.37 3.12 6.00 3.1 2.7 5.7
@L?
(Pgmf_xl - 0.25 0.32 0.50 0.26 0.31 0.52
tgmf;x 0.18 0.23 0.37 0.18 0.34 0.38
(chg% - 0.47 0.60 0.95 0.49 0.57 0.97
CEnmax
(Kg m~d™Y) 9.1 8.2 9.8 20.48 21.92 23.03
%RCO2ma 12.8 14.2 14.4 19.27 22.23 21.18

ANOVA Pvalue< 0.0001.

En la figura 24 se muestra el perfil de captura y remocion de CO al suministrar 10%

de COy, en los primeros 2 dias el cultivo alcanz6 el maximo reportado, pero con

iluminacién de 8000 Lx disminuydé de manera lineal del dia 3 al 8, al finalizar el cultivo

las CE fueron iguales a 5620 y 8000 Lx.
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Figura 24. Porcentajes de remocién y capacidad de captura de CO,, suministrando 10% de CO, v/v a

5620 y 8000 Lx.

En la figura 25 con un suministro del 5% de CO, v/v, se observé que al incrementar

la intensidad de luz de 3260 a 8000 Lx hubo un aumento en la capacidad de captura

de CO,, sin embargo a partir del dia 8 del cultivo se observd una disminucion de la

CE, esto se atribuye a la alta concentracién celular que pudo impedir la incidencia de

luz al interior del reactor. La biomasa maxima registrada fue 3.37 Kg m™ a 3260 Lx y

de 6 Kg m™ a 8000 Lx. La maxima captura de CO- en el sistema fue de 9.1 Kg m>d™

y de 9.8 Kg m™ d* a 3260 y 8000 Lx respectivamente. Los porcentajes de remocién
de CO, maximos observados fueron de 12.8% para 3260 Lx y 14.4 % a 8000 Lx.
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Figura 25. Evolucion de la biomasa suspendida en peso seco y capacidad de captura de CO,, con
suministro de 5% de CO, v/v a 3260 y 8000 Lx.

Con la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey para la interaccién de los
factores (anexo 1E), se comprob6 que la biomasa maxima obtenida en todos los
tratamientos fueron significativamente diferentes entre ellas, con excepcion de la
obtenida a 3260 Lx/10% de CO, y 5620 Lx/5% deCO,, que resultaron
estadisticamente iguales. La mayor concentracion de biomasa se obtuvo con el
tratamiento de 8000 Lx y 5% CO..

En el andlisis de la productividad los datos experimentales mostraron que no existe
diferencia entre el suministro de 5 0 10% de CO, a la misma intensidad de luz, en
cambio si al aumentar la intensidad de luz, registrandose la mayor productividad a
8000 Lx.

Para el caso de la tasa de crecimiento especifico, no se pudo corroborar la
homogeneidad de varianzas (anexo 1C), sin embargo el software utilizado (SPSS,

Statistical Package for the Social Sciences, Version 11) es robusto para dicha

67




Resultados y discusion

prueba, por lo tanto al corroborarse la distribucién normal de los errores (anexo 1A),
se decidio realizar la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey, la cual mostré
que de igual forma la pmax Se ve favorecida con el incremento en la intensidad de luz,
y sOlo se presenta diferencia significativa debido al suministro de CO, cuando se
trabaja a 5620 Lx, siendo mayor al 10% de CO,.

Las tasa de fijacion de CO, y la méxima captura de CO, resultaron ser
significativamente diferentes al incrementarse la intensidad de luz, la mayor fijacion
de CO; en la biomasa y la mayor captura de CO; en el sistema se logré alimentando
el reactor con 10% de CO; a 8000 Lx.

El analisis de los porcentajes de remocion evidencid que no hubo diferencias
estadisticas al alimentar 5% de CO, con las tres intensidades de luz. La méaxima
remocién se logré al 10% de CO, con 5620 u 8000 Lx, ya que los valores resultaron

ser estadisticamente iguales.

6.4 Efecto del flujo de aire.

El crecimiento celular se ve afectado por la cantidad de energia recibida, sin
embargo, también depende de la disponibilidad de los nutrientes y de las condiciones
hidrodindmicas del sistema, por ellos se decidi6é determinar el efecto del flujo de aire
sobre la capacidad de captura y crecimiento de Ourococcus sp. El disefio factorial
gue se realizdé se muestra en la figura 26, para el cual se tomaron como factores el
flujo de la mezcla CO»-aire a la entrada del reactor: 0.8 vwm (2 L min?) y 0.4 vwm (1 L
min™), la concentracién de CO,: 5y 10 % v/v, y la intensidad de luz: 3260 y 5620 Lx,
los resultados se reporta en el anexo 2D.
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Figura 26. Disefio factorial, para determinar el efecto del flujo, la intensidad de luz, el suministro de

CO, y su interaccion.

En la figura 27 muestra la curva de crecimiento y capacidad de captura de CO; a
5620 Lx y 5% de CO,, la mayor captura de CO, se logré con un flujo de 0.8 vvm,
alcanzando un maximo de 16.7 Kg m® d*. Para 0.4 vwm se tuvo un maximo de 8.2
Kg m2d?, ademéas se observé un aumento en la concentracién de biomasa, para 0.8
vvm. La biomasa méaxima cuantificada fue de 3.8 Kg m®y 3.1 Kg m™ para 0.8y 0.4
vvm, respectivamente. Asimismo las tasas de crecimiento especifico aumentaron 2.3

veces al incrementar el flujo, teniendo 0.51 d™ para 0.8 vwm y 0.22 d™* para 0.4 vvm.

En el caso del experimento con alimentacion del 10% de CO; (figura 28), se obtuvo
un méaximo de captura de 51.2 Kg m2 d* en 0.8 vwm y de 21.8 Kg m™ d* para 0.4
vvm, de igual forma las mayores tasas de crecimiento ocurrieron en 0.8 vvm con un
valor de 0.69 d*, en comparacién de 0.33 d* obtenido con un flujo de 0.4 vvm.

También la biomasa producida en el reactor fue mayor a 0.8 vwm (3.8 Kg m™).
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Figura 27. Evoluciéon de la biomasa suspendida en peso seco y capacidades de captura de CO,,
suministrando 5% de CO, v/v a 5620 Lx con 0.4y 0.8 vvm.

El méximo porcentaje de remocion de CO, obtenido fue de 25 % con un suministro
del 10 % v/v con una pmayx de 0.69 d™* una Xmax de 3.8 Kg m?y una Pna de 0.45 Kg
m>d(figura 28). de Morais y Costa (2007a) reportaron que en el cultivo de
Scenedesmus obliquus con 12% de CO, v/v usando un fotobiorreactor tubular con
volumen de operacion de 1.9 L se obtuvo un %Rmax de 28%, con una pmax de 0.33 d°
! una Xmax de 3.38 Kg m=y una Pmax de 0.17 Kg m=d™. Al comparar estos datos con
los obtenidos en este estudio, se observa que aunque el porcentaje de remocion es
menor, los parametros cinéticos obtenidos con Ourococcus sp., fueron mayores a los
reportados para la microalga S. obliquus, sin embargo hay que considerar que ésta
fue cultivada en tres FBRR conectados en serie, los cual incrementa el tiempo de

residencia del CO; y con ello la remocion del contaminante.
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Figura 28. Capacidades de captura de CO, y porcentajes de remocién suministrando 10% de CO, v/v

a 5620 Lx con 0.4y 0.8 vvm.

Los parametros de los experimentos se resumen en las tablas 10 y 11, mientras que

los intervalos de confianza se reportan en el anexo 2B

Tabla 10. Parametros obtenidos a 0.4 y 0.8 vvm con suministros del 5y 10% de CO, v/v a 5620 Lx.

5620 Lx
5% CO, 10 % CO,

Parametros| 0.4 vwm | 0.8 vwm | 0.4 vwm 0.8 wm
Xmax 3.12 3.80 2.69 3.80
Prmax 0.32 0.45 0.30 0.45
Mmax 0.22 0.51 0.33 0.69
Pco2 0.60 0.85 0.57 0.85
CEmax

(Kg m=d?) 8.28 16.74 21.92 51.24
%RCO2max 14.2 12.62 22.23 25.02

ANOVA Pvalue< 0.0001.

71




Resultados y discusion

Tabla 11. Pardmetros obtenidos a 0.4 y 0.8 vvm con suministros del 5y 10 % de CO, v/v a 3260 Lx.

3260 Lx
5% CO, 10 % CO,

Parametros| 0.4 vwm | 0.8 vwm | 0.4 vwm 0.8 vwm
Xmax 3.37 3.55 3.10 2.57
Pmax 0.25 0.32 0.26 0.16
Mmax 0.18 0.38 0.18 0.44
Pco2 0.47 0.61 0.49 0.30
CEnax

(Kg m*d™) 9.1 13.52 20.48 21.98
%RCO2max 12.87 14.44 19.27 10.80

ANOVA Pvalue< 0.0001.

Con la prueba de comparaciones mdultiples de Tukey para la interaccién de los
factores (anexo 2E), se comprob6 que, la maxima concentracion de biomasa y

productividad se obtuvo con un flujo de 0.8 vwvm a 5620 Lx al 5 0 10% de CO..

Para el caso de la tasa de crecimiento especifico y la capacidad de captura de CO»,
no se pudo corroborar la homogeneidad de varianzas (anexo 2C), y como se
mencionod anteriormente, al corroborarse la distribucion normal de los errores (anexo
2A), se realiz6 la prueba de comparaciones multiples de Tukey, la cual nos mostré
que la pmax Se incrementé al suministrar mayor flujo, mayor concentracion de CO; o
mayor intensidad de luz, sin haber diferencias significativas cuando se trabajé con
3260 Lx al 5 0 10 % de CO,. La capacidad de captura de CO, en el sistema fue
estadisticamente igual cuando se suministré 10% de CO, a 0.4 vvm con 3260 o 5620
Lx y a 0.8 vvm con 3260 Lx. La mayor captura se obtuvo al 10% de CO, con 5620 Lx
y 0.8 vvm. De la misma forma la maxima captura de CO, al suministrar 5% de CO,
se obtuvo con 5620 Lx y 0.8 vwvm, ademas la maxima fijacion de CO, en biomasa

también se obtuvo con el mismo tratamiento.

Los porcentajes de remocion cuando se trabajo al 5% de CO, fueron

estadisticamente iguales sin importar el flujo o intensidad de luz suministrada, sin

72




Resultados y discusion

embargo cuando se proveyd 10% de CO,, el porcentaje de remocidn se incremento
con forme se aumenté la intensidad de luz y el flujo, registrandose el maximo a 5620

Lxy 0.8 vwm.

En la tabla 12 se resumen, las tasas de fijacion de CO, con respecto a la biomasa y
la productividad, de algunas especies de microalgas utilizadas en la remocion de CO,
en corrientes gaseosas. Comparando los resultados de este estudio, vemos que
Ourococcus sp. tuvo mayor capacidad para fijar CO, en forma de biomasa, y que su
productividad le permiti6 obtener la mayor cantidad de biomasa respecto a otras
especies de microalgas.

Tabla 12. Tasas de fijacion de CO, y productividad de biomasa de distintas microalgas
(Wang et al., 2008).

Microalga %CO, Pnax Pco, Referencia
(Kgm3d") |(KgCO,*m3d™

Chlorella kessleri Fott et

Novakova. 18 0.087 0.163* de Morais y Costa, 2007c.
Chlorella vulgaris

Beijerinck. aire 0.04 0.075* Scragg et al., 2002.
Haematococcus sp. 16-34 0.076 0.143 Huntley y Redalje, 2007.
Scenedesmus obliquus

(Turpin) Kitzing. 18 0.14 0.26 de Morais y Costa, 2007a.
Spirulina sp. 12 0.22 0.413* de Morais y Costa, 2007a.
Ourococcus sp. 5 0.505 0.95* Este estudio.

Ourococcus sp. 10 0.517 0.92* Este estudio.

*Valores calculados a partir de la productividad de biomasa (P) de acuerdo a la ecuacion
Pegs = C, * (MNCI—‘;Z) (P) = 1.88 * (P).

6.5 Efecto de la carga y concentracion de CO,.

Estudios previos han demostrado que las microalgas pertenecientes a la division

Chlorophyta son capaces de crecer bajo altas concentraciones de CO, (<50%)
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(Skjanes et al., 2007), sin embargo es necesario considerar que en el cultivo de
microalgas no es recomendable suministrar CO, por arriba de la concentracion que
causa inhibicion, o por debajo del valor que limita el crecimiento y que tal

concentracion maxima (inhibicion) y minima (limitacion) varia de una especie a otra.

Analizando el efecto de la carga de CO, suministrada sobre la capacidad de captura
de Ourococcus sp. observamos que al incrementar la carga (figura 29), se obtuvo
mayor captura del CO,, con valores de 111.9 + 8.5 Kg m™y 220.7 + 28 Kg m™ para

40y 80 Kg m=d* respectivamente.

300 -
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150

2

CO ca
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Figura 29. Cantidad de CO, capturado total a los 13 dias de cultivo con una alimentacion de 40 y 80

Kgm3d™.

Al suministrar la mismas cargas (80 Kg m=d™) se observé que con la mezcla al 10%
de CO; y un flujo de 0.4 vwm se capturé en promedio una mayor cantidad de CO,
(261.3 + 6.5 Kg m™>), que lo obtenido con 5% a un flujo de 0.8 vvm (206.33 + 6.94 Kg
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m™), pero sin tener un incremento significativo en la biomasa producida, ya que en

ambos casos se registré una biomasa promedio total de 3 Kg m™,
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Figura 30. Cantidad de CO, capturado total a los 13 dias de cultivo con una alimentacién constante de
80 Kg m2d™, obtenida con 5y 10 % CO,.

En estos experimentos no se observo inhibicion por la cantidad de CO, suministrado,
Ourococcus sp. crece adecuadamente con corrientes gaseosas enriquecidas al 10%
y con cargas de CO, de hasta 160 Kg m™> d™, como fue el caso del experimento

realizado con un flujo de 0.8 vvm.

6.6 Contenido de aceites.

Para conocer la capacidad de Ourococcus sp. para acumular aceites se realizaron
extracciones en la biomasa obtenida en los experimentos anteriores y se determino
gue la microalga contiene entre 20-30% de aceites en relacion a su peso seco, lo
cual concuerda con lo reportado para otra especie de Ourococcus (27%) (Shifrin y
Chisholm, 1981). Por otro lado, si se compara este valor con el reportado para otras
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especies de microalgas utilizadas en la obtencion de aceites (tabla 13), se observa
que se encuentra en el limite inferior, sin embargo hay que tomar en cuenta que fue
cultivada bajo condiciones favorables de nutrientes y que es posible incrementar este
valor, ya que diversos autores han reportado que esto sucede bajo limitacion de
nutrientes. Ademas Shifrin y Chisholm (1981) reportaron que bajo condiciones de
limitacion de nitrégeno una especie de Ourococcus aumento su contenido de aceites
de 27% a 49.5 %. Sin embargo hay que considerar que las microalgas cultivadas
bajo diferentes condiciones de iluminacion pueden asimilar el CO; y dirigirlo hacia
diferentes rutas metabdlicas, por ejemplo, hacia la formacion de aminoé&cidos y
constituyentes esenciales de las célula cuando se encuentran bajo condiciones de
luz limitantes y en contraste hacia la formacion de azucares y almidones bajo

condiciones saturadas de luz (Jacob-Lopes et al., 2009b).

Un proceso ideal para la produccién de aceites, requiere de una alta productividad de
biomasa y alto contenido de lipidos, desafortunadamente esto no siempre es factible,
porque el incremento en el contenido de aceites es generado usualmente por estrés
nutricional, que a su vez esta asociado con la disminucion en la productividad de
biomasa. Aunado a esto, la capacidad de acumular importantes cantidades de
aceites bajo condiciones de cultivo favorables, solo se ha observado en algunas
especies de microalgas, (Chlorella spp., Dunaliella spp., Nannochloris sp.,
Parietochloris incisa (H. Reisigl) S. Watanabe, Neochloris oleoabundans S.
Chantanachat et H.C. Bold y Botryococcus braunii Kuitzing). Por lo anterior
recientemente ha surgido interés en el desarrollo de tecnologias que permitan
incrementar el contenido de aceites en especies con bajo contenido de aceites y
altas tasas de crecimiento, sin afectar significativamente la productividad de biomasa.
Con lo anterior se podria reducir los costos de obtencion de aceites que pudieran ser
utilizados en la produccion de biodiesel. La idea de utilizar microalgas como fuente
de aceites no es nueva, pero si de gran interés debido al aumento en los precios del
petréleo, sus beneficios ambientales y el hecho de que es producido a partir de
fuentes renovables (Chisti, 2007; Li et al., 2008a).
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Por lo anterior se puede decir que la microalga Ourococcus sp. aislada en este
estudio puede tener potencial para ser utilizada en la obtencion de aceites, ya que
tuvo una Pmax de 0.5 Kg m=d™, con una concentracion Xmax de 6 Kg m=, lo cual es
mayor a lo reportado para una de las principales especies utilizadas en la produccion
de biodiesel, Neochloris oleoabundans que presenta una Pnax de 0.63 Kg m3d?y
una Xmax de 3.15 Kg m™ (Li et al., 2008a).

Tabla 13. Porcentaje de aceites en las microalgas mas utilizadas en la obtencién de aceites, adaptada
de Chisti, 2007.

Microalga Division % Aceites en peso

seco

Botryococcus braunii Kitzing. Chlorophyta 25-75

Chlorella sp. Chlorophyta 28-32

Nannochloris sp. Chlorophyta 20-35

Nannochloropsis sp. Heterokontophyta 31-68

Neochloris oleoabundans S. Chantanachat Chlorophyta 35-54

et H.C. Bold.

Nitzschia sp. Heterokontophyta 45-47

Phaeodactylum tricornutum Bohlin. Heterokontophyta 20-30

6.7 Balances de carbono y nitrégeno.

Se realizé un estudio de los compuestos organicos volatiles (COV) en el gas de
salida del reactor, ya que se tienen reportes de que son ampliamente producidos en
ambientes marinos. Estos compuestos estan implicados en el deterioro de la capa de
ozono, Yy su produccién ha sido estudiada tanto en macroalgas como microalgas.
McKay et al (1996) sugieren que el propano, propeno, etano y eteno se producen
durante la autdlisis del fitoplancton, posiblemente durante la oxidacién de lipidos
poliinsaturados liberados al medio de cultivo. Ademas afirman que el isopreno y el

hexano, aparecen durante el crecimiento del fitoplancton y por tanto es mas probable
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que se produzcan directamente por el fitoplancton o a través de la oxidacién del
carbono organico disuelto.

Para determinar la cantidad de COV en el gas, se realizdé una colecta del gas a la
entrada y salida del reactor durante 12 h, en canisters de 6 L y se analizaron por
cromatografia de gases siguiendo el método TO-14A de la EPA (Compendium
Method TO-14A, 1999). Los compuestos encontrados en mayor proporcion o
concentracion, se reportan en la tabla 14. La cantidad de carbono que se determiné

en forma de COV fue de 37 mg del carbono suministrado.

Tabla 14. Compuestos organicos volatiles determinados.

Ccov ppb* Proporcidn (entrada - salida/ entrada)
T-2-Penteno 0.241 2.25
1-Hexeno 0.774 1.67
3-Metilhexano 1.203 7.50
2-Metilheptano 0.064 0.97
Isopropilbenceno 0.086 0.77
2,2,4-Trimetilpentano 0.057 0.61
Metilciclohexano 0.186 0.64
o-Xileno 0.257 0.51
Propano 1.480 0.10
Popileno 2.325 0.16
C-2-Buteno 0.975 0.26
Acetileno 0.852 0.24
Isobutano 0.956 0.19
T-2-Penteno 0.241 2.25
1-Hexeno 0.774 1.67
3-Metilhexano 1.203 7.50
2-Metilheptano 0.064 0.97

ppb: partes por billon.

En la tabla 15 se presenta el balance de carbono para el experimento donde se
obtuvo la mayor concentracién de biomasa, tomando en cuenta la cantidad de
carbono (C) en el medio de cultivo, el gas de salida del reactor y el contenido de

carbono en la biomasa.
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Tablal5. Balance de carbono para el experimento con un suministro de 8000 Lx y un flujo de 0.4 vwm.

10% CO, 5% CO,

Biomasa total (g) 115 12

CO, total capturado (g) 647.5 278.2
Gramos de C en biomasa 5.9 6.2

Gramos de C capturados en el sistema 176.6 75.9
% C en biomasa* 3.63 8.96
% C en COV 0.02 0.05
% C en medio de cultivo 0.28 0.66
% C por error experimental en la mezcla** 15 15

% Total 18.96 24.67

*Suma de la biomasa final y la retirada por mediciones.

** Corroborado con una mezcla estandar al 10% CO,/aire (Praxair).

Estudios previos han mostrado que solo una pequeiia fraccion (~3%) del carbono
capturado en los fotobiorreactores se recupera como biomasa, indicando la
existencia de otras rutas de conversion de CO, (Jacob-Lopes et al., 2009c), Por lo
que es necesario continuar con las investigaciones, ya que no se logré cerrar el

balance de carbono.

Se realiz6 un seguimiento de la cantidad de nitrégeno (N) disponible en el medio. El
medio BG11 contiene 1.5 g L™ de NaNOs, lo que equivale a tener 0.247 g L™ de N. El
consumo de N a lo largo de los 13 dias de cultivo de la microalga Ourococcus sp. fue
de 206 ppm y el nitrégeno residual en promedio fue de 43 ppm. Utilizando la formula
molecular de la biomasa microalgal reportada por Chisti (2007), CO 4gH1 83Ny 11Po.01>
se calculd la cantidad tedrica de biomasa que podria formarse dando un valor de 3.1
g L™, experimentalmente se cuantificé una produccion de 3.5 gL'y 3.4 g L™ para el
10 y 5% de CO, respectivamente. Por lo tanto las microalgas se encontraban bajo
limitacion de nitrégeno, lo cual pudo verse reflejado en la cantidad de biomasa
recuperada, es posible que se estuvieran formando sustancias de reserva que no

fueron cuantificadas.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1. Conclusiones.

El reactor de columna de burbujas fue el mas adecuado para el cultivo de
Ourococcus sp. ya que no promueve la formacion de biopeliculas.

El incremento en la intensidad de luz de 3260 a 8000 Lx, permitié6 aumentar al doble
los parametros cinéticos (X max, Hmax, Pmax) de Ourococcus sp. Ademas se observo
que al trabajar con una intensidad luminosa de 8000 Lx y 5% de CO, se obtuvo la
mayor concentracién de biomasa (6 Kg m?), pero también se generd una
disminucién en la capacidad de captura de CO; en el sistema.

Al incrementar el flujo de entrada a 0.8 vwm se indujo una mayor productividad y
concentracion de biomasa. La mayor fijacion de CO, en biomasa, porcentaje de
remocién y captura de CO; se logro al 10% con 5620 Lx y un flujo de 0.8 vwm.

En estos experimentos no se observo inhibicion por la cantidad de CO, suministrado
hasta el 10%, Ourococcus sp. crecié con corrientes gaseosas con cargas de CO, de
hasta 160 Kg m™ d*, por lo que es una especie con potencial para la captura del CO;
producido por los gases de combustibn en las estaciones termoeléctricas, sin
embargo operar con corrientes gaseosas altamente enriquecidas resultaria en una
pérdida considerable del contaminante ya que los porcentajes de remocién del CO,
resultaron bajas (25 %).

Ourococcus sp. puede tener un potencial biotecnoldgico para la obtencién de aceites
ya que en este estudio, se observd que es capaz de almacenar un 20-30% de su

peso seco en forma de aceites.
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7.2. Perspectivas.

Estudios recientes han demostrado que el uso de microalgas como alternativa para
disminuir las concentraciones de CO,, sélo puede ser econdGmicamente factible, si se
aprovecha la biomasa para la obtencién de un producto de valor agregado. Por lo
tanto, es necesario realizar un estudio fisiologico (perfil de acidos grasos, pigmentos),
de la microalga aislada, ya que los parametros cinéticos de Ourococcus sp. son
superiores a una de las principales microalgas reportadas como almacenadoras de
aceites (Neochloris oleoabundans). Ademas la microalga estudiada no fue cultivada
en condiciones de estrés, por lo que en tales condiciones el contenido de aceites
podria incrementarse significativamente, por ejemplo bajo limitacion por nitrégeno
(Khozin-Goldberg, 2002; Spolaore et al.,, 2006; Solovchenko et al.,, 2007).
Particularmente, es de sumo interés realizar estudios limitando el fésforo durante el
crecimiento, ya que Ourococcus sp. proviene de una laguna donde en condiciones
naturales crece en carencia de este elemento. El desarrollo de la cepa en
condiciones de estrés y/o limitaciébn de nutrientes, puede contribuir en el desarrollo
de procesos para la obtencion de metabolitos de valor agregado. Aunado a lo
anterior, con el fin de obtener mayores concentraciones de biomasa, es necesario
evaluar si Ourococcus sp. puede crecer en condiciones de heterotrofia y mixotrofia
(Shia et al.,2000; Rocha et al., 2003; Miao y Wu., 2006).

La utilizacion de microalgas para la captura de CO,, resulta en una buena opcién
para mitigar las concentraciones atmosféricas o las emisiones de las industrias
relacionadas con la obtencidén de energia, sin embargo el balance de carbono, aun
es un tema que no se ha aclarado, ya que la cantidad removida y recuperada como
biomasa no concuerdan, en ningun estudio. Por otro lado, debido a que el maximo
porcentaje de remocion de CO; fue del 25 %, se plantea la utilizacion de reactores en

serie para aprovechar el gas de salida de un reactor, como influente en el siguiente.
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Tomando en cuenta que las microalgas pueden excretar una variedad de
biomoléculas (carbohidratos, aminoacidos, vitaminas, enzimas, entre otros) y que
existen reportes de que son capaces de excretar compuestos carbonilos, como los
aldehidos tanto en ambientes marinos como en sistemas de agua dulce, una linea
importante de investigacion podria ser la determinacion de la produccion de
formaldehido. Nuccio y Kieber (1995) observaron la produccion de este compuesto
en ambientes marinos cuando la concentracion de clorofila a permanecia
relativamente baja, y conforme las microalgas pasaban a la fase exponencial de
crecimiento, las concentraciones de formaldehido disminuian, lo que indicaba una
posible utilizacién biol6gica. Por otro lado se reporta en la literatura que varias
microalgas son capaces de producir aldehidos de alto peso molecular como por
ejemplo pentanal, hexanal y decanal (Juttner, 1984). Ademas, se ha reportado que la
microalga Chlamydomonas globosa J.W. Snow libera formaldehido, acetaldehido,

acetona, n-heptano y valeraldehido (Collins y Bean, 1963).
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ANEXOS.

1. Pruebas estadisticas para la intensidad de luz suministrando 5y 10% CO..

Las hipotesis a probar fueron las siguientes:

Ho: las medias de los parametros medidos a las tres intensidades de luz son iguales

Ha: al menos una media es diferente.

Ho: medias de los parametros medidos con los 2 suministros de CO, son iguales

Ha: al menos una media es diferente.

Ho: No hay efecto en la interacciOn de la intensidad de luz y la concentracion de CO,.

Ha:Si hay efecto en la interaccidn de la intensidad de luz y la concentracion de CO,.

El modelo 3x2 es el siguiente:
Yo = p+ 7 + B+ By + &k

Donde: Y, es el parametro medido en la k-esima repeticion, al que se le aplico la i-esima
intensidad de luz, la j-esima concentraciéon de CO,, u es la media general del parametro
medido, T; es el efecto de la i-esima intensidad de luz sobre el parametro medido, B; es el
efecto de la j-esima concentracion de CO, sobre el parametro medido, 103; es el efecto de la
interaccion de la intensidad de luz i y la concentracion de CO; |, gk es el error asociado a la
observacion Yij.

Los parametros medidos fueron: biomasa méxima, productividad maxima, tasa maxima de
crecimiento especifico, tasa de fijacion de CO,, capacidad de captura de CO,, porcentaje de
remocién de CO..

Los niveles probados para la intensidad de luz fueron: 3260, 5620 y 8000 Lx y para la

concentracion de CO; fueron: 5y 10 %.
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A) Normalidad de los errores.
* Analizado con NCSS (Number Cruncher Statistical Systems,2007).

Biomasa maxima

Test Name Test value | Prob level | 10% critical | 5% critical Decision (5%)
value value
Shapiro-Wilk W | 0.9381081 | 0.2688977 Can't reject normality
Productividad maxima
Test Name Test value | Prob level | 10% critical | 5% critical Decision (5%)
value value
Shapiro-Wilk W | 0.7172635 | 1.276713E- Can't reject normality
04
Tasa maxima de crecimiento especifico
Test Name Test Prob level | 10% critical 5% Decision (5%)
value value critical
value
Martinez-lglewicz | O 1.23901 1.407478 | Can't reject normality
Tasa de fijacion de CO..
Test Name Test Prob level | 10% critical 5% Decision (5%)
value value critical
value
Martinez-lglewicz | O 1.23901 1.407478 | Can't reject normality
Capacidad de captura CO,.
Test Name Test value | Prob level | 10% critical 5% Decision (5%)
value critical
value
Shapiro-Wilk W 0.9428114 | 0.3234932 Can't reject normality
Porcentaje de remocién de CO..
Test Name Test value | Prob level | 10% critical 5% Decision (5%)
value critical
value
Shapiro-Wilk W 0.9403014 | 0.2932442 Can't reject normality
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B) Estadisticos descriptivos.

Analizado con SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version 11).

Biomasa méaxima (g/L)

Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico |Limite inferior | superior Minimo Maximo
3260, 5% 3 3.3775 .03377 .01950 3.2936 3.4614 3.34 3.41
5620, 5% 3 3.1200 .03120 .01801 3.0425 3.1975 3.09 3.15
8000, 5% 3 6.0000 .06000 .03464 5.8510 6.1490 5.94 6.06
3260, 10% 3 3.1000 .03000 .01732 3.0255 3.1745 3.07 3.13
5620, 10% 3 2.6933 .02517 .01453 2.6308 2.7558 2.67 2.72
8000, 10% 3 5.6600 .06000 .03464 5.5110 5.8090 5.60 5.72
Total 18 3.9918 1.35744 .31995 3.3168 4.6668 2.67 6.06
Descriptivos
Productividad biomasa (g/L*d)
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico |Limite inferior | superior Minimo Maximo
3260, 5% 3 .2512 .00251 .00145 .2450 .2574 .25 .25
5620, 5% 3 .3200 .00320 .00185 3121 .3279 .32 .32
8000, 5% 3 .5046 .00505 .00291 4921 5172 .50 51
3260, 10% 3 .2633 .00577 .00333 .2490 2777 .26 .27
5620, 10% 3 .3067 .00577 .00333 .2923 .3210 .30 .31
8000, 10% 3 5167 .00577 .00333 .5023 .5310 51 .52
Total 18 .3604 .11208 .02642 .3047 4161 .25 .52
Descriptivos
Mu (d-1)
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico [Limite inferior | superior Minimo Maximo
3260, 5% 3 .1834 .00000 .00000 .1834 .1834 .18 .18
5620, 5% 3 .2287 .00000 .00000 .2287 .2287 .23 .23
8000, 5% 3 .3722 .00000 .00000 3722 .3722 .37 .37
3260, 10% 3 .1833 .02309 .01333 .1260 .2407 17 .21
5620, 10% 3 .3400 .00000 .00000 .3400 .3400 .34 .34
8000, 10% 3 .3800 .00000 .00000 .3800 .3800 .38 .38
Total 18 .2813 .08787 .02071 .2376 .3250 17 .38
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Tasa de fijacion de CO2 (g/L*d)

Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico [Limite inferior | superior Minimo Maximo
3260, 5% 3 4722 .00472 .00273 .4605 .4840 47 .48
5620, 5% 3 .6016 .00602 .00347 .5867 .6165 .60 .61
8000, 5% 3 .9487 .00949 .00548 .9251 9723 .94 .96
3260, 10% 3 .4933 .00577 .00333 4790 5077 .49 .50
5620, 10% 3 5733 .00577 .00333 .5590 .5877 .57 .58
8000, 10% 3 .9700 .01000 .00577 .9452 .9948 .96 .98
Total 18 .6765 21087 .04970 5717 .7814 47 .98
Descriptivos
Capacidad de captura (g/L*d)
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico |Limite inferior | superior Minimo Maximo
3260, 5% 3 9.1097 27739 .16015 8.4206 9.7987 8.85 9.40
5620, 5% 3 8.2827 .21529 .12430 7.7479 8.8175 8.07 8.50
8000, 5% 3 9.8077 11224 .06480 9.5289 10.0865 9.73 9.94
3260, 10% 3 20.4833 .27502 .15878 19.8002 21.1665 20.21 20.76
5620, 10% 3 21.9233 21197 .12238 21.3968 22.4499 21.73 22.15
8000, 10% 3 23.0300 .09000 .05196 22.8064 23.2536 22.94 23.12
Total 18 15.4394 6.61918 1.56016 12.1478 18.7311 8.07 23.12
Descriptivos
Porcentaje de remocién (%)
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
3260, 5% 3 12.8722 .64037 .36972 11.2815 14.4630 12.26 13.53
5620, 5% 3 14.2015 .79259 .45760 12.2325 16.1704 13.46 15.04
8000, 5% 3 14.4492 .82491 47626 12.4000 16.4984 13.86 15.39
3260, 10% 3 19.2700 .86000 49652 17.1336 21.4064 18.41 20.13
5620, 10% 3 22.2333 46501 .26847 21.0782 23.3885 21.77 22.70
8000, 10% 3 21.1833 .16503 .09528 20.7734 21.5933 21.02 21.35
Total 18 17.3683 3.81341 .89883 15.4719 19.2646 12.26 22.70
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C) Homogeneidad de varianzas.

Analizado con SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version 11).

yntraste de Levene sobre laigualdad de las varianzas er#«

Variable dependiente: Biomasa méxima (g/L)
F gll gl2 Significacion
.536 5 12 .746

Contrasta la hipétesis nula de que la v arianza error de la
v ariable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.

a. Disefio: Intercept+LUZ * CO2+LUZ+CQO2

Jntraste de Levene sobre laigualdad de las varianzas er?«

Variable dependiente: Productividad biomasa (g/L*d’

F gll gl2 Significacion
1.126 5 12 .398
Contrasta la hip6tesis nula de que la v arianza error de la
v ariable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.
a. Disefio: Intercept+LUZ * CO2+LUZ+CO2

ntraste de Levene sobre laigualdad de las varianzas er#(

Variable dependiente: Mu (d-1)
F gll gl2 Significacion
16.000 5 12 .000

Contrasta la hipétesis nula de que la v arianza error de la
v ariable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.

a. Disefo: Intercept+LUZ * CO2+LUZ+CO2

Jntraste de Levene sobre laigualdad de las varianzas er?(

Variable dependiente: Tasa de fijacion de CO2 (g/L*d
F gll gl2 Significacion
.375 5 12 .856

Contrasta la hip6tesis nula de que la varianza error de la
v ariable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.

a. Disefio: Intercept+LUZ * CO2+LUZ+CO2
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ntraste de Levene sobre laigualdad de las varianzas ert(

Variable dependiente: Capacidad de captura (g/L*d)

F

gll

gl2

Significacion

.675

5

12

.650

Contrasta la hipétesis nula de que la v arianza error de la
v ariable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.

a. Disefo: Intercept+LUZ * CO2+LUZ+CO2

Jntraste de Levene sobre laigualdad de las varianzas er¥(

Variable dependiente: Porcentaje de remocion (%)
F gll gl2 Significacion
.992 5 12 .462

Contrasta la hip6tesis nula de que la varianza error de la
v ariable dependiente es igual a lo largo de todos los grupos.

a. Disefio: Intercept+LUZ * CO2+LUZ+CO2

D) Analisis de varianza.

Analizado con SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Versién 11).

ANOVA
Biomasa maxima (g/L)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos 31.303 5 6.261 | 3462.922 .000
Intra-grupos .022 12 .002
Total 31.325 17
ANOVA
Productividad biomasa (g/L*d)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos .213 5 .043 | 1802.047 .000
Intra-grupos .000 12 .000
Total 214 17
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ANOVA
Mu (d-1)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica = Sia.
Inter-grupos .130 5 .026 292.946 .000
Intra-grupos .001 12 .000
Total .131 17
ANOVA
Tasa de fijacion de CO2 (g/L*d)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos .755 5 .151 | 2875.750 .000
Intra-grupos .001 12 .000
Total .756 17
ANOVA
Capacidad de captura (g/L*d)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica = Sig.
Inter-grupos 744.301 5 148.860 | 3376.049 .000
Intra-grupos .529 12 .044
Total 744.830 17
ANOVA
Porcentaje de remocién (%)
Suma de Media
cuadrados al cuadrética F Sig.
Inter-grupos 241.812 5 48.362 107.400 .000
Intra-grupos 5.404 12 .450
Total 247.216 17
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E) Pruebas pos hoc.

Analizado con SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version 11).

HSD de Tuke¥

Biomasa maxima (g/L)

Subconjunto para alfa = .05
Interaccion Luz*CO2 1 2 3 4 5
5620, 10% 3 2.6933
3260, 10% 3 3.1000
5620, 5% 3 3.1200
3260, 5% 3 3.3775
8000, 10% 3 5.6600
8000, 5% 3 6.0000
Sig. 1.000 .091 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias para los arupos en los subconjuntos homoaéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

Productividad biomasa (g/L*d)

HSD de Tuke§

Subconjunto para alfa = .05
Interaccion Luz*CO2 1 2 3
3260, 5% 3 .2512
3260, 10% 3 .2633
5620, 10% 3 .3067
5620, 5% 3 .3200
8000, 5% 3 .5046
8000, 10% 3 5167
Sig. .083 .050 .086

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media arménica = 3.000.

HSD de Tuke¥y

Mu (d-1)

Interacciéon Luz*CO2

Subconjunto para alfa = .05

1

2

3

3260, 10%
3260, 5%
5620, 5%
5620, 10%
8000, 5%
8000, 10%
Sig.

W wwwww

.1833
.1834

1.000

.2287

1.000

.3400

1.000

3722
.3800
.906

Se muestran las medias para los arupos en los subconjuntos homoaéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

96




Anexos

HSD de Tukey

Tasade fijacion de CO2 (g/L*d)

Interaccién Luz*CO2

Subconjunto para alfa = .05

3

4

3260, 5%
3260, 10%
5620, 10%
5620, 5%
8000, 5%
8000, 10%
Sig.

W wwwww

4722

1.000

4933

1.000

.5733

1.000

.6016

1.000

.9487

1.000

.9700
1.000

Se muestran las medias para los agrupos en los subconjuntos homoaéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

HSD de Tukeja/

Capacidad de captura (g/L*d)

Interaccion Luz*CO2

Subconjunto para alfa = .05

3

4

5620, 5%
3260, 5%
8000, 5%
3260, 10%
5620, 10%
8000, 10%
Sig.

W wwwww

8.2827

1.000

9.1097

1.000

9.8077

1.000

20.4833

1.000

21.9233

1.000

23.0300
1.000

Se muestran las medias para los arupos en los subconjuntos homoaéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3.000.

Porcentaje de remocion (%)

HSD de Tukef

Subconjunto para alfa = .05

Interaccion Luz*CO2 1 2 3
3260, 5% 3 12.8722

5620, 5% 3 14.2015

8000, 5% 3 14.4492

3260, 10% 3 19.2700

8000, 10% 3 21.1833
5620, 10% 3 22.2333
Sig. .110 1.000 .438

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media arménica = 3.000.
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2. Pruebas estadisticas para el flujo e intensidad de luz suministrando 5y
10% CO..

Las hipétesis a probar fueron las siguientes:

Ho: medias de los parametros medidos con los dos flujos son iguales

Ha: al menos una media es diferente.

Ho: medias de los parametros medidos con los dos suministros de CO, son iguales

Ha: al menos una media es diferente.

Ho: las medias de los pardmetros medidos a las dos intensidades de luz son iguales

Ha: al menos una media es diferente.

Ho: No hay efecto en la interaccion del flujo, la intensidad de luz y concentracion de CO,.

Ha: Sihay efecto en la interaccion del flujo, la intensidad de luz y concentracion de CO,.

El modelo 22 es el siguiente:

Vi = u+ 1 + B+ 8 + 160, + &
Donde: Yjy, es el parametro medido en la |-esima repeticion, al que se le aplico el i-esimo
flujo, la j-esima concentracion de CO,, la k-esima intensidad de luz, u es la media general del
parametro medido, T; es el efecto del i-esimo flujo sobre el parametro medido, 3; es el efecto
de la j-esima concentracion de CO,, & es el efecto de la k-esima intensidad de luz 135 es el
efecto de la interaccion del flujo i, la concentracion de CO, j y la intensidad de luz k, € es el
error asociado a la observacion Yij,
Los parametros medidos fueron: biomasa méxima, productividad maxima, tasa maxima de
crecimiento especifico, tasa de fijacion de CO,, capacidad de captura de CO,, porcentaje de
remocién de CO..
Los niveles probados para la intensidad de luz fueron: 3260, 5620 Lx, para la concentracion

de CO,: 5y 10 % y para el flujo: 0.4y 0.8 vwm.
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A) Normalidad de los errores.

Analizado con NCSS (Number Cruncher Statistical Systems, 2007).

= Biomasa maxima

Test Name Test Prob level | 10% critical | 5% critical Decision (5%)
value value value
Martinez-Iglewicz | O 1.182263 1.28884 Can't reject normality
*  Productividad maxima
Test Name Test Prob level 10% critical | 5% Decision (5%)
value value critical
value
Anderson-Darling | 0.7355475 | 5.527263E-02 Can't reject normality
= Tasa maxima de crecimiento especifico.
Test Name Test Prob level 10% critical | 5% critical Decision (5%)
value value value
Martinez-lglewicz | 1.079597 1.182263 1.28884 Can't reject normality
= Tasa de fijacion de CO.,.
Test Name Test value | Prob level 10% critical | 5% critical | Decision (5%)
value value
Anderson-Darling | 0.6999391 | 6.766813E-02 Can't reject normality
= Capacidad de captura CO,.
Test Name Test Prob level 10% critical | 5% critical | Decision (5%)
value value value
Shapiro-Wilk W | 0.9254391 | 7.712059E-02 Can't reject normality
=  Porcentaje de remocién de CO,.
Test Name Test value | Prob level 10% critical | 5% critical | Decision (5%)
value value
Shapiro-Wilk W | 0.9615473 | 0.4702935 Can't reject normality

B) Estadisticos descriptivos.

Analizado con SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version 11).

Biomasa méaxima (g/L)

Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico [Limite inferior | superior Minimo Maximo
0.4 vvm, 5%, 3260 Lx 3 3.3775 .03377 .01950 3.2936 3.4614 3.34 3.41
0.4vvm, 10%, 3260 L 3 3.1000 .03100 .01790 3.0230 3.1770 3.07 3.13
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx 3 3.1200 .03120 .01801 3.0425 3.1975 3.09 3.15
0.4vvm, 10%, 5620 L 3 2.6938 .02694 .01555 2.6268 2.7607 2.67 2.72
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx 3 3.5500 .03550 .02050 3.4618 3.6382 3.51 3.59
0.8 vvm, 10%, 3260 L 3 2.5700 .02570 .01484 2.5062 2.6338 2.54 2.60
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx 3 3.8000 .03800 .02194 3.7056 3.8944 3.76 3.84
0.8 vvm, 10%, 5620 L 3 3.8000 .03800 .02194 3.7056 3.8944 3.76 3.84
Total 24 3.2514 44646 .09113 3.0629 3.4399 2.54 3.84
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Productividad biomasa (g/L*d)

Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite

N Media tipica Error tipico [ Limite inferior | superior Minimo Maximo
0.4 vvm, 5%, 3260 Lx 3 .2512 .00251 .00145 .2450 2574 .25 .25
0.4 vvm, 10%, 3260 L 3 .2627 .00263 .00152 .2562 .2692 .26 .27
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx 3 .3200 .00320 .00185 3121 .3279 .32 .32
0.4 vvm, 10%, 5620 L 3 .3050 .00305 .00176 .2974 .3126 .30 31
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx 3 .3240 .00324 .00187 .3160 .3320 .32 .33
0.8 vvm, 10%, 3260 L 3 .1630 .00163 .00094 .1590 1671 .16 .16
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx 3 .4500 .00450 .00260 .4388 4612 .45 .45
0.8 vvm, 10%, 5620 L 3 .4500 .00450 .00260 .4388 4612 .45 .45
Total 24 .3157 .09321 .01903 .2764 .3551 .16 .45

Descriptivos
Mu (d-1)
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite

N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo
0.4 vvm, 5%, 3260 Lx 3 .1834 .00000 .00000 .1834 .1834 .18 .18
0.4vvm, 10%, 3260 L 3 .1860 .02265 .01307 .1298 .2423 17 .21
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx 3 .2287 .00000 .00000 .2287 .2287 .23 .23
0.4vvm, 10%, 5620 L 3 .3386 .00000 .00000 .3386 .3386 .34 .34
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx 3 .3870 .00000 .00000 .3870 .3870 .39 .39
0.8 vvm, 10%, 3260 L 3 .4440 .00000 .00000 4440 4440 44 44
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx 3 .5148 .00000 .00000 .5148 .5148 51 51
0.8 vvm, 10%, 5620 L 3 .6931 .00000 .00000 .6931 .6931 .69 .69
Total 24 .3720 .16982 .03466 .3003 .4437 17 .69

Descriptivos
Tasa de fijacién de CO2 (g/L*d)
Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite

N Media tipica Error tipico [Limite inferior | superior Minimo Maximo
0.4 vvm, 5%, 3260 Lx 3 4722 .00472 .00273 .4605 .4840 A7 .48
0.4vvm, 10%, 3260 L 3 .4939 .00494 .00285 .4816 .5061 .49 .50
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx 3 .6016 .00602 .00347 .5867 .6165 .60 .61
0.4vvm, 10%, 5620 L 3 .5734 .00573 .00331 .5592 .5876 .57 .58
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx 3 .6091 .00609 .00352 .5940 .6243 .60 .62
0.8 vvm, 10%, 3260 L 3 .3065 .00306 .00177 .2989 .3141 .30 .31
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx 3 .8460 .00846 .00488 .8250 .8670 .84 .85
0.8 vvm, 10%, 5620 L 3 .8460 .00846 .00488 .8250 .8670 .84 .85
Total 24 .5936 .17524 .03577 .5196 .6676 .30 .85
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Descriptivos

Capacidad de captura (g/L*d)

Intervalo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite
N Media tipica Error tipico [Limite inferior | superior Minimo Maximo
0.4 vvm, 5%, 3260 Lx 3 9.1097 .27739 .16015 8.4206 9.7987 8.85 9.40
0.4 vvm, 10%, 3260 L 3 20.4820 27422 .15832 19.8008 21.1632 20.21 20.76
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx 3 8.2827 .21529 .12430 7.7479 8.8175 8.07 8.50
0.4vvm, 10%, 5620 L] 3 21.9235 .21409 .12360 21.3917 22.4553 21.73 22.15
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx 3 13.5200 .30000 17321 12.7748 14.2652 13.22 13.82
0.8 vvm, 10%, 3260 L 3 21.9820 2.50000 1.44338 15.7717 28.1923 19.48 24.48
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx 3 16.7442 51796 .29904 15.4575 18.0309 16.26 17.29
0.8 vvm, 10%, 5620 L 3 51.2420 .65727 .37948 49.6093 52.8747 50.58 51.90
Total 24 20.4108 13.00125 2.65387 14.9208 25.9007 8.07 51.90
Descriptivos
Porcentaje de remocion (%)
Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviaciéon Limite
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo

0.4 vvm, 5%, 3260 Lx 3 12.8722 .64037 .36972 11.2815 14.4630 12.26 13.53
0.4 vvm, 10%, 3260 L 3 19.2700 .85623 49434 17.1430 21.3970 18.41 20.13
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx 3 14.2015 79259 .45760 12.2325 16.1704 13.46 15.04
0.4 vvm, 10%, 5620 L 3 22.2330 46597 .26903 21.0754 23.3905 21.77 22.70
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx 3 14.4402 .34657 .20009 13.5793 15.3011 14.09 14.79
0.8 vvm, 10%, 3260 L 3 10.8000 1.56423 .90311 6.9142 14.6858 9.24 12.36
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx 3 12.6200 .62715 .36209 11.0621 14.1779 11.99 13.25
0.8 vvm, 10%, 5620 L 3 25.0200 43251 .24971 23.9456 26.0944 24.59 25.45
Total 24 16.4321 4.93543 1.00744 14.3481 18.5162 9.24 25.45

C) Homogeneidad de varianzas.

Analizado con SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version 11).

Prueba de homogeneidad de varianzas

Biomasa maxima (g/L)

Estadistico

de Levene gll gl2 Sig.
.081 7 16 .999
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Prueba de homogeneidad de varianzas

Productividad biomasa (g/L*d)

Estadistico
de Levene

gll

gl2

Sig.

.352

16

917

Prueba de homogeneidad de varianzas

Mu (d-1)

Estadistico

de Levene gll gl2 Sig.
16.000 7 16 .000

Prueba de homogeneidad de varianzas

Tasa de fijacién de CO2 (g/L*d)

Estadistico

de Levene gll gl2 Sig.
.352 7 16 917

Prueba de homogeneidad de varianzas

Capacidad de captura (g/L*d)

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
2.661 7 16 .050

Prueba de homogeneidad de varianzas

Porcentaje de remocion (%)

Estadistico
de Levene gll gl2 Sig.
.965 7 16 .488
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D) Andlisis de varianza.

Analizado con SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version 11).

ANOVA
Biomasa maxima (g/L)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos 4.567 7 .652 606.285 .000
Intra-grupos .017 16 .001
Total 4.585 23
ANOVA
Productividad biomasa (g/L*d)
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos .200 7 .029 | 2640.837 .000
Intra-grupos .000 16 .000
Total .200 23
ANOVA
Mu (d-1)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos .662 7 .095 | 1475.796 .000
Intra-grupos .001 16 .000
Total .663 23
ANOVA
Tasa de fijacion de CO2 (g/L*d)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica F Sig.
Inter-grupos .706 7 .101 | 2640.837 .000
Intra-grupos .001 16 .000
Total .706 23
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ANOVA
Capacidad de captura (g/L*d)
Suma de Media
cuadrados al cuadrética F Sig.
Inter-grupos 3873.176 7 553.311 607.649 .000
Intra-grupos 14.569 16 911
Total 3887.745 23
ANOVA
Porcentaje de remocion (%)
Suma de Media
cuadrados al cuadratica E Sig.
Inter-grupos 549.974 7 78.568 122.383 .000
Intra-grupos 10.272 16 .642
Total 560.246 23

E) Pruebas pos hoc.

Analizado con SPSS (Statistical Package for the Social Sciences, Version 11).

HSD de Tuke§

Biomasa maxima (g/L)

Interaccion Flujo-Luz-CO2

Subconjunto para alfa =.05

3

4

0.4 vvm, 5%,
0.4vvm, 5%,
0.8 vvm, 5%,
0.8 vvm, 5%,

Sig.

0.8 vvm, 10%, 3260 Lx
0.4vvm, 10%, 5620 Lx
0.4vvm, 10%, 3260 Lx

0.8 vvm, 10%, 5620 Lx

5620 Lx
3260 Lx
3260 Lx
5620 Lx

W W wwwwwow

2.5700

1.000

2.6938

1.000

3.1000
3.1200

.994

3.3775

1.000

3.5500

1.000

3.8000
3.8000
1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armonica = 3.000.
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HSD de Tuke§

Productividad biomasa (g/L*d)

Interacciéon Flujo-Luz-CO2

Subconjunto para alfa = .05

2 3 4

0.8 vvm, 10%, 3260 Lx
0.4 vvm, 5%, 3260 Lx
0.4 vvm, 10%, 3260 Lx
0.4 vvm, 10%, 5620 Lx
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx
0.8 vvm, 10%, 5620 Lx
Sig.

w wwwwwww

.1630

1.000

.2512

1.000

.2627

1.000

.3050

1.000

.3200
.3240
.4500
.4500
1.000

.802

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.

HSD de Tuke§

Mu (d

-1)

Interaccion Flujo-Luz-CO2

Subconjunto para alfa = .05

3 4

5

0.4 vvm, 5%, 3260 Lx
0.4 vvm, 10%, 3260 Lx
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx
0.4 vvm, 10%, 5620 Lx
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx
0.8 vvm, 10%, 3260 Lx
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx
0.8 vvm, 10%, 5620 Lx

Sig.

W W wWwwwwwow

.1834
.1860

1.000

.2287

.3386
.3870

1.000

1.000 1.000

4440

1.000

.5148
.6931
1.000

1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3.000.

HSD de Tukef

Tasade fijacion de CO2 (g/L*d)

Interaccion Flujo-Luz-CO2

Subconjunto para alfa =.05

3 4

0.8 vvm, 10%, 3260 Lx
0.4 vvm, 5%, 3260 Lx
0.4vvm, 10%, 3260 Lx
0.4 vvm, 10%, 5620 Lx
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx
0.8 vvm, 10%, 5620 Lx
Sig.

W W wWwwwwww

.3065

1.000

4722

1.000

4939
.5734

1.000 1.000

.6016
.6091

.802

.8460
.8460
1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media armoénica = 3.000.
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Capacidad de captura (g/L*d)

HSD de Tukef

Subconjunto para alfa =.05
Interaccion Flujo-Luz-CO2 N 1 2 3 4 5
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx 3 8.2827
0.4 vvm, 5%, 3260 Lx 3 9.1097
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx 3 13.5200
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx 3 16.7442
0.4 vvm, 10%, 3260 Lx 3 20.4820
0.4 vvm, 10%, 5620 Lx 3 21.9235
0.8 vvm, 10%, 3260 Lx 3 21.9820
0.8 vvm, 10%, 5620 Lx 3 51.2420
Sig. .956 1.000 1.000 .554 1.000
Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 3.000.
Porcentaje de remocion (%)
HSD de Tukef
Subconjunto para alfa =.05
Interaccion Flujo-Luz-CO2 N 1 2 3 4 5
0.8 vvm, 10%, 3260 Lx 3 10.8000
0.8 vvm, 5%, 5620 Lx 3 12.6200 12.6200
0.4vvm, 5%, 3260 Lx 3 12.8722 12.8722
0.4 vvm, 5%, 5620 Lx 3 14.2015
0.8 vvm, 5%, 3260 Lx 3 14.4402
0.4 vvm, 10%, 3260 Lx 3 19.2700
0.4 vvm, 10%, 5620 Lx 3 22.2330
0.8 vvm, 10%, 5620 Lx 3 25.0200
Sig. .086 .168 1.000 1.000 1.000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Usa el tamafo muestral de la media armonica = 3.000.
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