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RESUMEN

Las microalgas como grupo de organismos representan uno de los recursos
bioenergéticos mas prometedores, por ello es importante conocer y entender su
dindmica de crecimiento y comportamiento, ya que su rango de aplicaciones va
desde la produccion de biomasa para alimento vivo, hasta su uso en biotecnologia
para la obtencion de bioenergéticos, productos y constituyentes de valor
agregado. El uso de las microalgas para la produccion de biodiesel es una opcion
que parece ser favorable, debido a su elevado contenido de lipidos, elevada
eficiencia fotosintética y su alta velocidad de crecimiento. Chlorella vulgaris y
Desmodesmus quadricauda son microalgas cosmopolitas, cuyo contenido lipidico
llega a ser elevado y adecuado para la produccién de biodiesel. En el presente
proyecto se evaluaron sistemas de cultivo en columna (fotobiorreactores) y en
estanques tipo carrusel (raceways), en una planta piloto experimental, para
analizar su produccién y calidad de la biomasa obtenida como fuente de aceites
para la produccion de biodiesel.

Se comparé el crecimiento celular de Chlorella vulgaris y Desmodesmus
guadricauda en fase exponencial y estacionaria, obteniendo tasas de crecimiento
mas elevadas para sistemas fotobiorreactores con D. quadricauda de 2.1 por dia,
obteniendo un méaximo de 7.7 x10°el/mL y en el caso de C. vulgaris la tasa
méxima de crecimiento fue 1.4 por dia con 6.9 x10°cel/mL. En raceways, para D.
quadricauda se obtuvo un maximo de células en sistemas de 300L de 15
x10°el/mL y de 8.9 x10° cel/mL en sistemas de 3,000 L. Para C. vulgaris se
registr61.5 x10° cel/mL en sistemas de 300 L. Con biomasa del cultivo de 3,000 L
de D. quadricauda se valoraron tres métodos para la obtencion de la fraccidén
lipidica en mayor escala, obteniendo una extraccion de 3.19% con el método de
Goldfish, 2.38% para Rose-Glotier y 13.13% en Soxhlet, siendo este ultimo el de
mayor rendimiento.

En el caso del perfil bioquimico se comparé la cantidad de proteinas,
carbohidratos y lipidos para conocer la calidad de biomasa obtenida, en cultivos
de C. vulgaris las proporciones en proteinas fueron 23-26%, carbohidratos 12% vy
lipidos 4.1-5.8%, mientras que D. quadricauda presentdé mayores variaciones: 8-
25% en proteinas, 9.6-18.8% en carbohidratos y 1.8-4.3% de lipidos con respecto
al peso seco total.

Los sistemas mas eficientes para producciéon de biomasa algal fueron los
fotobiorreactores y de las especies en estudio D. quadricauda presenté mayores
concentraciones celulares en comparacion con C. vulgaris, en el mismo tiempo de
cultivo; por lo que representa una mejor opcion para cultivos a gran escala y
obtener algunos bioproductos de interés comercial.

Especialidad en Biotecnologia - Falcon Valdés, Jocsan Axel vii



INDICE.

ACTA DE LIBERACION DE TESIS
COMITE TUTORIAL
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS

RESUMEN

INDICE

LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABLAS
ABREVIATURAS

1 INTRODUCCION

1.1.Microalgas

1.1.1.
1.1.2.
1.1.3.
1.1.4.
1.1.5.
1.1.6.

Generalidades.

Importancia natural.

Importancia biotecnolégica.

Composicion bioguimica microalgal.

Lipidos en microalgas.

Principales grupos de microalgas que producen
aceite.

1.2.Biocombustibles

1.2.1.
1.2.2.
1.2.3.
1.2.4.
1.2.5.
1.2.6.

Perspectiva historica.

Clasificacion de los biocombustibles.
Biodiesel.

Microalgas como bioenergético.
Sistemas de produccién microalgal.
Ventajas y desventajas.

1.2.6.1. Sistemas abiertos — Raceway.
1.2.6.2. Sistema cerrado — Fotobiorreactor.

1.2.7.

Recuperacion de biomasa — Cosecha.

1.3.Antecedentes
2 JUSTIFICACION
3 OBJETIVO
3.1.0bjetivos especificos
4 METODOLOGIA
4.1.Cultivo batch de las microalgas Desmodesmus
guadricauday Chlorella vulgaris

4.1.1.
4.1.2.
4.1.3.

Microalgas.
Medios y condiciones de cultivo.
Monitoreo de crecimiento.

4.1.3.1. Conteo celular.

Especialidad en Biotecnologia - Falcon Valdés, Jocsan Axel

iii
Vi
vii
viii
Xi
Xii

a s~ BADNPEFP PP

© 00 N O Ul

10
11
12
12
17
17

17

18
18
18
19
19

viii



4.1.3.2. Medicion de parametros.
4.1.4. Escalamiento.

4.1.4.1. Preparacion de sistemas de cultivo.

4.2.Siembra
4.3.Cosecha

4.4.Analisis de composicion bioquimica
4.5.0btencién de extracto lipidico para biodiesel

4.5.1. Método Goldfish (AOAC, 1990).

4.5.2. Método Rose-Gottlieb (AOAC, 1990).
4.5.3. Método Reflujo, basado en el método Soxhlet

(AOAC, 1990).

RESULTADOS
5.1.Desmodesmus quadricauda

5.1.1. Parametros de cultivo.

5.1.2. Tasas de crecimiento celular.
5.2.Chlorella vulgaris

5.2.1. Parametros de cultivo.

5.2.2. Tasas de crecimiento celular.
5.3.Calidad de la biomasa algal.
5.4.Métodos de extraccion de lipidos.

DISCUSION
6.1.Dinamica del crecimiento celular.
6.2. Perfil bioquimico.

6.3. Extraccion de lipidos.

7 CONCLUSIONES
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Especialidad en Biotecnologia - Falcon Valdés, Jocsan Axel

20
20
20
21
22
22
23
24
24
25

26
26
26
29
30
30
32
33
35
35
35
37
38
38
40



LISTA DE FIGURAS

Figura Titulo Pagina
1 Biorreactores. 18
2 Diagrama de cadmara Neubauer de 9mm?. 19
3 Generacion de inoculo. 20
4 Sistemas de cultivo. 22
5 Obtencién de biomasa para biodiesel. 23
6 Extraccién de lipidos por el método Goldfish. 24
7 Extraccién por el método Rdse-Gottlieb. 25
8 Extraccion de lipidos por el método de Reflujo. 25
9 Curva de crecimiento celular de Desmodesmus 27
guadricauda y Chlorella vulgaris.
10 Cultivo D. quadricauda en fotobiorreactores de 70L. 27
11 Cultivo de D. quadricauda en raceways de 300L. 27
12 Cultivo de D. quadricauda en raceways de 3000L. 28
13 Tasa y curva de crecimiento celular de D. quadricauda en 30

biorreactores de 75 L, raceway 300L y raceway 3000L.
14 Cultivo Chlorella vulgaris en fotobiorreactores de 70L. 31
15 Contaminacién por ciliados en cultivos raceways de 31
Chlorella vulgaris.
16 Cultivo Chlorella vulgaris en raceways de 300L. 32
17 Tasa y curva de crecimiento celular de C. vulgaris en 33

biorreactores de 75 L y en raceway 300L.
18 Curvas de calibracion 34

Anexo 1  Usosy productos de las microalgas 46

Especialidad en Biotecnologia - Falcon Valdés, Jocsan Axel X



LISTA DE TABLAS

Tabla Titulo Pagina

I Productos de microalgas. 3

Il Contenido lipidico de algunas microalgas que producen aceite. 5

1] Clasificacion de biocombustibles basado en su tecnologia de 7
produccion.

\Y Comparacion de algunas fuentes de biodiesel. 9

Vv Ventajas y desventajas de las lagunas abiertas y los 11
fotobiorreactores para la produccion de biomasa algal.

Vi Principales trabajos de obtencion de lipidos para biodiesel a 13
partir de microalgas.

Vi Concentraciones de Hipoclorito de Sodio y Tiosulfato de Sodio 21
necesarios para los diferentes volimenes de cultivo.

VIII Sistemas de cultivo, capacidades y voliumenes. 21

IX Densidades celulares por sistema de cultivo D. quadricauda. 28

X Tasas de crecimiento celular, Desmodesmus quadricauda. 29

Xl Densidades celulares por sistema de cultivo C. vulgaris 30

Xl Tasa de crecimiento celular, Chlorella vulgaris 32

Xl Cantidad porcentual de proteinas, carbohidratos y lipidos de 33
Chlorella vulgaris.

X1V Cantidad porcentual de proteinas, carbohidratos y lipidos de 34
Desmodesmus quadricauda.

XV Eficiencia de los métodos de extraccion de lipidos para 35
biodiesel.

Especialidad en Biotecnologia - Falcon Valdés, Jocsan Axel

Xi



nE

pL

Abs
ASB
ASP
BCG
BPG
BSG
BTG
cel/mL
Cl-a
FBR
FBRs
g/L
g-m'z-d'l
h

L

LA

Ibs
LOATs
mg/L
min
mL

nm
ODppm
pH
PPIMA
Rpm
RWc
RWg
Ton

ABREVIATURAS

Microeinstein

Microlitros

Absorbancia (nanémetros)

Albumina sérica bovina (BSA)
Programa de Especies Acuaticas (Aquatic Species Program)
Biocombustibles de cuarta generacion
Biocombustibles de primera generacion
Biocombustibles de segunda generacion
Biocombustibles de tercera generacion
Células por mililitro

Clorofila a

Fotobiorreactor

Fotobiorreactores

Gramos por litro

Gramos por metro cuadrado por dia
Hora (s)

Litro (s)

Lagunas abiertas

Libras

Lagunas de oxidacién de alta tasa
Miligramo por litro

Minuto

Mililitro

nanometros

Oxigeno disuelto en partes por millén
Potencial de Hidrogeno

Planta piloto de investigacién en microalgas
Revoluciones por minuto

Raceway chico300L

Raceway grande 3,000L

Tonelada(s)

Especialidad en Biotecnologia - Falcon Valdés, Jocsan Axel

Xii



1 INTRODUCCION
1.1.Microalgas
1.1.1. Generalidades

Las microalgas constituyen un grupo diverso de microorganismos eucarionticos
que presentan un amplio espectro de formas y tamafios (aprox. de 1um - 20um);
tienen pigmentos fotosintéticos como clorofila (a, b y c¢) y carotenos, donde llevan
a cabo fotosintesis oxigénica. Su forma de vida puede ser unicelular o colonial,
(Madigan et al., 2004). Son microorganismos que se encuentran en casi todos los
cuerpos de agua del planeta y son responsables de mas de la mitad de la
actividad fotosintética del mundo (Berg et al.,, 2002). Son consideradas como
objeto de estudio cientifico debido a su amplia distribucién, su diversidad
taxonOmica y caracteristicas bioguimicas, a su vez son de interés comercial
debido a su potencial como fuente alimenticia, aplicaciones en biorremediacion
ambiental y como materia prima de biocombustibles de tercera y cuarta
generacion (Sheehan et al., 1998; Demirbas y Demirbas; 2010).

En la actualidad se estima que hay identificadas mas de 40,000 especies de
microalgas y de estas, muy pocas especies poseen una alta versatilidad de
adecuacion; es decir, que bajo distintas condiciones de cultivo algunas especies
presentan una alta plasticidad metabdlica que permite la adaptacion de dicha
especie, a una amplia gama de condiciones ambientales, las que podrian
considerarse una gran herramienta biotecnoldgica industrial para la obtencién de
productos de valor agregado, como lo es la produccion de biocombustibles
(Sheehan et al., 1998; Demirbas y Demirbas; 2010).

1.1.2. Importancia natural

La relevancia de las microalgas en el medio natural radica principalmente en su
importancia como el primer eslabon de la cadena tréfica, siendo productores
primarios y la base del flujo energético en aguas oceanicas y continentales. La
productividad primaria de los océanos dentro de los procesos biogeoquimicos, es
un proceso de dos etapas: fotosintesis y biosintesis, que genera la fijacion o
secuestro de carbono de la atmdsfera; esta fijacion de carbono inorganico puede
ser medida con el uso de isotopos radiactivos como **C, permitiendo comprender
la funcién del fitoplancton en la bomba de carbono que reduce el CO, atmosférico
(Edding et al., 2006).

Las microalgas en aguas eutroficas forman asociaciones con otros
microorganismos constituyendo una red microbiana que regula el reciclaje de
nutrientes, integrando los nitratos, fosfatos y carbono in situ, aumentando asi la
productividad bioldgica del ecosistema y su transferencia a los niveles troficos
superiores o su sedimentacion hacia aguas mas profundas (Delgado y Marin,
2006; Montecino y Pizarro, 2006).

La capacidad de estos microorganismos de convertir la energia luminosa en
energia quimica fue un cambio evolutivo importante (Berg et al.,, 2002) y
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actualmente resultan ser uno de los grupos mas eficientes en utilizar la energia
solar en comparacion con las plantas terrestres. Por lo general, las plantas
superiores tienen una eficiencia fotosintética alrededor del 2% o menos; las
microalgas, gracias a su simplicidad estructural y metabolismo tienen una eficacia
fotosintética claramente superior que segun las condiciones ambientales y de
cultivo pueden alcanzar hasta 4-8% (Edding et al., 2006).

Asi también, las microalgas son importantes indicadores de salud de un
ecosistema, ya que responden rapidamente a los cambios (fisicos, quimicos o
bioldgicos) que se producen en el medio. De igual manera, sirven para evaluar la
cantidad de quimicos presentes en un sitio marino o acuético determinado
(insecticidas, efluentes con metales pesados, desechos radioactivos, pruebas
atomicas) y el aumento en concentracion de cierto isotopo pesado a lo largo de los
eslabones de una cadena tréfica, puede llegar a depredadores superiores (peces 'y
aves) y afectar la formacion el desarrollo ontogénico, disminuyendo tasas de
natalidad y provocando mortandad (lllana, 2008).

1.1.3. Importancia biotecnolégica

Las microalgas también son capaces de producir diversos compuestos y
productos bioquimicos originados de su metabolismo celular, llamados metabolitos
primarios y secundarios; los primarios son compuestos indispensables para sus
funciones vitales del organismo, a diferencia de los secundarios que se supone no
son indispensables para las funciones vitales. Se sabe que los precursores
especificos para la biosintesis de los metabolitos secundarios, se obtienen por
modificacién de metabolitos primarios y se ha visto que este tipo de compuestos
cumplen un rol ecolégico mediando la interaccibn de la microalga con su
ambiente, en respuesta a algin evento externo a las células microalgales que
genere estrés celular, como lo seria la competencia intra e interespecifica,
depredacion, exposicion a condiciones extremas de salinidad, temperatura,
irradiancia y deficiencia de nutrientes (Rosales-Loaiza, et al., 2008). Un ejemplo de
esto es el reportado en algas marinas por Hay y Fenical (1992), donde los
metabolitos secundarios crean condiciones necesarias para evitar ataques de
otros organismos; los resultados mostrados en este trabajo estuvieron sujetos a
las variaciones ecoldgicas del medio y a la diferente disponibilidad de los
nutrientes, lo que determina también los cambios en el epifitismo y en la aparicion
de metabolitos secundarios como defensa quimica; a esto es necesario afadir que
los organismos no disponen de un sistema inmunoldgico celular sino quimico
(Valdés-Iglesias et al., 2010).

Para el hombre estos metabolitos secundarios son de especial importancia

porque exhiben aplicaciones bioquimicas y por lo tanto comerciales, como
antioxidantes, nutracéuticos, fragancias, saborizantes, antibidticos, bio-toxinas,
alcaloides, giberelinas, bromofenoles, colorantes siendo por Ilo general
compuestos lipidicos (Suarez-Gémez, 2004; Foley y Moore, 2005).
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Por ser organismos unicelulares cultivados en medios y sistemas controlados
flexibles en su manejo, la biomasa entera de las microalgas puede ser recuperada
y aprovechada, a diferencia de las plantas superiores en las que los cultivos
requieren una superficie de produccién considerable y sus productos recuperables
se encuentran en sitios u érganos especificos (como semillas), lo que dificulta su
recoleccion y posterior extraccion. Debido a esto, la induccion fisiolégica para la
produccién de compuestos de interés comerciales como proteinas, glicerol,
pigmentos, enzimas y biopolimeros es en comparacion mas viable con microalgas
(Cohen, 1986; Romero y Suarez., 2001; Richmond, 2004; Derner et al., 2006).
Ademas estas pueden ser utilizadas para biorremediacion (Maestrini et al., 1984;
Joseph y Joseph, 2001; Pefa et al., 2004; Chisti, 2007) y como biofertilizantes
fijadores de nitrégeno (Cano et al., 1993; Prosperi et al., 1993; Olvera-Ramirez y
Garcia, 1994; Zaccaro et al., 1999).

Tabla I. Productos obtenidos a partir de cultivos de microalgas (Barbosa, 2003).

Producto Aplicaciones
- Nutracéutico
- Alimentos funcionales
Biomasa total - Biomasa - Acuacultura

- Acondicionador de suelo
- Complementos alimenticios

- Xantofilos (astaxantina)

. ) - Alimentos y complementos
Sustancias colorantes y | - Luteina y comp

Antioxidantes - B-caroteno ?lcl;rgznmtgiz 23
- VitaminaCy E
- A. Araquiddnico (AA)
- A. Eicosapentaenoico (EPA) | Nutracéutico

Acidos grasos - A. Docosahexaenoico(DHA)
- A. y-Linolénico(GCA)
- A. Linolénico. (LA)

- Superoxidodismutasa SOD

- Alimentos y complementos

. - Fosfoglicerato quinasa PGK | ~ Nutraceutico
Enzimas : o - Investigacion
- Luciferasa y luciferina .
. - - Medicina
- Enzimas de restriccién
- Polisacaridos - Complemento alimenticio
Polimeros - Almidén - Cosméticos
- Poli-B-hidroxibutirico. PHB - Medicina
- Péptidos
- Toxinas
Productos especiales -Isotopos - Investigacion
P - Aminoécidos (prolina, - Medicina
arginina, acido aspartico
- Esteroles
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1.1.4. Composicion bioquimica microalgal

El valor de una especie microalgal estd en funcibn de su composicion
bioquimica; la cual depende de factores externos que afectan su crecimiento y
metabolismo como la temperatura, iluminacion (intensidad, longitud de onda y
fotoperiodo), el pH del medio, suministro de CO,, concentracion y tipo de
nutrientes, salinidad y fase de crecimiento (Abalde et al., 1995; Ronson, 2010).

Las microalgas presentan un alto contenido en proteinas de 15-65% del peso
seco, lipidos ricos en acidos grasos insaturados, aproximadamente del 5-30% y la
fraccion restante subdividida entre los carbohidratos, que en algunas especies
pueden llegar hasta el 55% de la biomasa, también presentan vitaminas hidro- y
liposolubles y otras moléculas como carotenoides, clorofilas, enzimas, aceites
esenciales, hidrocarburos, glicerol, aminas y otros compuestos de importancia
menor (Borowitzka, 1988; Abalde et al., 1995; Sheehan et al., 1998).

1.1.5. Lipidos en microalgas

La composicién y concentracion lipidica de las microalgas pueden variar desde
menos de 1% hasta mas del 40% del peso seco. Dependiendo principalmente de
la especie y posteriormente la relacion carbono:nitrogeno (C:N), las microalgas
presentan variaciones en el perfil de lipidos celulares. En cultivos donde se ha
suprimido la fuente de nitrégeno en condiciones controladas, la baja concentracion
de nitrogeno ha logrado obtener un incremento de hasta tres veces la
concentracion normal de lipidos y en ocasiones hasta un 80% de lipidos totales en
peso seco, en conjunto con aumentos de peso y tamafo celular; otros factores
gue pueden influir son la iluminacién, ciclo luz-oscuridad, temperatura, pH, fase de
crecimiento y estado fisioldgico (Guschina y Harwood, 2006; Hinzpeter et al.,
2006; Qiang et al., 2008).

Los acidos grasos constituyen la mayor fraccion de lipidos llegando a constituir
hasta el 80% del total de lipidos en microalgas, teniendo porcentajes comunes de
entre 20 y 50%; formando ésteres de glicerol, se encuentran en los tri-glicéridos,
diglicéridos, fosfolipidos y glicolipidos. La mayoria de los acidos grasos
encontrados en los lipidos microalgales son moléculas de cadena recta con un
namero par de atomos de C (generalmente entre Ci, y Cyp) resultado de su
biosintesis desde acetato por alfa-adicion. Pueden ser saturados o insaturados
(Kyle, 1991; Brown et al., 1993; Chisti, 2007; Barraza et al., 2009) y el producto
lipidico de la extraccion de biomasa de microalgas no posee el olor y sabor
caracteristicos del aceite de pescado (Hinzpeter et al., 2006).

Cabe mencionar que los acidos grasos altamente poliinsaturados (n-3) de
cadena entre Cy4-Co4 son las moléculas ideales para la produccién de metil
ésteres o biodiesel a partir de microalgas (Aullon, 2010); aun asi se utilizan
principalmente los triacilglicéridos para la obtencion de biodiesel.
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Los &cidos grasos mas importantes son los poliinsaturados y de estos, los
esenciales para el hombre son linoleico, araquidonico, linolénico vy
eicosapentanoico. A excepcion del linoleico, los demas son raros tanto en
alimentos de origen animal como vegetal, sin embargo estan presentes en
cantidades relativamente grandes en algunas microalgas (Abalde et al., 1995).

1.1.6. Principales grupos de microalgas que producen aceite.

El Programa de Especies Acuaticas (ASP por sus siglas en ingles) del
Departamento de Energia de E.U., representa el mayor esfuerzo a la fecha en la
busqueda de algas para obtencion de biocombustibles; este programa se
desarroll6 durante 18 afios de investigacion (1978-1996), evaluando 3,000 cepas
de algas que representan una amplia diversidad de ambientes acuaticos y tipos de
aguas (Sheehan et al., 1998). Las algas fueron valoradas por su tolerancia a
condiciones extremas (salinidad, pH y temperatura) y su capacidad de producir
lipidos. En 1996 se consolidd una coleccién de las 300 cepas méas prometedoras,
la mayoria de ellas algas verdes (Chlorophyceae) y diatomeas (Bacillariophyceae)
(Qiang et al., 2008).

Tabla Il.Contenido lipidico de algunas microalgas que producen aceite (Chisti,
2007).

Contenido de aceite

Microalga (% en peso seco)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Cylindrotheca sp. 16-37
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Nitzschia sp. 45-47
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23

1.2.Biocombustibles
1.2.1. Perspectiva historica

La busqueda de fuentes energéticas alternativas al petrdleo nacié desde la crisis
petrolera de 1973. Actualmente volvemos a estar en crisis, cuyos principales
motivos han sido el agotamiento de los combustibles fésiles y su creciente
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demanda, principalmente del petréleo por ser una fuente de energia no renovable
del cual depende en gran medida la economia de casi todos los paises en
desarrollo. Las crisis periddicas de este recurso y el denominado efecto
invernadero provocado por la acumulacion de anhidrido carbonico en la atmosfera,
ha influido en los cientificos hacia la busqueda de nuevas fuentes de energia y la
necesidad de evitar el empleo de vegetales aptos para alimentacion y uso humano
de tipo basico como los cereales y oleaginosas (maiz, girasol, soya, coco, palma,
jatrofa, colza o canola, cafia); cuyo uso para la producciéon de biodiesel ha
disparado los precios de los mismos en el mercado internacional (Vieira-Costa,
2004).

El término biocombustible se refiere a combustibles sdlidos, liquidos 0 gaseosos
qgue son principalmente producidos a partir de materia prima renovable. La gran
diferencia entre biocombustibles y combustibles a base de petroleo, es la cantidad
de oxigeno contenida en sus moléculas, siendo mayor en biocombustibles. El
contenido de oxigeno en el biodiesel mejora el proceso de combustién y disminuye
su potencial de oxidacién (Demirbas y Demirbas, 2010).

Actualmente los combustibles liquidos son ampliamente utilizados en el sector
transporte, uno de los principales sectores de consumo energético a nivel mundial.
Los biocombustibles renovables liquidos recientemente han atraido considerable
atencion debido a que su produccion es renovable, son biodegradables y
presentan amplia disponibilidad, ademas de los beneficios que brindan con
respecto al desarrollo regional, creacion de trabajos de manufactura rural y su
produccion contribuye a la reduccién de gases de efecto invernadero (Demirbas y
Demirbas, 2010).

1.2.2. Clasificacion de los biocombustibles

Los biocombustibles pueden ser clasificados en base a su tecnologia de
produccion como, biocombustibles de primera generacion (BPG), de segunda
generacion (BSG), de tercera generacion (BTG) y de cuarta (BCG) (ver Tabla V).
Los biocombustibles de primera generacion refieren a combustibles obtenidos a
partir de azlcar, almiddn, aceites vegetales o grasas animales usando tecnologia
convencional. La materia prima béasica para la produccién de BPG es a menudo
semillas o granos tales como avena, que produce almidon el cual es fermentado a
etanol, o semillas oleaginosas como las de girasol, las cuales son exprimidas en
prensas para obtener aceite vegetal que puede ser usado para biodiesel
(Demirbas y Demirbas, 2010).

Una alternativa para reducir los impactos de la huella ecolégica en la
produccion de bioenergéticos parecen ser los biocombustibles de tercera
generacion; que contribuyen en la reduccién del uso de la tierra cultivable que
pueda ser usada para consumo humano y que el potencial de rendimiento de
energia por hectarea sea mucho mayor a los bioenergéticos de 12 y 22 generacion
en esta categoria se encuentran las microalgas siendo la principal fuente de
biomasa para la produccién de bioenergéticos de 32 generacion.
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Tabla 1ll. Clasificacion de biocombustibles basado en su tecnologia de
produccion (Li et al., 2008; Demirbas y Demirbas; 2010).

Generacion Materia prima Ejemplos
Pri Azucar, almidén, aceites vegetales, grasas Bio-alcoholes, aceite vegetal, biodiesel,
rimera : ) .
animales bio-syngas, bio-gas.
No cultivos de consumo humano, paja de trigo, Bio-alcoholes, bio-aceite, bio-DMF, bio-
Segunda maiz, madera, residuos solidos, cultivos hidrégeno, bio-fischer-tropsch diesel*,
energéticos madera diesel.
Tercera Algas Aceite vegetal, biodiesel.
Cuarta Aceites vegetales, biodiesel Bio-gasolina.

*fischer-tropsch. Proceso quimico para la produccion de hidrocarburos liquidos (gasolina, keroseno, gasoil y lubricantes)
a partir de gas de sintesis (CO y Hz). Inventado por los alemanes Franz Fischer y Hans Tropsch en 1920.

Por otro lado, hay una 42 generacion emergente que estd basada en la
conversion de aceites vegetales y biodiesel a bio-gasolina usando una tecnologia
mas avanzada. Hoy en dia existen algunas barreras para el desarrollo de la
produccién de biocombustibles, como lo son la falta de tecnologia, economia,
fuentes de materia prima y principalmente politicas donde se establezcan
reglamentos de almacenamiento, seguridad, produccién, materia prima, entre
otros. Los costos de produccidbn aun son inciertos y varia de acuerdo a la
disponibilidad de la materia prima (Demirbas y Demirbas, 2010).

1.2.3. Biodiesel

El biodiesel es un biocombustible que se presenta en estado liquido y es una
mezcla de alquil ésteres de cadena larga de acidos grasos derivados de la trans-
esterificacién de aceites vegetales o grasas animales con alcoholes (e.g. metanol
o etanol) que puede ser utilizada como combustible y se obtiene a partir de
recursos renovables (Chisti, 2007); es un excelente sustituto del petrodiesel ya
que su uso no requiere ninguna modificacion en los motores, teniendo una
productividad energética equivalente.

En 1911, Rudolph Diesel utiliz6 aceite de cacahuate (el cual contiene
principalmente triacilglicéridos) para demostrar el funcionamiento de su motor
diesel; pero la rapida introduccion del petréleo a muy bajo precio motivo el
remplazo y desincentivo la inversion en el desarrollo de la industria del biodiesel
(Garibay, 2008)

El biodiesel tiene caracteristicas similares al combustible fosil y puede emplearse
en la sustitucion total o parcial de este. La utilizacion del biodiesel puede ofrecer
gran numero de ventajas; como una menor contribucion al calentamiento global de
la atmosfera, ya que el CO, de la combustion del éster no contribuye a aumentar
la concentracién del mismo en la atmdosfera, porque el carbono liberado como CO;
por los motores corresponde en teoria al que es capturado de la atmosfera en la
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fase de cultivos por el proceso de fotosintesis, asi que por cada 100ton de
microalgas producidas, se consumen 183ton de CO; (Chisti, 2007). Ademas no
posee azufre, que es una de las particulas mas contaminantes del resto de los
combustibles, siendo asi mas amigable con el ambiente, con emisiones mas
biodegradables (Barraza et al., 2009).

1.2.4. Microalgas como bioenergético

Los primeros estudios de microalgas como potencial remplazo de la fuente de
combustibles fosiles, se dieron en la década de los 70°s debido a la crisis petrolera
de estos afios. Los costos excesivos de produccidon y otras limitaciones,
desalentaron el desarrollo comercial de la produccion de combustible a base de
algas. En los ultimos 20 afios la evolucion de la investigacion con microalgas ha
permitido desarrollar trabajos en campos como la acuicultura, quimica, alimentos,
fisiologia y metabolismo celular, farmacéutica, procesos industriales como el
tratamiento de agua residual, entre otros, por lo que actualmente se considera
como una opcién viable el uso de cultivos de microalgas como fuente de
biocombustibles, principalmente debido al aumento en el precio del petréleo y por
la huella ecoldgica que tiene el producir y consumir combustibles de origen fosil (Li
et al. 2008).

La produccién de biodiesel a partir de microalgas, presenta ventajas adicionales,
ya que en contraste con cultivos terrestres, las microalgas presentan una mayor
eficiencia fotosintética y por su crecimiento en medio acuoso, son mas eficaces en
la asimilacion nutrientes y CO,, beneficio adicional de que su producciéon puede
ser acoplada al reciclaje del carbono atmosférico que es liberado a causa de la
combustion de combustibles fésiles. Asi mismo, la produccién de biodiesel
microalgal no requiere de regiones fértiles, lo que favorece el uso de suelos no
productivos como zonas aridas y semiaridas, en comparacion con la dependencia
geografica y estacional a las regiones de cultivo de plantas oleaginosas (Abalde et
al., 1995; De et al., 1999, Li et al., 2008; Rosenberg et al., 2008; Greenwell et al.,
2009).

En lo referente a requerimientos de agua, los cultivos microalgales necesitan de
cantidades menores respecto a los cultivos tradicionales, ademas de que las
microalgas presentan una alta plasticidad metabdlica ante el tipo y la calidad del
agua. Igualmente, los cultivos de microalgas presentan la ventaja de que su
contenido oleaginoso y su perfil de composicion lipidico puede ser controlado en
funcién de las condiciones de cultivo, principalmente mediante la limitacion de
nutrientes (Abalde et al., 1995; De et al., 1999, Li et al., 2008; Rosenberg et al.,
2008; Greenwell, 2009).

Las microalgas contienen tres tipos de componentes principales: carbohidratos,
proteinas y aceites vegetales y se ha demostrado que esta biomasa puede
proporcionar diversos productos ricos en energia como el metano producido por la
digestion anaerdbica de la biomasa; el biodiesel derivado de aceite microalgal e
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hidrogeno producido fotobiolégicamente (Benemann et al., 1977, Cohen, 1986;
Melis, 2002; Chisti, 2007).

Respecto al biodiesel, actualmente existen diferentes materias primas como
fuentes de este, incluyendo al aceite de canola, grasa animal, aceite de palma, de
maiz, aceite de cocina y aceite de jatrofa principalmente; en comparacion, el
contenido de aceite que producen las microalgas es de 10 a 20 veces mayor por
cantidad de biomasa, que el derivado del aceite de palma (cultivo terrestre con
mayor produccion de aceite por biomasa) y de 200 a 400 veces mayor que el
derivado del aceite de soya (Chisti, 2007; Demirbas y Demirbas, 2010).

Tabla IV. Comparacion de algunas fuentes de biodiesel
(Chisti, 2007; Demirbas y Demirbas, 2010).

Cultivo Rendimiento
(L/ha)
Maiz 172
Soya 446
Canola 1,190
Jatrofa 1,892
Coco 2,689
Palma de aceite 5,950
Microalga? 136,900
Microalgab 58,700

gproduccién con un 70% de aceite vegetal en biomasa (peso seco).
bproduccién con un 30% de aceite vegetal en biomasa (peso seco).

1.2.5. Sistemas de producciéon microalgal

Las microalgas pueden ser producidas con gran variedad de métodos, desde los
controlados por protocolos de laboratorio hasta métodos menos predecibles en
tanques al aire libre. Los cultivos en interiores permiten controlar la iluminacion,
temperatura, nutrientes, contaminacion por depredadores y microalgas
competitivas, mientras que los sistemas de cultivo al exterior, aunque mas baratos,
hacen que sea mas dificil el crecimiento de cultivos de microalgas especificas
durante periodos prolongados. De los diferentes tipos de cultivos de microalgas
utilizados en todo el mundo, el mas adoptado es por lotes o también denominado
tipo batch (Demirbas y Demirbas, 2010).

La produccion de microalgas oleaginosas con el objeto de obtener biodiesel se
puede realizar tanto en reactores cerrados, generalmente llamados
fotobiorreactores (FBRsS) o0 en reactores abiertos, conocidos como raceways O
Lagunas Abiertas (RW, LA) que tienen el mismo disefio que las Lagunas de
Oxidacion de Alta Tasa (LOATS). Las LOATs y las LA son de forma elipsoidal con
una separacion central que permite formar canales poco profundos en forma de

Especialidad en Biotecnologia - Falcon Valdés, Jocsan Axel 9



circuito cerrado; y se mantienen en agitacion mediante paletas giratorias, en
ocasiones cuentan con mecanismos para suministrar CO, Yy nutrientes
(Grobbelaar, 2009).

Los primeros FBRs fueron propuestos por Pirt et al., (1983) y Torzillo et al.,
(1986); permitiendo establecer cultivos de alta densidad celular de tres o mas
veces en comparacion con los sistemas convencionales de carrusel.

La produccion comercial de biodiesel requiere enormes cantidades de biomasa a
través de cultivos en masa de microalgas. Las microalgas pueden ser cultivadas a
gran escala en sistemas cerrados o en lagunas abiertas y cada sistema de
produccion presenta ventajas y limitaciones a lo largo del proceso de produccién.

1.2.6. Ventajas y desventajas

1.2.6.1. Sistemas Abiertos — Raceway

La infraestructura de las lagunas abiertas o raceways es de bajo costo de
construccion, operacion y produccion de biomasa; como lo es al utilizar la luz solar
y el CO, disponible en la atmoésfera. Sin embargo, presentan desventajas: la
calidad y cantidad de luz solar natural es afectada de manera diaria y estacional;
requieren de grandes areas de terreno, sufren importantes pérdidas de CO, por
difusidén a la atmosfera y de agua por evaporacion; esta tasa de evaporacion esta
en funcion de la profundidad del cultivo en los raceways, que por lo general es de
0.2 a 0.3 metros, usados para proveer la suficiente cantidad de luz para la mayoria
de las células; radiacion, temperatura, velocidad del viento sobre la superficie del
estanque y de la velocidad en que el cultivo esta circulando en el raceway. Para
raceways de 1000 m? Sazdanoff (2006) registra pérdidas por evaporacién de 5.7 a
6.2 mm o m® por dia (Chisti, 2007).

El sistema de mezcla del agua en raceway es deficiente; lo que origina una baja
mezcla de nutrientes, la cual a su vez origina una baja productividad. Esta Ultima
también resulta afectada por contaminacion con otras algas y/o por organismos
gue se alimentan de microalgas, llevando a una costosa recuperacion de la
microalga blanco en medios diluidos y competitivos (Gong y Jiang, 2011). Y
debido a las areas que los raceways requieren y la profundidad de los mismos, es
dificil el control de la temperatura y el pH (Grobbelaar et al., 1996; Ma, 2009;
Grobbelaar 2009, 2011; Gong y Jiang, 2011).

Estas desventajas de las lagunas abiertas estimularon el desarrollo de diversos
tipos de fotobiorreactores, los cuales son sistemas cerrados que permiten un
control mas preciso de las condiciones de cultivo (Chisti, 2007; Loera-Quezada y
Olguin, 2010), el cultivo de una sola especie por tiempos prolongados, la
obtencion de una alta productividad de biomasa y se puede evitar la
contaminacion (Molina-Grima et al., 2004; Ugwu et al., 2008).
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Tabla V. Ventajas y desventajas de las lagunas abiertas y los fotobiorreactores para
produccién de biomasa algal (Ma, 2009; Grobbelaar, 2009, 2011).

Parametro Sistema abierto Sisten]a cerrado
(Raceway) (Fotobiorreactor)

Aprovechamiento de luz Deficiente Alto
Riesgo de contaminacion Alto Bajo
Uso de Agua Alto Bajo
Pérdida de agua Alto Bajo
Pérdida de CO; Alto Casi ninguno
Variacion de la temperatura Baja Media
Dependencia del clima Alta Menor si esta protegido
Mezclado del medio de cultivo Bajo Alto
Dafio celular Bajo Alto
Reproducibilidad de Variable pero consistente en | Posible dentro de ciertas
produccidn el tiempo tolerancias
Proceso de control Complicado Poco complicado
Estandarizacién Dificil Posible
Mantenimiento Facil Dificil
Costos de construccion Bajos Altos
Productividad Bajos Altos
Eggtr)elzecr;ﬁt(;%iento Bajos Altos
Alt'as congentraciones de Bajo Alto
oxigeno disuelto

1.2.6.2. Sistema cerrado - Fotobiorreactor

A la fecha han recibido mucha atencién debido a su alta productividad en
biomasa y féacil control de las condiciones de cultivo; se han desarrollado y
evaluado varios tipos de disefio de fotobiorreactores para diferentes propdsitos
(Flat-plate o planos, tubulares y de columna principalmente) (Borowitzka, 1999;
Gong y Jiang, 2011).

La mayoria de los FBRs en condiciones ambientales exteriores se caracterizan
por tener grandes areas de iluminacién, desde este punto de vista los modelos
planos y tubulares horizontales e inclinados son los mejores, excepto por la
dificultad de escalamiento, mientras que los de columna y el tipo tanque son de
facil escalamiento, pero tienen areas de iluminacidon menores respecto al resto de
los FBRs (Ugwu et al., 2008). Por otro lado, es importante mencionar que existen
numerosos reportes en la literatura sobre el uso de FBRs para la produccion de
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microalgas, siendo la mayoria experiencias a nivel laboratorio y muy pocas a nivel
de planta piloto (Rodolfi et al., 2009). Las revisiones sobre este tema son diversas,
Chisti (2007) recomienda el uso de FBRs, sin embargo otros expertos que han
tenido afos de experiencias de cultivo de microalgas a escala comercial defienden
ampliamente el uso de las lagunas abiertas o raceways (Sheehan et al., 1998;
Ben-Amotz, 2009). El debate se centra fundamentalmente en dos aspectos: los
FBRs son mucho mas productivos que las LA y permiten controlar mejor las
posibles contaminaciones y sin embargo, son mucho mas costosos, lo que
incrementa el costo de la produccién de biomasa.

1.2.7. Recuperacion de biomasa - Cosecha

Para la recuperaciéon de la biomasa algal del cultivo se han planteado diferentes
métodos: centrifugacion, floculacion, sedimentacion, filtracion, microfiltracion vy
ultrafiltracion (Molina-Grima et al., 2004; Chisti, 2007). También se han cosechado
microalgas utilizando ondas ultrasonicas y floculacion electrolitica utilizando
electrodos en el medio de cultivo; métodos que no son muy costosos a nivel
industrial (Uduman et al, 2010).

La tecnologia elegida depende de la especie con la cual se esta trabajando y si
se tiene una bio-refineria microalgal en teoria podria simultaneamente producir
biodiesel, forraje, fertilizantes, biogas y energia eléctrica (Wijffels y Barbosa, 2010;
Wijffels et al., 2010). Asi como la extracciobn de otros productos de alto valor
relacionados con la industria farmacéutica, cosmética y alimenticia (Sanchez-
Mirén et al., 2003).

1.3.Antecedentes
Son numerosos los trabajos que actualmente se realizan para la obtencién de

biocombustibles a partir de microalgas; los mas relevantes se presentan en la
siguiente Tabla (Ver Tabla VI).
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Tabla VI. Principales trabajos de obtencion de lipidos para biodiesel a partir de microalgas.

MICROALGAS i CONDICIONES Y SISTEMA  LIPIDOS PARA BIODIESEL
UTILIZADAS ARTICULO DE CULTIVO OBTENIDO OBSERVACIONES
Nannochoropsis | | B 20.65g / 31.4%
oculata Medio de Cultivo. Johnsons
. . modificado para microalgas Condiciones controladas de T°, Luz, pH, Aireacién y
Dunalliela tertiolecta marinas B 20.75g/34% medios de cultivo Volumen de cultivos A.30L, B.20L,
C.7L,
Chlorella vulgarisP : Medio Bold Basal para A 21.20g9/19.5% Cosecha por filtracion
Chin et al., 2011. ) " )
microalgas dulceacuicolas Secado en Incubadora, Pulverizado en mortero
Selenastrum B 17.85q/11.2% Extraccion aceite: Hexano 200mL / Soxhlet 80°C * 2hr /
i D . .00g Vv
capricornutum Cultivos en Garrafones / Rotovapor
Chlamydomonas fotobiorreactor ,
reinhardtii 0 C 532/94%
Concentraciones normales y Condiciones Normales
limitantes de Nitr6geno 17 5% Raceway. 10m de ancho, 100m largo, 30cm profundidad
Chlorella vulgarisP Lardon et al., 2009 e 20 and 30 g'm-2 -dia-1
. . Condiciones estrés <|N]
Cultivo en estanques tipo o Forma. Ovalada
38.5%
Raceways
15d 1.1x107 cel/mL, biomasa
Efecto de la concentracion 0.55mg/mL 26.71% lipidos
de Ny COy; totales, 9.75mg/L/dia Extraccion. Secado, liofilizado, pulverizado, cloroformo-
Chlorella vulgaris® Widjaja, 2009. Medio de cultivo propio productividad lipidos metanol (2:1), mezclado y centrifugado, filtrado y roto-
parecido al F/2 20d 1.3x107 cel/mL, biomasa evaporador
cultivo en Garrafones 0.86mg/mL, 29.53% lipidos

totales, 12.77mg/L/dia

M. Especie marina;
D- Especie dulceacuicola
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Chlorella vulgaris®
Spirulina maxima M

Nannochloropsis sp.M

Neochloris
oleabundansP
Scenedesmus

obliquusP

Dunalliela tertiolectaV

Gouveia y Oliveira, 2009

Biorreactores / Bolsas de
Polietileno 150uE/m/s en
laboratorio

Raceway agitado con
paletas

Medio de cultivo deficiente
de Nitrégeno

1.5g/L, 0.18 g/L/dia, 5.1%
20g/L, 0.21 g/L/dia, 4.1%
1.6 g/L, 0.09 g/L/dia, 28.7%

15glL, 0.09 g/Lidia, 29.0%
0.9 g/L, 0.09 g/Lidia, 17.7%
26 glL, 0.12 glL/dia, 16.7%

Nannochloropsis sp. y N. oleabundans a menor cantidad
de N aumenta 50% la cantidad de aceite;
Méaxima concentracion de biomasa N. oleabundansy S.
obliquus, 2g/L; Dunaliella sp. 3g/L.
Evaluacién de Crecimiento. DO 540nm - Peso seco
Whatman GF/C 45um.

Extraccion. Sonicado por 20 min y pre-tratado con
propanol, método Soxhlet con n-hexano; S. obliquus El
mejor perfil de acidos grasos (Linoleico/A.G.
poliinsaturados)

Scenedesmus
obliquusP

Neochloris
oleoabundansP

Da Silva et al., 2008.

Sistemas semicontinuos en
medio Bristol
Fotobiorreactores planos de
50L a 25°C, 150uE/m/s 14:0
(luz:oscuridad) por 103 dias
Raceways de gran escala
2.5m215¢cm de profundidady
25cm/s, por 59 dias

Contenido max. lipidos N.
oleoabundans 16.5% (w/w) a
los 74 dias, con 54.6% w/w en

AG insaturados del total de
lipidos
S. obliquus present6 12.8%
(w/w) a 71 dias con 64.7%
w/w en AG insaturados

Evaluacion del crecimiento cada dos dias y se evalud la
densidad dptica a 540nm por duplicado.

Lipidos evaluados con Rojo de Nilo (50uL/5mM) y
acetona (0.1 mg/mL) a 1mL de suspension celular (105 -
106 cel/mL) incubando 10min a 37°C en oscuridad
leidos por clitometro de flujo FANscan a 488nm con
laser de argdn.

Chlorella
protothecoidesP

Demirbas, 2009.

Muestreadas del Lago
Suero en Trabzon
(Turquia)
100m altitud

29.4%1.5 % lipidos totales;
Ac.G. Saturados 10.8+0.6%,
Monosaturados 24.1+1.2%,
Poliinsaturados 62.8+2.5%,
Libres 2.6+£0.2%

Extraccion. Con Hexano en Soxhlet durante 18h.

Transesterificacién. Con metanol super-critico con métodos

Kusdiana y Saka 2001, Dermirbas, 2002.

Datos de % de compuestos lipidicos en base al peso seco.

M. Especie marina;
D- Especie dulceacuicola
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Scenedesmus
obliquusP

Cryptomonas erosa

Cyclotella Wiltshire et al,, 2000.
meneghiniana
Microcystis aeruginosa

Staurastrum
paradoxum

Quimiostato con medio WC
a20°C y 300umol/m/s de luz

AG. 50ug/mg peso seco

AG. 35-45ug/mg peso seco

AG. 45-47ug/mg peso seco

AG. 45-47ug/mg peso seco

AG. 38-50ug/mg peso seco

Extraccion de &cidos grasos y pigmentos.ala biomasa
liofilizada se le agrega 1mL acetona pellets (0.5mg,
3mL), 4mL de 2:1 diclorometano/metanol y 0.2g de

cuarzo de 10-30um y subsecuente extraccion en bafio

ultrasénico (35kHz;80W) por 90min a -4°C usando agua

de mar, centrifugado y recuperado el solvente; método
con doble extraccién mismos pasos y 5 réplicas.

Dimetilformamida (DMF) solvente mas eficiente (toxico)

Monodus subterraneus

Chlorella minutissima

Phaeodactylum
tricornutum

Vazhappilly y Chen, 1998

Crypthecodinium
cohnii

Amphidinium carterae

Cepas provenientes de las
colecciones. UTEX, ATCC y
CSIRO todos los cultivos
inoculados con 5% del
volumen total con indculos
en fase exponencial,
crecidas en matraces de
250mL ¢/150mL de medio,
en batch a 25°C c/agitacién
intermitente a 60uE/m2s

PR de EPA
34.2%, 96.3mg/L

PR de EPA
31.3%, 36.7mg/L

PR de EPA
21.4%, 43.4mg/L

PR de DHA
19.9%, 19.5mg/L

PR de DHA
17.0%, 8.6mg/L

MC. Proteosa; tiempo 10 dias,
biomasa 2566mg/L

MC. Agua de mar artificial;
tiempo 10 dias, biomasa
995mg/L

MC. LDM; tiempo 10 dias,
biomasa 1934mg/L

MC. exclusivo para
Porphyridium; tiempo 10 dias,
biomasa 1510mg/L

MC. Erd-Schreiber; tiempo. 23
dias, biomasa 499mg/L

La extraccion y purificacion
de lipidos se realizd
mediante procedimiento
modificado de Bligh and
Dyer. Se homogeniza la
biomasa con mezcla
Cloroformo/metanol /agua
(1:2:1.8) y se agita y
recupera fase lipidica; se
repite 2 veces la extraccion.
Se lava con cloruro de
potasio seguido por una
solucién metanol/solucion
salina (1/1, v/v) se evapora
cloroformo con N2; los
lipidos se transesterifican
para leerse por

Thraustochytrium PR de DHA MC. By; tiempo 20 dias; cromatografia de gases.
aureum 16.1% biomasa 101mg/L
AG. Acidos Grasos
PR. Porcion y Rendimiento en % del total de A.G.

MC. Medio de cultivo
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Scenedesmus

obliguus? Mandal y Mallick, 2009

Cultivos heterétrofos

Pre-crecimiento en glucosa
1.5% enriquecido con medio

N11.
En 150mL matraz
erlenmeyer con 50mL de

medio N11 a pH6.8 25+2°C

14:10 luz:obscuridad

La adicién de 0.6 g/L de

Tiosulfato de Sodio, el

contenido de lipidos se elevo a

30.4%.

Curva de crecimiento 21 dias
Extraccion. Bligh y Dyer (1959) 2mL Me OH 1mL CHCls;

guardar a 25°C por 24 h; vortex 2 min y adicionar 1mL
de CHClIs; centrifugar, filtrar whatman #1, bafio maria

30min para evaporacion de los solventes.

Ankistrodesmus
falcatus

Chlorella vulgaris

Neochloris
oleoabundans

Scenedesmus sp.

Cylindrotheca

R Griffiths etal., 2011.
fusiformis

Isochrysis sp.
Nannochloropsis sp.

Paviova sp.

Phaeodactylum
tricornutum

Tetraselmis suecica

Spirulina platensis

Medio de cultivo 3N BBM

Medio de cultivo 3N BBM

Medio de cultivo 3N BBM

Medio de cultivo 3N BBM

Medio de cultivo de Walne

Medio de cultivo de Walne

Medio de cultivo de F/2

Medio de cultivo de Walne

Medio de cultivo de Walne

Medio de cultivo de F/2

Medio de cultivo de Zarrouk

Produccion maxima por dia

de biomasa, lipidos y

productividad obtenidos*,

0.25g/L-dia, 400mg/L-dia,
55mg/L-dia
0.27g/L-dia, 600mg/L-dia,
67mg/L-dia
0.29g/L-dia, 420mg/L-dia,
50mg/L-dia
0.30g/L-dia, 650mg/L-dia,
105mg/L-dia
0.35g/L-dia, 360mg/L-dia,
52mg/L-dia
1.23g/L-dia, 230mg/L-dia,
41mg/L-dia
0.24g/L-dia, 460mg/L-dia,
61mg/L-dia
0.17g/L-dia, 110mg/L-dia,
10mg/L-dia
0.34g/L-dia, 400mg/L-dia,
45mg/L-dia
0.49g/L-dia, 250mg/L-dia,
47mg/L-dia

0.28g/L-dia, 20mg/L-dia, 5Smg/L-

dia

Cultivos. Batch, iniciando en matraces con 500mL de
cultivo por 7-10 dias;

En fotobiorreactor de vidrio 60cm de alto, diametro de 10
cm grosor tubo 5¢m, volumen de cultivo 3.2L. Aire
enriquecido con 0.29% de COz2 rociado a 2L/min, con luz
250 pmol-photons/m/s. temperatura 25+1°C,
Medicion de biomasa. Diario por Densidad dptica 750nm
*en condiciones limitadas de nitrogeno.
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2. JUSTIFICACION

Recientemente, ante la creciente demanda energética se piensa en los cultivos
de microalgas como una de las mejores alternativas para la produccion de
biomasa como fuente de biocombustibles modernos, ya que los sistemas de
cultivo ocupan poco espacio, su biomasa aumenta en cuestion de horas y se
adecuan al secuestro de CO,, uno de los principales contaminantes ambientales
en la actualidad. Sin embargo no todas las microalgas son susceptibles de
explotacion para este fin, ya que en algunos casos, aunque producen una gran
cantidad de biomasa, no es rica en lipidos y debe destinarse a otros fines. Para
esto es necesario realizar pruebas a escala piloto, para determinar cuales
microalgas son susceptibles de explotacién, bajo qué sistemas de alimentacion y
en qué condiciones para la produccién de biocombustibles

En este trabajo se busc6 abordar y exponer el rendimiento de produccion de
biomasa algal en dos sistemas de cultivo diferentes (fotobiorreactores tipo
columna de 16 y 75 litros y estanques tipo raceways de 300 y 3000 litros),
evaluando para ello las tasas de crecimiento celular, biomasa y produccion de
lipidos totales susceptible a la transesterificacion para la obtencién de biodiesel,
utiizando las microalgas dulceacuicolas Desmodesmus quadricauda vy
Chlorellavulgaris.

3 OBJETIVO

Determinar el sistema mas efectivo de produccién de biomasa en dos microalgas
Chlorophytas, Desmodesmus quadricauda y Chlorella vulgaris para la produccién
de lipidos susceptibles a transformarse en biodiesel.

3.1.0bjetivos especificos

Mantener y escalar los cultivos microalgales de Desmodesmus
guadricauda y Chlorella vulgaris en 3 niveles de produccion;
fotobiorreactores 75 L, raceways de 300 y de 3,000 Litros.

Analizar el comportamiento de los sistemas de cultivo de microalgas,
comparando fotobiorreactores y raceways mediante cinéticas de
crecimiento y produccién de lipidos totales.

4 METODOLOGIA

El presente trabajo se realiz6 en dos etapas; 1) cultivo de microalgas en
fotobiorreactores y lagunas abiertas y 2) analisis de muestras de biomasa
microalgal obtenida de los cultivos.

La primera etapa se llevo a cabo en la Planta piloto de Investigacion en
Microalgas (PPIMA) de la Universidad Iberoamericana de Puebla, en instalaciones
de invernadero, alli se realizaron los cultivos en fotobiorreactores en columna y en
estanques tipo raceway.
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La segunda etapa que corresponde a los analisis de las muestras, se realizaron
en el laboratorio de Ficologia Aplicada de la UAM-Iztapalapa, donde se obtuvieron
las cepas que utilizamos en la presente investigacion y se cuenta con la
infraestructura necesaria para los andlisis.

4.1.Cultivo batch de las microalgas Desmodesmus quadricauda vy
Chlorella vulgaris

4.1.1. Microalgas

Se establecieron los cultivos masivos, utilizando las cepas nativas de especies
de microalgas dulceacuicolas Desmodesmus quadricauda y Chlorella vulgaris; las
cuales se obtuvieron de la coleccion de cepas del laboratorio de Ficologia
Aplicada de la UAM-I.

4.1.2. Medios y condiciones de cultivo

Los cultivos se iniciaron en el Laboratorio de biomasa y microalgas de la
Universidad Iberoamericana de Puebla, en condiciones controladas de laboratorio
en matraces erlenmeyer de 250mL con un volumen de cultivo de 150mL y 150pL
de fertilizante foliar Bayfoland en una relaciéon de 1mL por cada litro de agua.
Posteriormente se escalaron a volimenes de 3L y consecutivamente a sistemas
de 15L; hasta este punto los cultivos se mantuvieron con un fotoperiodo 12:12
luz:oscuridad, a temperatura promedio 22-23°C con una intensidad luminica
equivalente al 10% de la existente en la superficie del agua a pleno sol (160 yE m-
2s-2) proporcionada por tubos fluorescentes de neén de 40W.

Posteriormente los cultivos se trasladaron al invernadero de la planta piloto de
microalgas de la Universidad Iberoamericana Puebla, donde se mantuvieron en
condiciones naturales no controladas y se escalaron a fotobiorreactores (FBR) de
75L y a estanques tipo raceway de 300 y 3,000L (fig. 1); las temperaturas llegaron
a variar de 14° hasta 37.9°C en los cultivos. Las horas luz en los dias de cultivo
fue de aproximadamente 13 horas.

Figura 1. Biorreactores. A) Fotobiorreactor en columna, B) Raceways o laguna abierta.
Disefio realizado en Google SketchUp.
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4.1.3. Monitoreo de crecimiento.
4.1.3.1. Conteo celular.

Para la obtencion de las curvas de crecimiento se tomaron muestras
homogéneas diarias de 1mL y por triplicado; se fijaron con acetato de lugol al 10%
y se midié la concentracion celular (cels/mL) con una cdmara de Neubauer al
microscopio. El conteo celular se realiz6 en un microscopio Boeco modelo BM-180
SP; con los objetivos 10 y 40X.

El registro del conteo se realiz6 contando las células que quedan dentro de
cada una de las cuadriculas marcadas como A, B, C, y D y se realiz6 un promedio
de los cuadrantes (Figura 2) (Abalde, 1995; Arredondo-Vega y Votolina, 2007).

Se calculd la concentracion celular por mililitro (cel/mL) utilizando la siguiente
formula (Arredondo-Vega y Votolina, 2007).

C =N * 10" * Dil
En donde:
C =cel/mL
N = promedio de las células presentes en Imm? (0.1 L)
Dil= factor de dilucién

3 fmm —
Figura 2. Diagrama de camara Neubauer de 9mm?.

Los datos de concentracion celular de cada recuento se graficaron para obtener
una curva del crecimiento celular en dias, graficando en el eje de las abscisas (X)
el tiempo en dias y en las ordenadas (y) los valores de la concentracién celular.
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4.1.3.2. Medicién de Parametros

Utilizando una sonda multi-paramétrica HANNA (modelo HI 9828) se registraron
tres parametros fisico-quimicos; temperatura, pH y oxigeno disuelto (OD ppm).

Los resultados de las mediciones se graficaron con respecto al tiempo (en dias
de cultivo) y a las unidades del parametro de medicion (°C, pH y ppm).

4.1.4. Escalamiento

Una vez obtenida una concentracion de aproximadamente 20,000 células/mL
en fase exponencial, se escal6 por triplicado a bidones de cultivo en 3.5L, de ahi
se resembro en bidones de 15 L para generar el inoculo de los fotobiorreactores y
raceways (fig. 3)

Se escalaron en tres niveles de produccion (fotobiorreactores de 75 Litros,
raceways de 300 y 3,000 Litros)

Figura 3. Generacion de inéculo. El primer inéculo se genera en matraces, después de ahi se lleva a
bidones de vidrio y de ahi a Garrafones. A. Matraz (150mL), B. Bidon (3L), C. Garrafon (15L).

4.1.4.1. Preparacion de sistemas de cultivo.

Para llevar a cabo los cultivos, todo el material de cristaleria a utilizar se esterilizd
en autoclave a 121 °C y 15 Ibs de presion por 15 min.

En el caso de los garrafones de se lavaron con acido muriatico, para quitar todas
las impurezas y remanentes del vidrio, se enjuagaron, secaron y se volvieron a
lavar con cloro.

Las piedras de aireacién, mangueras, tubos de PVC, soportes (Tabla VI), se
lavaron y trataron quimicamente dejandolas sumergidas por 12h en cloro
comercial marca Cloralex diluido al 10% (hipoclorito de sodio al 5% v/v en agua), y
se utilizé tiosulfato de sodio el cual reacciona con el Hipoclorito liberando el Cloro
en forma gaseosa y formando sales.
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Una vez instalados los sistemas de cultivo (Tabla VII), se procedioé a llenarlos
con agua de pozo y se procedié a esterilizar quimicamente con cloro comercial
(cloralex) adicionandole 3mL por cada litro de agua, se agitd (aireacion) y dejo
actuar el cloro por 24 h. Posteriormente se adiciono tiosulfato de sodio, utilizando
2.85¢gr por cada 18 Litros y se dejo con aireacion al menos por 1 hora, para
favorecer la eliminacion del cloro (Tabla V).

Tabla VII. Concentraciones de Hipoclorito de Sodio y Tiosulfato de Sodio
necesarios para los diferentes volimenes de cultivo.

Volumen (L) Hipoclorito de Tiosulfato de
Sodio (mL) Sodio (gr)
Regla 3ml/L 2.85gr/18L
135 40.5 2.1
63 189 10.0
270 810 42.8
2,700 8,100 427.5

Tabla VIII. Sistemas de cultivo, capacidades y volimenes

Sistema Capacidad Volumen de Fertilizante
Litros cultivo (L) Foliar (mL)

Matraz 0.250 0.150 150ul
Bidon 4 3 3
Garrafon 19 12 12
Fotobiorreactor 80 75 70
Raceway chico 300 200 200
Raceway grande 3,000 2000 2000

4.2.Siembra

Antes de resembrar los sistemas y ya tratada quimicamente el agua, se le
agrego el fertilizante foliar con una relacion de 1mL/L (Tabla VII)

Se inoculé cada sistema de fotobiorreactores y raceways con un inéculo que
corresponde al 10% del volumen final y los cultivos que se utilizaron como inéculo
estaban siempre en fase de crecimiento exponencial.

Una vez resembrados se llevd un control de crecimiento por conteo celular,
registrando también los principales parametros fisico-quimicos.
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Figura 4. Sistemas de cultivo. A. Fotobiorreactores de 75L; B. Raceways chicos de 300L y C. Raceways
grandes de 3,000L.

4.3.Cosecha

La toma de muestra y cosecha de la biomasa se realiz6 en dos tiempos, a la
mitad de la fase de crecimiento exponencial del cultivo y al inicio de la fase
estacionaria del crecimiento.

La obtencion de la biomasa se llevd a cabo mediante centrifugacion con una
centrifuga de flujo continuo. Se separaron y centrifugaron 10L de cultivo. Las
muestras cosechadas se guardaron en tubos tipo falcon de 50mL, a -20°C para
posteriormente ser liofilizadas y analizadas en su composicion proximal.

4.4.Andlisis de composiciéon bioquimica.

De la biomasa congelada y liofilizada se pes6é 5mg de muestra para cada
determinacion proximal de proteinas, carbohidratos y lipidos.

Las proteinas se determinaron segun el método de Lowry et al. (1951); previo a
la determinacién, se obtuvo una curva de calibracién con albimina sérica bovina
(ASB) para referencia de la cantidad proteica y se realiz0 la extraccion cuantitativa
de las muestras, considerando la composicion de la pared celular; por lo que se
desarrolld en termo-bafio a 100°C por 60 min agregando 5mL de NaOH 1N,
posteriormente se centrifugd a 2,900 rpm (15 min a 10°C), recuperando el extracto
alcalino; de este extracto se tomaron 3 muestras de diferente volumen (250, 500 y
750 pl) que posteriormente se leyeron en el espectrofotometro.

La extraccién de los lipidos se realiz6 segun el procedimiento propuesto por Bligh
y Dyer (1959) adaptado para la extraccion de microalgas, utilizando una mezcla
CHCI3:CH30H (Cloroformo:metanol) para la extraccion de lipidos totales (polares y
no polares) y su determinacion espectrofotométrica fue mediante el método de
calcinacion de Marsh y Weinstein (1966) donde se utiliz6 H,SO, como reactivo
simple y estable (Arredondo-Vega y Voltolina 2007).
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La cuantificacién de carbohidratos totales se realiz6 por el método fenol-acido
sulftrico (Dubois et al, 1956), en donde también se utilizé el H,SO, diluido que
hidroliza los enlaces glucosidicos; obteniendo por ultrasonido o termo-bafio un
extracto que disocia las membranas celulares permitiendo a este método ser
sensitivo a una amplia variedad de carbohidratos, incluyendo azlcares, azucares
metilados y polisacaridos (acidicos y neutrales) (Arredondo-Vega y Voltolina
2007).

4.5.0btencion de extracto lipidico para biodiesel

Se realizaron diferentes métodos de extraccion de compuestos lipidicos para
seleccionar el de mayor rendimiento la biomasa microalgal.

Para ello, se utiliz6 una muestra de cultivo de Desmodesmus quadricauda,
obtenida en fase estacionaria de crecimiento celular y se procedi6 a concentrar la
biomasa algal, lo cual se realiz6 por filtrado al vacio con tela de lino de 56
hilos/cmy con papel filtro Whatman 4 (20-25um). Se registré un peso de 456.3g de
biomasa hidratada. Posteriormente se determin6 la humedad de 52g de muestra
himeda en una capsula de aluminio con 10gr de biomasa, se coloco a estufa a
95°C hasta peso constante, obteniendo 77.5% (Fig. 5).

Figura 5.0btencion de biomasa para biodiesel. A. Sistema de filtrado; B. Sedimentado; C, D. Filtrado al vacio
utilizando filtro de fibra de vidrio; E. Pesado de la biomasa 456.3 g.
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45.1. Método Goldfish (AOAC, 1990)

Se colocaron 3.160g de biomasa anhidra en un vaso goldfish (recipiente
poroso) a peso constante (68.128g). EI mismo recipiente se colocd en un soporte
que lo ubico debajo de un condensador; en el vaso (mas grande) se colocaron
50mLde hexano; los dos vasos se colocaron en el equipo goldfish y se dejo 4 h en
reflujo; el hexano se evaporé y condensd sobre el recipiente que contiene la
muestra y al caer por gravedad la atraviesa y arrastra los lipidos, repitiéndose este
ciclo; al final se destilé la mezcla hexano-aceite, quedandonos con el aceite (fig.6)

Figura 6. Extraccion de lipidos por método goldfish. A. Sistema goldfish; B. Extraccién por re-circulacion
con hexano; C. recuperacién de hexano.

45.2. Método Rose-Gottlieb (AOAC, 1990)

En este método se destruye la membrana proteica por NH3 y extrae la grasa
con solventes organicos

Se pesaron 2.1g de biomasa anhidra y se agregaron 2 ml de amoniaco, 10 ml
de alcohol etilico, 25 ml de éter y 25 ml de éter de petrdleo; se mezclaron,
agitando cada vez que se agrega uno de estos liquidos. Se dej6 reposar 2 horas
hasta separarse completamente una capa opaca inferior y otra transparente
superior que lleva disuelta el aceite; posteriormente se destila la mezcla para
retirar los solventes (Figura 7).
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Figura 7. Extraccion por método Rése-Gottlieb. A. Extraccion por éter; B, Evaporacion de solventes.

4.5.3. Método Reflujo, basado en el método Soxhlet (AOAC, 1990)

Se pesaron 7.011g de biomasa anhidra, se colocaron en un matraz de bola con
50mL de hexano y un agitador magnético, en una parrilla magnética a 90°C aprox.
y agitacion constante, se monto el refrigerante tipo rosario y se puso a reflujo con
agua (fig.8)

Figura 8. Extraccion de lipidos por método de Reflujo.
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5 RESULTADOS

Se llevd a cabo la determinacion de la curva de crecimiento microalgal,
mediante conteo celular, en garrafones con un volumen de cultivo de 15L, el
conteo se realiz6 por triplicado. En ambas especies, Desmodesmus quadricauda y
Chlorella vulgaris, la fase estacionaria inicié al dia 6, por lo que a partir de ese dia
se procedié a cosechar y escalar al siguiente sistema de cultivo. (Figura 9).

1.6 - -7
14 - 6
* 1.2 5
S
S 10 - .
3 49
E 0.8 - R
S - 33
S 06 - S
S 5,3
Q 0.4 - o
0.2 - -1
0-0 T T T T T T T T 0
<0 2 <l <3 < <> <o <1 < <9

Figura 9. Curva de crecimiento celular de Desmodesmus quadricauda-m- y Chlorella vulgaris -e-enmillones de
células por mililitro (x 10°).

5.1.Desmodesmus quadricauda
5.1.1. Parametros de cultivo

Para los sistemas de cultivo a mayor escala, con la especie D. quadricauda los
pH fluctuaron ente 8.5y 9.5, y la tendencia del OD ppm fue negativa a partir de T5
y T6 para los raceways de 300 y 3000L. Los fotobiorreactores en columna
presentaron una variacion mas pronunciada de temperatura entre 20.7°C por las
mafanas y llegando hasta 37.9°C.
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Figura 10. Curva de crecimiento del cultivo
Desmodesmus quadricauda en fotobiorreactores de
75 L; contrastado con las graficas de Temperatura,
pH y Oxigeno Disuelto ppm, con valores maximos y
minimos.
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Figura 11. Curva de crecimiento del cultivo
Desmodesmus quadricauda en estanques tipo
raceways de 300L; contrastado con las gréficas de
Temperatura, pH y Oxigeno Disuelto ppm, con
valores maximos y minimos.
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Tabla IX. Densidades celulares por sistema de cultivo.

Sistema de # cel/mL
cultivo
Columna 7,758,333
RWC 15,051,111
RWG 8,850,833

Se obtuvo un mejor rendimiento en los raceways de 300L, seguido de los
sistemas de 3000L y fotobiorreactores.

La tasa de crecimiento (Llo) se obtiene directamente en numero de divisiones
celulares o de duplicaciones diarias de biomasa, de acuerdo a la ecuacién
siguiente (Arredondo-Vega y Votolina, 2007).

w2 =[In (X2 /X1)/1n2] / (2 —t1)
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Tabla X. Tasas de crecimiento de los cultivos de Desmodesmus quadricauda.

Concentracion celular, tasa de crecimiento (L2 y tasa de crecimiento acumulada

(Zp2).

Sistema | Columna RWC RWG Columna RWC RWG |Columna RWC RWG

Tiempo (d) N (cel/mL) Mo PTY)
1 128,037 290,939 136,250 - - - - - -
2 179,722 520,000 191,250 | 04892  0.8378 04892 | 04892 08378 04892
3 629,167 1,891,389 692,917 18077  1.8629  1.8572 | 22969 27007 2.3464
4 2,694,444 4270,000 17117917 | 20985 11748 06901 | 4.3954 38754  3.0365
5 3,268,056 5,011,667 3,001,667 | 0.2784  0.2311 14250 | 46738 41065 44614
6 3,406,944 5883333 4487500 | 0.0600 02313 05801 | 4.7338 43378 5.0416
7 4,183,333 6,701,667 5,037,500 | 02962  0.1879  0.1668 | 50300 4.5257 5.2084
8 5,283,333 7,520,000 5,030,833 | 0.3368  0.1662 -0.0019 | 53668 4.6919 52065
9 5,886,111 9,850,000 5,024,167 | 0.1559  0.3894  -0.0019 | 55227 5.0813 52046
10 6,608,333 10,578,333 4,695,833 | 0.1670  0.1029 -0.0975 | 56896 5.1842  5.1071
11 7,758,333 11,619,444 5537500 | 02315 01354 02379 | 59211 53197 53449
12 13,383,333 5,647,083 02039  0.0283 55236  5.3732
13 15,051,111 7,085,833 0.1694  0.3274 56930  5.7006
14 8,850,833 0.3209 6.0215

5.1.2. Tasas de crecimiento celular

La tasa maxima de crecimiento (2.09 dia™) obtenida en fotobiorreactores en
columna (tabla X), es mayor a los demas sistemas de cultivo; los cuales
comparten una tasa de crecimiento de 1.8 dia™, teniendo como maximo para
fotobiorreactores 7.7 x10° células por mililitro; comparada con la obtenida por

raceways chicos que es de 15x10° cel/mL (tabla X)

Para cultivos de Desmodesmus quadricauda en fotobiorreactor en columna como
en raceways las tasas de crecimiento celular son menores después del cuarto o
quinto dia. En el caso de los raceways de 300L se mantuvo en fase exponencial.
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5.2.Chlorella vulgaris
5.2.1. Parametros de cultivo

Para los cultivos a gran escala de Chlorella vulgaris en fotobiorreactores y
raceways de 300L el pH fluctué entre valores de 7.7 a 8.6. Con respecto a la
temperatura en los fotobiorreactores los dias T7 y T8 se registraron fluctuaciones
desde 16° hasta 37.5°; en los raceways la variacion fue de 11° de T6 a T10.

La tendencia del OD (ppm) se presentd estable entre 2.3 a 3.9 a lo largo del
cultivo en fotobiorreactores y de 2.9 - 4.7 en raceways (Fig. 14).

Tabla XI. Densidades celulares por sistema de cultivo de C. vulgaris.

Sistema de # cel/mL
cultivo

Columna 6,993,333

RWC 1,519,444

Se logré6 mayor rendimiento en los fotobiorreactores en columna de 75L con casi 7
millones de cel/mL.
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Figura 14. Curva de crecimiento del cultivo Chlorella
vulgaris en fotobiorreactores de 75L contrastado con
las gréficas de Temperatura, pH y Oxigeno Disuelto
ppm, en valores maximos y minimos.

En los cultivos de Chlorella en raceways chicos se encontrd6 contaminacion por

ciliados (Fig. 15).

Figura 15. Ciliado. Contaminacion por ciliados en cultivos raceways de Chlorella vulgaris.
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Tabla XII. Tasa de crecimiento de los cultivos de Chlorella vulgaris. Concentracion celular,
tasa de crecimiento (u,) y tasa de crecimiento acumulada (Zp,)

Sistema | Columna RWC Columna RWC Columna RWC
Tiempo (d) N (cel/mL) H2 T2

1 1,155,556 329,444 - - - -

2 12711111 415,278| 0.1375 0.3340 0.1375 0.3340
3 3,328,889  605,833| 1.3890 0.5448 1.5265 0.8789
4 3,730,000 865,278 | 0.1641 0.5142 1.6906 1.3931
5 4,025,556 1,036,944 | 0.1100 0.2611 1.8006 1.6542
6 4,775,556 1,087,778 | 0.2465 0.0690 2.0471 1.7233
7 5,355,556 1,217,778 | 0.1654 0.1629 2.2124 1.8861
8 5,986,667 1,275,556 | 0.1607 0.0669 2.3732 1.9530
9 6,888,889 1,308,889 | 0.2025 0.0372 2.5757 1.9902
10 6,835,556 1,410,556 | -0.0112 0.1079 2.5645 2.0982
1 6,993,333 1,519,444 | 0.0329 0.1073 2.5974 2.2054
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En cultivos de Chlorella la mayor tasa de crecimiento se registra en sistemas de
columna (1.389 dia™) al tercer dia después de una fase de adaptacién y con
concentracion celular maxima de 7 x10°cel/mL al final del cultivo, mientras que la
mayor tasa de crecimiento en raceways es de 0.545 dia™, posiblemente como
resultado de la contaminacién por ciliados (figura 15).
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Figura 17. Tasa y curva de crecimiento celular de C. vulgaris en A) Columna, B) Raceway 300L.
x10° cel/ml my Ty, A.

5.3.Calidad de la biomasa algal
Se realizaron curvas de calibracion de proteinas, carbohidratos y lipidos
mediante los métodos de Lowry et al. (1951); Dubois et al, (1956); Bligh y Dyer
(1959) y Marsh y Weinstein (1966) obteniendo de estas una regresion lineal con la
cual se determind la cantidad presente de macromoléculas en cada muestra.
Figura X y XIII

Tabla Xlll. Cantidad porcentual de proteinas, carbohidratos y lipidos de Chlorella
vulgaris

FBR RWc
F. Exp! F. Est? F. Exp’ F. Est?
Proteina 26.16 23.89 26.48 24.33
Carbohidratos 12.08 - - -
Lipidos 4.19 5.78 - -

1 - .
Muestra en fase de crecimiento exponencial.

2 L . .
Muestra en fase de crecimiento estacionaria.
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Tabla XIV. Cantidad porcentual de proteinas, carbohidratos y lipidos de Desmodesmus
quadricauda

FBR RWc RWg
F. Exp.! F. Est? F. Exp.! F. Est? F. Exp.! F. Est?
Proteina 21.66 18.98 2163 19.7 25.82 8.83
Carbohidrato . 18.77 9.67 15.12 9.95 10.10
Lipido . 432 347 1.88 2.31 2.40

! Muestra en fase de crecimiento exponencial.
2 Muestra en fase de crecimiento estacionaria.
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Figura 18. Curvas de calibraciéon de A. Proteinas; B.
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5.4. Métodos de extraccién de lipidos.

Tabla XV. Eficiencia de los métodos de extraccion de lipidos para biodiesel

Solvente Goldfish Rose-Glotier Reflujo
Hexano 3.19% 2.38% 13.13%

En los distintos procedimientos de extraccion de lipidos el método por reflujo
basado en el método Soxhlet fue el que presentd mayor rendimiento.

6 DISCUSION

Para la produccion masiva de microalgas en fotobiorreactores o raceways; se
deben seleccionar especies que tengan altas tasas de crecimiento y tener una alta
plasticidad metabdlica a rangos amplios de condiciones de cultivo. En general la
mayoria de las especies no se pueden mantener mucho tiempo en cultivos
externos por el riesgo de contaminacién por hongos, bacterias, protozoarios y por
otras microalgas; como lo fue en su momento la contaminacion de
fotobiorreactores por ciliados en cultivos de C. vulgaris (Fig. 15).

6.1.Dinamica del crecimiento celular

Varios autores (Chen y Durbin, 1994; Kis et al., 1998, Granum y Myklestad,
2001; Ming-Li et al., 2004; Guan-Qun y Chen, 2006; Durmaz et al., 2007) han
mostrado que la dindmica de crecimiento microalgal depende en gran medida de
los parametros de cultivo como la temperatura, el pH y la luz principalmente; los
cuales se pueden tornar un factor limitante del crecimiento celular; llegando a
niveles maximos y minimos de tolerancia para las microalgas.

En este proyecto el crecimiento celular de cultivos microalgales presenté un
aumento considerable dentro de los rangos Optimos de temperatura, que van
desde los 18 a 25°C para la mayoria de las microalgas y por encima de las
temperaturas Optimas, el crecimiento celular disminuyé llegando a cero. Para
Desmodesmus quadricauda se han encontrado trabajos que manejan
temperaturas que van de 20 a 25°C (Wiltshire et al., 2000; Da Silva et al., 2008;
Quevedo et al.,, 2008; Mandal y Mallick, 2009) y de 10 a 25°C para Chlorella
vulgaris (Abalde et al., 1995; Ming-Li et al., 2004; Griffiths y Harrison, 2008).

Para los cultivos en columna de D. quadricauda (figurasl0) los valores de
temperatura superaron al rango Optimo, ya que la variacion de temperatura
promedio (18-25°C) fue mayor, de 15°C a lo largo del dia, debido a las diferencias
en temperaturas que existen entre el dia y la noche, partiendo de 20.7°C por las
mafanas y llegando hasta 37.9°C en las tardes en menos de 3 dias (T1-T3)
(Figura 10). Se observd un descenso de la tasa de crecimiento en
fotobiorreactores, de 2.09 a 0.27dia™* en T4, un descenso de 1.82 en un dia (tabla
XIl). Esta disminucion de la tasa de crecimiento también se observa en raceways
chicos en T7 y en raceways grandes en T8.
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Para el caso de C. vulgaris la variacion en temperatura en fotobiorreactores fue
de 15°C, registrando 16°C por las mafianas y 37.5°C a media tarde; por el tiempo
que durd esta variacion de temperatura (T7-T8) (figura 14), la tasa de duplicacién
baj6 de 0.24 a 0.16 dia™; de igual forma se puede observar la disminucién de la
tasa de crecimiento en raceways chicos fue de 0.51 en T4 (el cuarto dia) hasta
0.069 en T6, tiempo en que la temperatura llego a variar 11°C (figura 16 y tabla
XII).

El mantenimiento de la temperatura de los cultivos en el invernadero dentro del
rango adecuado de crecimiento celular no fue posible ya que en este trabajo, tanto
los fotobiorreactores en columna como los raceways estuvieron localizados en un
invernadero con iluminacion natural, con variaciones dadas naturalmente entre dia
y noche, resguardando de las corrientes de aire frio a los cultivos, pero con
acumulacion del calor, producido al permanecer todo el tiempo en pleno rayo de
sol; haciendo que los sistemas cultivados aumentaran sus temperaturas;
principalmente en sistemas de columna (figuras1l0 y 14) en donde los cultivos
llegaron a mas de 35°C y aunado a esto, aumento el proceso de respiraciéon en la
fase oscura registrado en OD, debido a las altas temperaturas.

Algunos estudios han mostrado que el crecimiento fotosintético de las
microalgas provoca cambios en el pH del medio, determinando la solubilidad del
CO, y de los minerales (Chen y Durbin, 1994). En el presente proyecto, el pH de
todos los sistemas para D. quadricauda fluctu6é a lo largo del cultivo entre 8.5 y
9.5; esto puede deberse a la asimilacion de los nitratos que tiende a aumentar el
pH. Abalde et al. (1995) mencionan que si el pH aumenta hasta 9, las moléculas
con carbono pueden precipitarse, lo que conlleva una pérdida de los nutrientes del
medio y una menor tasa de crecimiento.

Lo anterior puede inferirse ya que en los cultivos de D. quadricauda en
fotobiorreactores, figura 10; el pH llegd a 9 al dia 5 y al dia 6 la concentracion de
oxigeno disuelto se estabiliz4; en los cultivos raceways el pH sobrepasoé el valor de
9, la concentracion de OD a lo largo del cultivo fue en decremento a partir del
quinto y sexto dia (figuras 11 y12). En los cultivos de C. vulgaris el pH no rebasoé
8.6 y a diferencia de los cultivos con D. quadricauda, la concentracion del oxigeno
disuelto no presentd pérdidas en los sistemas (figuras 14 y 16) y presento
produccion constante entre 2.3 a 3.9 (ppm) a lo largo del cultivo.

De igual manera, la aireacion y mezcla del medio difiere en gran forma entre
sistemas abiertos y cerrados. En fotobiorreactores se presentan tasas de
turbulencia més altas, ademas de tener una superficie de 360° con una superficie
transparente por la que ingresa la radiacion fotosintéticamente activa (RFA) del
espectro solar al sistema, cantidad de radiacibn capaz de producir actividad
fotosintética. En sistemas raceway el ingreso de RFA se da solo en un plano
menor a 180° (en la superficie del cultivo) y su turbulencia se genera mediante
unas palas creando un flujo laminar que a cierto tamafio y densidad del cultivo
determinara la profundidad de compensacién (profundidad a la cual la actividad
fotosintética y la actividad respiratoria se encuentran en equilibrio). Sin embargo
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consideramos que esta variacion en ambos sistemas no representd un factor
limitante de crecimiento de los cultivos.

La biomasa microalgal se cosecho para su analisis de composicion bioquimica a
la mitad de la fase exponencial y al inicio de la fase estacionaria. Este ultimo punto
en la curva de crecimiento es importante ya que es aqui donde los compuestos de
reserva como lipidos y carbohidratos, tedricamente se encuentran en su
proporcion mas alta de la curva de crecimiento y aun no han sido metabolizados,
para un mantenimiento celular. Por lo que dependiendo de la fase de crecimiento
en que se encuentren C. vulgaris y D. quadricauda su perfil bioquimico puede
variar. Para esto se analizd la tasa de crecimiento acumulada (Zu,) contra el
tiempo de cultivo; para el caso de Desmodesmus quadricauda y Chlorella vulgaris
el momento Optimo de cultivo fue a partir del dia 5 (figuras 13 y 16).

6.2.Perfil bioquimico

En el presente trabajo ademéas de hacer un andlisis de la cantidad de biomasa
producida en cada sistema de cultivo se decidié hacer un analisis de la calidad de
la misma, para determinar su posterior uso o aplicacion.

Obtuvimos 23-26% de proteinas, 12% carbohidratos y 4.1-5.8%lipidos para C.
vulgaris y D. quadricauda presentd mayores variaciones 8-25% en proteinas, 9.6-
18.8% en carbohidratos y 1.8-4.3% de lipidos con respecto al peso seco total. Los
valores obtenidos para ambas cepas no coinciden con los reportados en literatura
(tablas XIlI, XIV); aun asi, las proporciones se mantuvieron siendo las proteinas el
principal componente organico seguido de los lipidos y carbohidratos.

En D. quadricauda, tanto como en C. vulgaris se observa que la concentracion
de proteinas fue mayor para la fase estacionaria del modelo de crecimiento
celular; cuando el contenido de nutrientes se encuentra en teoria practicamente
agotado.

D. quadricauda al llegar a la fase exponencial, etapa del crecimiento celular
donde la concentracién de N en el medio es menor; presentd decremento en el
porcentaje de lipidos y aumento en carbohidratos, formas inmediatas de
almacenamiento y consumo de energia.

Con relacién a los carbohidratos obtuvimos valores bajos de carbohidratos de 9 a
18% en cultivo de D. quadricauda y de 12% en cultivo de C. vulgaris en relacion al
peso seco total y en cuanto a los lipidos fue de 1.8 a 4.32% para D. quadricauda y
de 4.1 a 5.78% de C. vulgaris. Es generalmente aceptado que, dependiendo de
las especies de microalgas, los lipidos y/o carbohidratos tiendan a acumularse en
la fase estacionaria (Roson, 2010) independientemente de las condiciones que
acomparien a esta fase del crecimiento celular

La composicién bioquimica de las microalgas comprende de 25-84% segun
Ronson (2010), en relacion a proteinas, lipidos y carbohidratos respecto al peso
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seco de su biomasa mientras que el porcentaje restante se encuentra subdividido
entre distintas moléculas como clorofilas, carotenos, vitaminas hidro y liposolubles,
enzimas, glicerol, aminas y otros compuestos de importancia menor. LOS
resultados obtenidos en la presente investigacion, difieren de algunos resultados
reportados en literatura (Becker, 1994; Abalde et al., 1995; Grenwell et al., 2009;
Ronson, 2010) en cuanto a los porcentajes de lipidos, carbohidratos y proteinas
debido a que las condiciones y los medios de cultivo no son comparables y
también hay que considerar la variacion intrinseca de cada especie a estudiar.

Por tanto aunque se esperaba que como los lipidos son el reservorio energético
almacenado en la célula en condiciones de estrés, al final del periodo de cultivo
estuviese en mayores concentraciones (Tabla Xl y XIV) no se lograron valores
muy concentrados de este componente.

Cabe sefialar que tanto D. quadricauda como C. vulgaris lograron adaptarse a
las condiciones de cultivo externas, tanto a temperaturas diurnas elevadas de
30+4°C, como a periodos de lluvias, granizadas y frio ocasionales; exhibiendo en
todo momento un cultivo unialgal en la mayoria de los casos. A pesar de ser
cultivos de invernadero, no se observé presencia de otras especies de microalgas
o de cianobacterias contaminantes u oportunistas, salvo un organismo ciliado, que
no detuvo el desarrollo de los cultivos.

6.3.Extraccion de lipidos.

La cosecha y la extraccion de la fraccion lipidica de la biomasa microalgal son las
etapas mas caras y problematicas de la produccion a gran escala de la biomasa y
pueden llegar a determinar la sostenibilidad del proceso de produccion. Dentro de
los tres métodos efectuados para obtener la mayor eficiencia de extraccion en
lipidos, el mejor fue por reflujo basado en el Método Soxhlet (Tabla XV)
(Demirbas, 2009).

Esta ultima fue realizada con hexano un solvente apolar, alcanzando 13.13% de
recuperacion. Aunque el resultado por reflujo nos presente mayor obtencion de
lipidos no es suficiente el utilizar so6lo el hexano, ya que es un solvente no polar y
la mayoria de los lipidos microalgales son lipidos polares, que son componentes
de membranas y triglicéridos

7 CONCLUSIONES
En el presente proyecto experimental los sistemas de cultivo cerrado o
fotobiorreactores presentaron una produccion celular mas estable aprox. de 7x10°

cel/mL en comparacién con cultivos desarrollados en raceways.

Por otro lado, los sistemas raceways pueden manejar mayor volumen de cultivo
obteniendo hasta 15x10° cel/mL en el caso de D. quadricauda.
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En la produccion de microalgas a escala planta piloto, es necesario proveer de
volimenes de in6culo concentrado mediante fotobiorreactores, para cultivos en
raceways de mayor volumen, para garantizar la dominancia de las cepas
microalgales blanco y mejorar rendimientos.

La temperatura y el pH fueron los principales factores que influyeron en el
desarrollo de los cultivos.

La especie de Desmodesmus quadricauda presenté menor produccion de lipidos
pero presentd mayores concentraciones celulares en el mismo tiempo de cultivo,
sin presencia de organismos depredadores u oportunistas; por lo que de entre las
dos especies utilizadas en el presente trabajo, es la mas recomendable para
seqguir experimentando y lograr mayor produccion de lipidos susceptibles de
transformarse en biodiesel.

El método soxhlet fue el que nos brindé mayor rendimiento para extraccion de
lipidos en biomasa microalgal de D. quadricauda.

Es conveniente trabajar con microalgas nativas y no con especies compradas en
ceparios extranjeros, ya que estas se adaptan facilmente a las condiciones
ambientales de la region, ademas que evitamos la introduccion de especies
exoticas con el subsecuente dafio al ecosistema.

El uso de fertilizantes como medio de cultivo para cultivos a gran escala,

demostré ser eficiente y ademéas es un medio econdémico y de facil acceso para
quienes quieran hacer de esto una actividad redituable.
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ANEXO 1. Usos y productos de las microalgas
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