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Resumen

Las microalgas tienen un gran potencial y versatilidad para la produccién de biocombusti-
bles. Sin embargo, debido a los altos costos de produccion, la generacion de bioenergia a gran
escala a partir de microalgas atin no es rentable. Como alternativa a esto, el concepto de bio-
rrefineria aparece como una opcion dado que tiene como objetivo el aprovechamiento maximo
de la biomasa a través de la obtencién de multiples productos, tales como los carotenoides que
son de importancia en la industria alimentaria, cosmética y farmacéutica. Es por eso que es-
te trabajo se centra en la obtencion de biomasa microalgal para la extraccion de carotenoides.

Los diferentes experimentos realizados durante el desarrollo de esta tesis se llevaron a cabo
empleando un cultivo mixto microalgal en un sistema cerrado de fotobiorreactores de placa
plana, con la finalidad de poder obtener productos de alto valor de la biomasa microalgal bajo
el concepto de biorrefineria. Se llevo a cabo el seguimiento del cultivo mediante conteo celular
bajo microscopio y por espectrofotometria y se evalu6 el consumo de nutrientes. Después de
14 dias el cultivo se coseché por centrifugacion y se seco entre 42 y 60°C durante 72 horas. La
biomasa microalgal se utiliz6 para la extraccion de carotenoides como producto de alto valor.
A la vez, se establecio un sistema de cultivo que permitié la obtencion de 34.5 g de biomasa
seca, que representd un aumento de 9.6 veces de la produccién de biomasa con respecto a la
capacidad de produccién del laboratorio de Bioenergia previo a la realizacion de éste trabajo.
La extraccion de carotenoides se llevo a cabo empleando CO, supercritico y etanol como
cosolvente. Se llevd a cabo la identificacion de [-caroteno por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC por sus siglas en inglés). El mayor rendimiento de [S-caroteno se registro
cuando la extraccion fue a 300 bar y 60 °C, obteniendo 4.42 £ 0.32 mg de [-caroteno g~!
de biomasa microalgal seca. Este valor es mayor a los valores reportados para otros trabajos
con monocultivos en condiciones similares de extraccion (0.2 a 0.7 mg de [-caroteno g=! de
biomasa microalgal seca).
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Abstract

Microalgae have great potential and versatility for the production of biofuels. However,
owing to high production costs, the generation of large-scale bioenergy from microalgae is
not yet profitable. As an alternative to this, the concept of biorefinery emerges as an option
since its principal objective is the optimum use of the biomass by obtaining several pro-
ducts, such as carotenoids that are of importance in the food, cosmetic and pharmaceutical
industry. Therefore, this work focuses on obtaining microalgal biomass for the extraction of
carotenoids and evaluate their use in biorefineries.

The different experiments performed during the development of this thesis have been
carried out using a mixed microalgal culture in a closed system of flat plate photobioreactors,
in order to obtain high value products of the microalgal biomass under the biorefinery concept.
The culture was monitored by cell count under a microscope and by spectrophotometry, also
nutrient intake was evaluated. After 14 days the culture was harvested by centrifugation and
the microalgal biomass was dried between 42 and 60 °C for 72 hours. The microalgal biomass
was used for the extraction of carotenoids as a high value product. At the same time, a
culture system was stablished and allowed the obtaing of 34.5 g of dry microalgal biomass,
which represented a 9.6-fold increase in biomass production with respect to the Bioenergy
laboratory s production capacity prior to performing this work. Carotenoid extraction was
carried out using supercritical CO, and ethanol as cosolvent. The identification of S-carotene
was carried out by high performance liquid chromatrography (HPLC). The highest yield of
[-carotene was recorded when the extraction was performed at 300 bar and 60 °C, obtaining
4.42 + 0.32 mg of B-carotene g~! of dry microalgal biomass. This value is higher than those
reported for other works with monocultures under similar extraction conditions (0.2 to 0.7
mg of B-carotene g~ of dry microalgal biomass).
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Capitulo 1
Introducciéon

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos eucariotas o procariotas con estructu-
ra unicelular o multicelular simple. Existe una variedad inmensa de estos microorganismos y
pueden adaptarse a diferentes condiciones ambientales; encontrandose en lugares con condi-
ciones extremas de temperatura, salinidad o pH.

Las microalgas son una fuente importante para la produccién de carbohidratos, lipidos,
proteinas, vitaminas y pigmentos, que son de gran importancia para la producciéon de alimen-
tos, suplementos alimenticios, medicamentos, productos para el cuidado personal, fertilizantes
y biocombustibles. Particularmente, la produccién de biocombustibles ha generado interés por
las microalgas. En la actualidad, los altos costos de inversion necesarios para el cultivo de
microalgas con fines energéticos no los hace competitivos con los combustibles tradicionales.
Esto ha incentivado la busqueda de alternativas para su aprovechamiento. Una de éstas es
la obtencion de productos de alto valor, que son utilizados en productos comerciales en la
industria cosmética, alimentaria y farmacéutica.

Con base a lo anterior, se puede entender que el aprovechamiento integral de todas las
fracciones de la biomasa microalgal abre nuevos escenarios para la obtenciéon de biocombus-
tibles y otros productos para que los procesos sean rentables. Esto deriva en el concepto de
biorrefineria, que se refiere al proceso de conversion de la biomasa en una amplia gama de
productos para alimentos, piensos, combustibles, materiales, para aplicaciones farmacéuti-
cas, alimentarias, de salud y quimicas. Es un concepto andlogo a una refineria de petroleo
donde es posible la obtencion de diversos productos a partir de una sola materia prima para
optimizar su valor.

El presente trabajo se centra en la obtencion de biomasa microalgal a partir de un cul-
tivo mixto microalgal adaptado a las condiciones ambientales locales para la extraccion de
carotenoides como productos de alto valor.

Primero, se llevé a cabo el cultivo mixto de microalgas en fotobiorreactores de placa plana
dentro de una cabina de cultivo con fotoperiodos donde fue posible controlar la intensidad
luminica y monitorear pardmetros como la temperatura y el pH. Para determinar el cre-
cimiento celular se llevo a cabo el conteo celular en camara Neubauer y los cambios en la



densidad 6ptica por espectrofotometria. Ademas, el seguimiento del consumo de nutrientes es
otro indicativo que permite conocer la adaptacion de las microalgas a las condiciones de cul-
tivo, por lo que se llevo a cabo la mediciéon de la concentracion de nitrato, nitritos, nitrogeno
amoniacal y fosfato presentes en el medio de cultivo empleado. Asi mismo, se caracterizo la
produccion de clorofila a y carotenoides totales mediante espectrofotomtria empleando ex-
tractos metanolicos, lo que permitié conocer el avance del cultivo en funcién a su produccion
de pigmentos y si el cultivo mixto microalgal era apropiado para la obtencién de pigmentos.

Finalmente, la biomasa microalgal obtenida fue empleada para la extraccion de caro-
tenoides. Para esto, se empled la extraccion con fluidos supercriticos. Los rendimientos de
extraccion se estimaron de acuerdo a la caracterizacion de los extractos por cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés).

1.0.1. Objetivo general

Analizar la producciéon de carotenoides de la biomasa microalgal y llevar a cabo su ex-
traccion y caracterizacion.

1.0.2. Objetivos especificos

» Evaluar el crecimiento de un cultivo mixto microalgal en fotobiorreactores de placa
plana con fertilizante agricola foliar como medio de cultivo.

= Determinar el consumo de nutrientes del cultivo mixto microalgal en fertilizante agricola
foliar como medio de cultivo.

» Extraer y cuantificar los carotenoides presentes en la biomasa microalgal.

Las secciones estan organizadas de la siguiente manera: En el capitulo dos, se presenta la
seccion de antecedentes donde se abarcan los aspectos teoéricos relacionados con el desarrollo
del trabajo. En el capitulo tres, se presentan los antecedentes que describen los aspectos
teoricos del cultivo de microalgas y se describe la metodologia empleada en el cultivo y la
medicion de las caracteristicas poblacionales (ntimero de células por mililitro, los cambios
en la densidad oOptica, tasa de crecimiento), la concentracion de clorofila a y carotenoides
totales. También, se describe la metodologia para la medicion del consumo de nutrientes,
los resultados obtenidos y la discusion de los mismos. En el capitulo cuatro, se describen
los aspectos teoricos de la biorrefineria de microalgas y la metodologias para la extraccion
y cuantificacion de los carotenoides presentes en la biomasa microalgal, ademés, se incluyen
los resultados y la discusion. En el capitulo cinco se presentan las conclusiones y perspectivas
del trabajo.




Capitulo 2
Antecedentes

2.1. Introducciéon

La crisis energética mundial y el calentamiento global son dos problemas de suma im-
portancia que afectan a la humanidad actualmente, lo anterior se debe principalmente a un
mayor crecimiento demogréafico, el crecimiento de la industria y una mayor dependencia hacia
los combustibles fosiles. De acuerdo con la Administracion de Informacién Energética (EIA,
por sus siglas en inglés), el consumo mundial de energia ha aumentado un 44 % en las tltimas
dos décadas y éste podria aumentar aproximadamente a un 60 % en los proximos 20 anos [I].
En México, las principales fuentes de energia son el petroleo, el gas natural y el carbon mi-
neral, como lo muestran los datos del Banco Mundial (2015), donde se reporta que el 89.4 %
de la energia empleada proviene de éstas fuentes. De acuerdo con la Secretaria de Energia
(SENER), el uso de la energia en México se distribuye de la siguiente manera: 46.8 % corres-
ponde al sector transporte, 31.7 % a la industria, 18.1 % a los sectores residencial, comercial
y puablico y el 3.4% al sector agropecuario [2].

La demanda de fuentes fosiles para la generacion de energia y para combustibles de trans-
porte ha provocado el agotamiento de las reservas mundiales de petroleo, que a finales de
2014 llegaron a 1,700,100 millones de barriles, capaces de cubrir la demanda de hasta 52.5
anos [3], esto ademas provoca altas emisiones de dioxido de carbono (CO3) al medio ambiente
[4]. En 2014 las emisiones de CO relacionadas a la combustion de combustibles fosiles en
México fueron de 431 millones de toneladas (Mt), que corresponde a un 67.8% mas que en
1990 (257 Mt) y 9.4 % maés que en 2004 (394 Mt). El sector transporte es el sector con mas
emisiones de COs, alcanzando un 35.1 % del total [I].

Lo anterior, ha provocado un particular interés en la producciéon de energia a partir de
fuentes renovables. Actualmente, muchos paises utilizan fuentes de biomasa, desechos, ener-
gia solar, eélica, hidroeléctrica y geotérmica como alternativa a los combustibles fosiles. Los
biocombustibles obtenidos a partir de biomasa son combustibles considerados renovables y
alternativos para la produccion de energia sostenible en un futuro préximo [5].

Los biocombustibles se clasifican como de primera, segunda y tercera generaciéon. Los
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biocombustibles de primera generacién provienen de cultivos como la soya, el maiz, la re-
molacha azucarera, la cana de azicar, aceites vegetales y grasas animales. Esta clase de
biocombustibles generan inconformidad debido a que afectan la seguridad alimentaria, los
bancos mundiales de alimentos, provocan escasez de agua y deforestacion. Por su parte, los
bicombustibles de segunda generacion, se basan principalmente en la obtenciéon de biocom-
bustibles a partir de semillas oleaginosas no comestibles como la Jatropha curcas, los residuos
agroindustriales y los residuos forestales. Sin embargo, su sustentabilidad ain estd en duda,
debido a que compite con tierras para cultivos alimentarios [6] [7]. Actualmente, la produc-
cion de biocombustibles de segunda generacion se encuentra en desarrollo para la explotacion
comercial de desechos como fuente de generaciéon de biocombustibles.

Debido a las desventajas de los biocombustibles de primera y segunda generacion, los
biocombustibles de tercera generacién han generado gran interés. La materia prima para
la obtencion de estos biocombustibles incluye biomasa microalgal. Alguna de las ventajas
del uso de microalgas como materia prima para la obtencién de biocombustibles son: pue-
den asimilar el CO5 y otros nutrientes con mayor facilidad con respecto a las plantas, no
compiten con tierras de cultivo, el consumo de agua es menor que la demandada por los
cultivos energéticos tradicionales y se puede emplear aguas residuales para su cultivo [§] [9].
Las microalgas también son capaces de producir diferentes subproductos de alto valor como
pigmentos, proteinas, vitaminas y acidos grasos esenciales.

Los productos de alto valor son metabolitos que las microalgas pueden acumular durante
su crecimiento en pequenas cantidades, estos metabolitos suelen ser de importancia en la
industria farmacéutica, cosmética y alimenticia y esto los hace econémicamente viables para
su comercializacion [10]. Es posible que, debido a esto, la industria de las microalgas se
desarrolle principalmente para la obtencion de productos de alto valor y que secundariamente
se obtengan otros productos con fines bioenergéticos [I1] [12] [10].

2.2. Biloeconomia

Para abordar los desafios sociales, como el cambio climético, la escasez de recursos natu-
rales y el consumo insostenible de los recursos naturales, se necesita de cambios que impliquen
enfoques e interacciones a largo plazo en todos los niveles de la sociedad [13]. El concepto
de bioeconomia representa una oportunidad para enfrentar estos desafios. La bioeconomia
se puede definir como una economia en la que los componentes basicos para la obtencién de
los materiales, productos quimicos y energia se derivan de los recursos biologicos renovables
[14]. Esta estrechamente relacionado con los sectores agricola y forestal, asi como con los
recursos marinos y la gestion de residuos [13]. Este tipo de economia puede cumplir muchos
de los requisitos de sostenibilidad desde un punto de vista ambiental, social y econémico si
es disenada e implementa de manera adecuada [14].

Los beneficios potenciales de la transicion a una bioconomia incluyen una reduccién de
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las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI), disminuciéon de la dependencia de los
recursos fosiles, una gestion mas inteligente de los recursos naturales, una mayor seguridad
alimentaria, generacion de empleo en entornos urbanos y rurales [I5] [14]. Ademas de la
creacion de nuevos mercados no alimentarios para la agricultura, como la bioenergia, que
permitirian dar impulso al desarrollo rural. Sin embargo, si bien el potencial de la bioecono-
mia es impresionante, cumplir los desafios al aumentar la escala de las actividades en paralelo
al cumplimiento de los objetivos de sostenibilidad puede llegar a ser complicado [14].

Uno de los objetivos de la bioeconomia es avanzar en la reducciéon del uso de recursos
fosiles y de ésta manera, avanzar hacia la descarbonizacion de la economia. El concepto de
biorrefineria, es un tema central en el modelo productivo que impulsa la bioeconomia, ya que
puede permitir la producciéon conjunta de bioenergia y bioproductos a partir de la optimiza-
cion del uso de la biomasa [16].

2.3. Concepto de biorrefineria

El concepto de biorrefineria no tiene una definicién tnica, por lo que a continuacién se
exponen las propuestas de diferentes autores:

» Una biorrefinerfa integra procesos para la conversion de la biomasa en productos quimi-
cos, biomateriales y energfa con la finalidad de maximizar el valor de la materia prima
y minimizar desechos y asi logar un proceso global economicamente factible [17].

= De acuerdo con la Agencia Internacional de Energia, IEA Bioenergy Task 42 “Biorefi-
neries” [18], una biorrefineria se define como "la transformacion sustentable de biomasa
en energia y productos de alto valor comercializables”.

= Una biorrefineria es una instalacién que integra equipamiento y procesos para la con-
version eficiente de la biomasa en biocombustibles, energia y productos de alto valor.
Este concepto es andlogo a las refinerias de petroleo donde se producen miiltiples com-
bustibles y productos derivados [19].

Esta tltima definicion senala el enfoque anédlogo al de las refinerias convencionales, en
las cuales se obtienen combustibles y productos derivados a partir del fraccionamiento del
petrdleo. Sin embargo, existen puntos clave que contribuyen a marcar las diferencias entre
ambas y los puntos potenciales de las biorrefinerias:

Integracién. La transformacion de la biomasa en energia se lleva a cabo en procesos
separados, pero en una biorrefineria es posible integrar procesos que permitan aprovechar to-
das las fracciones de la biomasa para la generacion de energia, biocombustibles y productos
de alto valor. El desarrollo de biorrefinerias que permitan la transformacion integral de la
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biomasa es uno de los objetivos clave a conseguir, ya que es posible que a partir de la comer-
cializacion de los productos de alto valor se pueda obtener biocombustibles de una manera
més redituable.

Versatilidad. Debido a las multiples combinaciones que se pueden obtener al conjugar
la biomasa y técnicas de conversion, la versatilidad de los procesos es algo fundamental.

Eficiencia y sostenibilidad. Una de las finalidades de las biorrefinerias es el aprove-
chamiento 6ptimo de la biomasa, para minimizar la generacion de residuos y de esta manera
maximizar los beneficios.

Ademas de los puntos ya mencionados, hay otro factor importante que también marca la
diferencia entre las refinerias de petréleo y las biorrefinerias. Este factor es la materia prima,
ya que en una biorrefineria se emplea biomasa derivada de materia orgéanica [17].

Los productos que pueden obtenerse de una biorrefineria no solo incluyen productos simi-
lares a los obtenidos en una refineria convencional de petréleo, sino también, productos que
dificilmente pueden obtenerse del petroleo, por ejemplo, productos con fines alimenticios.

2.4. Microalgas

Las microalgas son organismos fotosintéticos eucariotas o procariotas que pueden tener
una estructura unicelular o multicelular simple. Entre las microalgas eucariotas se encuentran
las algas verdes (Chlorophyceae) y las diatomeas (Bacillariophyceae), mientras que entre las
procariotas se encuentran las cianobacterias (Cyanophyceae) [20)].

Las microalgas pueden existir en ambientes acuaticos y terrestres, son consideradas orga-
nismos extremofilos ya que son capaces de adaptarse con facilidad a condiciones ambientales
desfavorables, se localizan en todas las regiones geograficas, son responsables de la produc-
cion de 50 % de oxigeno y de la fijacion del 50 % de carbono en el planeta. La biodiversidad
existente de microalgas es enorme, puesto que se han podido clasificar alrededor de 40,000
especies, pero se estima que pueden existir mas de 100,000 [21] [22].

En la actualidad las microalgas se han convertido en una alternativa viable para la ob-
tencion de productos bioenergéticos, como hidrogeno (Hs) mediante biofotolisis directa e
indirecta; biodiesel mediante transesterificacion; biogas a partir de la digestion anaerobia;
bioetanol por fermentacion; bio-crudo via licuefaccion hidrotermal [9]. Ademas de ser una
fuente prometedora para la obtencién de biocombustibles, las microalgas pueden ser una
fuente importante para la obtencién de productos de alto valor como proteinas, vitaminas,
acidos grasos esenciales y pigmentos que resultan de interés en la industria alimenticia, far-
macéutica y cosmética [23].
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Pese al interés actual del uso de microalgas como materia prima para la obtencién de
productos bioenergéticos, la generacion de bioenergia a gran escala a partir de microalgas no
es econ6micamente rentable y todavia no es competitiva con los combustibles a base de fuentes
fosiles [10]. Por otra parte, una manera rentable para la obtencion de biocombustibles a partir
de microalgas es el aprovechamiento maximo de la biomasa que permitan la produccion
simultanea de productos de alto valor y coproductos bajo el concepto de biorrefineria [24].

2.5. Aplicaciones industriales de las microalgas

Los primeros registros del uso de las microalgas datan de hace mas de 2000 anos en China,
donde la especie Nostoc era utilizada como fuente de alimento en épocas de hambruna. Las
microalgas han sido utilizadas desde entonces principalmente como alimento, aunque existe
un gran potencial de aplicaciéon ya que poseen una diversidad de compuestos de interés
tecnologico y/o comercial. En la actualidad, existen diversas aplicaciones comerciales de las
microalgas ya que se pueden emplear para mejorar el valor nutricional de los alimentos y
piensos debido a su composicién quimica; juegan un papel crucial en la acuicultura y se
pueden incorporar en productos cosméticos. Ademas, se cultivan como fuente de materia
prima para la obtencion de biocombustibles y de moléculas de alto valor [25].

2.5.1. Alimentacién humana

El consumo humano de microalgas esta limitado a pocas especies, esto debido a que por
ser destinadas para el consumo humano se debe cumplir con controles de seguridad alimen-
taria. La Spirulina y la Chlorella son las especies més comercializadas actualmente y pueden
encontrarse en diferentes presentaciones como tabletas, polvos y suspensiones. Los beneficios
a la salud por la incorporacién de microalgas a la dieta son: supresiéon de la hipertension,
proteccion contra fallas renales y la disminucién de los niveles de azicar y colesterol en la
sangre, su actividad antiinflamaroria y la prevencion de la formacion de tumores [26] [27] [28]
[29]. Ademés, el reciente incremento de las dietas vegetarianas y veganas han favorecido el
mercado de las microalgas como fuente de alimentacién humana.

2.5.2. Alimentaciéon animal

Las microalgas pueden ser incorporadas a la alimentacion de animales de granja, peces y
mascotas. La acuacultura es el sector en donde las micralgas han tenido mayor explotacion.
Algunas especies de microalgas, tales como los géneros Chlorella, Scenedesmus y Spirulina,
tienen aspectos beneficiosos para los animales, ya que contribuyen a mejorar la respuesta
inmune, el control de peso, mantener una piel sana y pelo brillante. El consumo de microalgas
favorece el buen desarrollo de los animales, proveyéndolos de vitaminas naturales, minerales
y 4cidos grasos esenciales [26] [30] [31] [29].
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2.5.3. Cosmética

El extracto de ciertas especies de microalgas tales como Arthospira y Chlorella son em-
pleadas en la industria cosmética para el cuidado del rostro y la piel en general, como cremas
antiedad, productos refrescantes, regenerantes y emolientes. También se usan en cremas de
proteccion solar y productos de cuidado del cabello. Extractos ricos en proteinas de Arthos-
pira reparan los signos prematuros de envejecimiento de la piel y previenen la formacion de
estrias. Extractos de C. vulgaris estimulan la sintesis de coldgeno, promoviendo la regenera-
cion de tejidos y la reduccion de arrugas [30] [25].

2.5.4. Pigmentos

Los pigmentos son esencialmente moléculas que absorben la luz del espectro visible. La
longitud de onda que no es absorbida por estas moléculas es captada por el ojo humano Yy,
por lo tanto, muestra el color correspondiente [32]. Son de gran importancia en el desarrollo
de las microalgas debido a que son responsables de la absorcion de luz, la fijacién de COs,
proteccion celular contra danos por exceso de iluminacion, ademés de ser responsables de la
coloracion de éstas [33].

Las microalgas pueden producir diferentes pigmentos dependiendo de la especie y el color;
las microalgas verdes producen clorofila, las rojas y azules ficobiliproteinas y las amarillas
y naranjas carotenoides. Las microalgas son consideradas una fuente importante para la
producciéon de pigmentos debido a su capacidad de sintetizar pigmentos en concentraciones
mayores en comparacion con las fuentes convencionales [34]. Entre las aplicaciones de estos
pigmentos se puede destacar su utilizacion en la industria alimenticia, cosmética, nutracéutica
y farmacéutica como colorantes de origen natural [35].

2.5.5. Biofertilizantes

Otra aplicacion es la de biofertilizante. Las microalgas verdes-azuladas o cianobacterias
son altamente utilizadas en este sector gracias a su capacidad de fijar nitréogeno, provocando
un aumento en la fertilidad de los suelos, ademas algunas técnicas de conversion especialmente
la pirdlisis, producen carbon vegetal, llamado Biochar, que tiene un alto potencial para su
uso en la agricultura como fertilizantes [29] [36] [37].

2.5.6. Biocombustibles

Sin duda, una de las aplicaciones mas interesantes de las microalgas es la produccion de
biocombustibles para la obtencién de energia. Los biocombustibles procedentes de esta bio-
masa pueden ser obtenidos mediante la utilizaciéon completa de la biomasa como el bioaceite
obtenido en procesos de licuefaccion hidrotermal o pir6lisis o el biogéas por procesos de diges-
tion anaerobia, o a partir del uso de ciertas biomoléculas como los lipidos y azticares para la
obtenciéon de biodiesel y bioetanol, mientras que la biomasa residual puede ser utilizada para
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la produccion de metano por digestion anaerobia [38] [39]. Algunas companias como Repsol,
Cepsa, British Petroleum e Iberdrola han promovido la investigacion de biocombustibles a
partir de microalgas como biodiesel, bioetanol o biogas como fuente de energia [35].







Capitulo 3
Cultivo de microalgas

3.1. Introduccion

En una biorrefineria el cultivo de microalgas es la etapa principal, ya que permite estable-
cer el proceso de produccion de la biomasa. También, permite conocer los parametros fisicos
y quimicos que el microorganismo requiere para su adaptacion y crecimiento.

Si bien las microalgas pueden encontrarse en muchos ambientes, con fines de investigacion
es necesario su cultivo en sistemas artificiales, de manera que esto permita su cultivo bajo
condiciones determinadas. El cultivo de microalgas puede llevarse a cabo de dos formas: en
sistemas abiertos o cerrados, cada uno de ellos presenta una serie de ventajas e inconvenientes
que son presentados en la Tabla Estos sistemas se describen a continuacion.

3.1.1. Sistemas abiertos

El cultivo de microalgas en sistemas abiertos es la forma mas antigua y comun para el
cultivo masivo de microalgas. Estos sistemas consisten principalmente en estanques abiertos
poco profundos y su tamano es de uno o varios metros. Los sistemas abiertos pueden ser
naturales, circulares o del tipo raceway [40].

Circulares

Los estanques circulares son los sistemas de cultivos de microalgas a gran escala méas
antiguos, consisten en estanques similares a los estanques empleados para el tratamiento de
aguas residuales. El diseno de estos sistemas se limita a un tamano de aproximadamente
10,000 m? ya que es complicado tener una agitacion uniforme en estanques més grandes [41]
[20].

Raceway

Este sistema de cultivo consiste en un circuito cerrado de recirculacién, este tipo de ca-
nales suele tener una profundidad de 0.3 m y al sistema se le acopla un agitador de paletas

11
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para mezclar y permitir la circulacién de la biomasa para evitar la sedimentacion del culti-
vo. Son construidos en hormigon o tierra compactada. Pueden ser de diferentes longitudes y
diametros y generalmente forrados con plastico [42] [41].

La principal ventaja de estos sistemas es que son faciles de construir y operar en com-
paraciéon con un sistema cerrado. Sin embargo, presentan grandes inconvenientes como las
extensiones de tierra empleada, poco aprovechamiento de la luz por parte de las células, con-
taminacion y pérdidas de agua por evaporacion, sus tasas de transferencia masiva son muy
pobres dando como resultado una baja productividad de biomasa [40].

3.1.2. Sistemas cerrados (Fotobiorreactores)

Los fotobiorreactores (FBR) son sistemas cerrados para el cultivo de microalgas que pro-
porcionan ciertas ventajas como la regulacion y control de pardmetros, pérdidas minimas de
COsy y condiciones de cultivo que pueden ser reproducibles. Para lograr buenos rendimien-
tos en la productividad de biomasa microalgal es necesario una iluminacién adecuada en el
FBR, una relacion 6éptima superficie volumen, ciclos de luz-oscuridad y una buena y suficiente
transferencia de gases. Los FBRs tubulares y de placa plana son los disenos mas populares
para el cultivo de microalgas [43].

Fotobiorreactor de placa plana

Los FBRs de placa plana son sistemas de cultivo de gran interés para el cultivo de mi-
croorganismos fotosintéticos ya que su geometria promueve una alta eficiencia fotosintética.
Los FBRs de placa plana son construidos con materiales transparentes como vidrio, plexiglas
o policarbonato, la agitacion se logra por el burbujeo de aire a través de un tubo perforado
colocado en la base del FBR o por agitacion mecénica. La acumulacion de oxigeno disuelto
en el FBR es relativamente baja, son adecuados para el cultivo en masa [44] [20].

Fotobiorreactor tubular

Los FBRs tubulares son uno de los sistemas més adecuados para el cultivo al aire libre
debido a su superficie de iluminacién. Su construcciéon consiste en tubos de vidrio o plastico
que permiten la facil penetracion de la luz al cultivo, la recirculacion del cultivo es mediante
bombas. Pueden ser verticales, horizontales o casi horizontales [44] [20].

Fotobiorreactores verticales

Los FBRs verticales consisten en un tubo de polietileno o vidrio en el cual se hace pasar
aire por un compresor o una columna de burbujas. Su diseno se considera compacto, de
bajo costo, de facil operacion, permite llevar a cabo cultivos bajo condiciones estériles, lo
que permite su uso a escala laboratorio e industrial, ademés tienen un alta transferencia de
masa. Debido a la orientaciéon del reactor es importante tomar en cuenta la iluminacion, la
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agitacion, el material de construccion que permitan siempre la transferencia de luz a lo largo
de toda la geometria del FBR [43] [44].

Tabla 3.1: Tabla comparativa entre sistemas abiertos y cerrados. Elaborada con informacion
de [35]

Caracteristica Sistemas abiertos Sistemas cerrados
Riesgo de contaminacion Alto Bajo

Produccion de biomasa Bajo Alto

Calidad de la biomasa Variable Reproducible
Temperatura Muy variable Requiere enfriamiento
Pérdida de CO, Alta Baja

Evaporacion de agua Alta Baja

Irradiacion luminica Baja Alta

Control de condiciones

(pH, temperatura, etc.) Bajo Superior

Relacion superficie/volumen Baja Alta

Flujo de aire/CO4 Bajo Alto

Coste de instalacion Bajo Alto

Coste de mantenimiento Bajo Alto

Coste de cosechado Alto Bajo

Escalado Facil Dificil

Régimen de operacion Continuo Semicontinuo/discontinuo

Cabinas o incubadoras de crecimiento

Son considerados también sistemas de cultivo cerrado, los cultivos se realizan en incu-
badoras/cabinas de crecimiento para la produccion de microalgas en las que se mantiene
el cultivo bajo condiciones controladas de pardmetros ambientales como la temperatura y
la luz. El control de la temperatura puede realizarse por medio de una combinaciéon entre
termostatos y calefactores, mientras que la luz se aplica de manera artificial por medio de
lamparas fluorescentes o LED. Este sistema de cultivo se emplea generalmente para cultivos
a pequena escala pero el volumen del cultivo puede ir aumentando [45)].

3.2. Factores de crecimiento

El cultivo de microalgas tiene como finalidad la obtenciéon de biomasa para su posterior
transformaciéon, por lo que se espera que la productividad del sistema de cultivo debe ser
méaxima. Para cumplir con este objetivo se deben considerar factores que influyen en el 6ptimo
crecimiento de las microalgas y en la obtencion de maximos rendimientos en el cultivo. Estos
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factores son: nutrientes, agitacion, pH, temperatura e iluminaciéon. Si bien estos factores son
de suma importancia en el cultivo, se debe tener en cuenta siempre que cada factor influye
de manera diferente de acuerdo a la especie de microalga empleada.

3.2.1. Nutrientes

El nitrogeno y fosforo son dos de los principales macro-nutrientes que deben suplirse a las
microalgas para su crecimiento. El nitrégeno, al ser un componente de los acidos nucleicos
y las proteinas esta relacionado al metabolismo central de las microalgas. Generalmente se
suele encontrar en forma de nitrato (NOj ), nitrito (NOy ™), amonio (NH,4 ™), urea, entre otros
[30]. Las microalgas prefieren el amonio antes que los nitratos para su crecimiento, pero un
medio de cultivo carente de nitratos reducira su productividad [46]. La limitacion de nitro-
geno en el cultivo de microalgas puede ocasionar la decoloracion de las células (disminucion
de las clorofilas y un aumento de los carotenoides) y acumulacion de compuestos organicos
de carbono como los polisacaridos y ciertos aceites (PUFAs) [47] [31].

El fosforo es esencial para la formacion de dcidos nucleicos y la transferencia de energia
bioquimica. En los medios de cultivo el fosforo puede ser incorporado en forma de fosfato
(PO37), fosfato de hidrogeno (HPO;) o dihidrogeno fosfato (HoPO7 ™) [48] [30]. El fosforo a
menudo es uno de los factores limitantes mas importantes en el crecimiento de las microalgas
(aunque la biomasa microalgal contiene menos del 1% de P). Esto se debe a que se une
facilmente a otros iones, lo que provoca su precipitacion y en consecuencia, hace que este
nutriente esencial no esté disponible para la absorcion por microalgas [31].

3.2.2. Agitacion

La agitacion en el cultivo de microalgas es necesaria para evitar la sedimentacion de la
biomasa, proporcionar a las células la misma exposicion a la luz y nutrientes, mejorar la pro-
ductividad de las microalgas y mejorar el intercambio de gases. De lo anterior, el intercambio
de gases es de suma importancia ya que el aire introducido al cultivo proporciona el COq
para que las células lleven a cabo la fase oscura del proceso de fotosintesis. E1 COy contri-
buye también a la regulacion del pH en el cultivo [49] [50]. Ademas, la agitacion permite la
salida del oxigeno que se genera como parte del metabolismo de las microalgas, el cual puede
resultar toxico.

Sin importar la escala del cultivo, la agitacién debe proporcionarse siempre, ya sea me-
diante la mezcla manual para cultivos a pequena escala, ruedas de paletas, bombas y/o
compresores de aire para cultivos a gran escala. Siempre se debe tomar en cuenta que todas
las especies de microalgas son diferentes y algunas especies solamente pueden tolerar cierta
intensidad de agitacion [50)].
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3.2.3. Temperatura

La temperatura es un factor importante que es necesario controlar y monitorear en el
cultivo de microalgas, ya que afecta directamente a la fotosintesis, a los requerimientos nu-
tricionales y la composicion de las células [51] [52]. Como es el caso de todos los factores que
influyen en el crecimiento de microalgas, la influencia de este factor dependera de la especie.

Existen rangos de temperatura en los que las microalgas crecen de manera favorable, las
especies mesofilicas més comunes de microalgas suelen tener un crecimiento favorable entre
los 25 y 35°C. Las temperaturas inferiores a 16°C pueden retardar el crecimiento, mientras
que temperaturas por arriba de los 35°C pueden provocar la muerte de algunas especies [10]
53] [54] [53].

Este factor hace necesario un sistema de control de temperatura en el cultivo para ga-
rantizar las temperaturas adecuadas para el crecimiento. En sistemas cerrados de cultivo,
el control de parametros puede lograrse con relativa facilidad en comparacion con sistemas
abiertos. Por ejemplo, en un sistema cerrado el cultivo puede enfriarse con banos de agua
fria, o por medio de aires acondicionados, en el caso de los sistemas abiertos es algo més
complicado de controlar pero cubrir los estanques de cultivo podria llegar a funcionar [50]
[54].

3.2.4. Salinidad

La salinidad del medio de cultivo tiene gran influencia en el crecimiento de las microalgas,
en la productividad de lipidos y otros productos de interés. L.a mayoria de las microalgas
crecen mejor en condiciones de salinidad ligeramente més bajas que su habitat natural [50]
[46]. Las microalgas son capaces de ajustar el rango de salinidad de su medio, en general las
microalgas de agua de mar pueden tolerar mayor salinidad que las microalgas de agua dulce
[55] [56] [57].

3.2.5. pH

El pH del cultivo esta relacionado con factores como la productividad, la respiracion, la
alcalinidad y composicion ionica del medio de cultivo, la actividad microbiana autotroéfica y
heterotrofica y la eficiencia del sistema de adicion de CO5 [30] [58].

Diferentes cepas de microalgas pueden tolerar rangos de pH entre 7-9 [55] [50] [46] [30]
y se consideran 6ptimos niveles de pH entre 8.2 y 8.7 [50] [54]. Debido a la absorcion de
carbono inorganico por parte de las microalgas, el pH del cultivo puede aumentar. El cambio
de pH en los medios puede limitar el crecimiento de las microalgas a través de inhibicion
metabolica. A pH alto, el carbono esta disponible en forma de carbonatos, esto también
reduce la afinidad de las microalgas por el CO, libre. En cultivos fotoautotrofos, el consumo
de COy para la fotosintesis es mas lento y provoca la disminuciéon de la presion parcial de
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COs, lo que resulta en un aumento en el pH. El pH alcalino da como resultado indirecto
el aumento de triglicéridos y una disminucién de lipidos polares asociados a la membrana
debido a la inhibicion del ciclo celular [59].

3.2.6. Iluminacion

La luz es un factor importante en el crecimiento de las microalgas ya que la utilizan para
el proceso de fotosintesis, por lo que es necesario considerar la intensidad, la calidad espectral
y el fotoperiodo. Las microalgas no pueden usar toda la luz suministrada porque no absorben
todos los fotones y demasiada luz causaré la inhibicion del cultivo [50].

La irradiancia que recibe cada célula estd determinada por la irradiancia incidente, la
geometria del reactor y el sistema de mezclado [60] [61], 1a profundidad y densidad del culti-
vo: a mayor profundidad y concentracion celular, la luz debe ser la necesaria para penetrar a
través del cultivo. Se considera que para cultivos a escala laboratorio, una intensidad de luz
adecuada es de 1,000 luxes, mientras que para volimenes mas grandes la intensidad puede ir
de los 5,000-10,000 luxes [50]. La luz puede ser suplementada al cultivo de manera natural o
artificial por medio de lamparas fluorescentes o LED [50] [62].

Las microalgas absorben longitudes de onda entre los 400 a 700 nm para la fotosintesis
dependiendo de la especie. Por ejemplo, las microalgas verdes absorben la luz a través de las
clorofilas en el rango de los 450-475 y 630-675 nm, y los carotenoides entre los 400-550 nm
[63] [62].
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3.3. Metodologia

3.3.1. Microalgas

El cultivo microalgal mixto utilizado en este estudio fue colectado en una zona de lagos
temporales en Ciudad Azteca en el estado de México, pertenece a la coleccion de cultivos del
Laboratorio de Ficologia Aplicada UAMI (Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa).
La muestra empleada (ver figura[3.1)) para el siguiente trabajo se mantuvo en el laboratorio de
Bioenergia de IER-UNAM en medio Bayfolan Forte a condiciones de temperatura ambiental
de la Ciudad de Temixco, Morelos con iluminaciéon natural.

Figura 3.1: Fotografia del cultivo mixto de microalgas visto a 40X.

3.3.2. Medio de cultivo

Para todas las escalas de cultivo se empled como medio de cultivo el fertilizante agricola
foliar Bayfolan Forte (Bayer CropScience). La composicion del medio de cultivo se describe
en la Tabla 3.2
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Nutriente Concentracion

mg L1
Nitrogeno total (N) 139
Nitrato 1.9
Nitrito 0.003
N-amoniacal 23
Clorhidrato de tiamina 0.0486
Fosforo (P205) 97.36
Azufre (S) 2.79
Potasio como (k20) 73
Calcio (CaO) 0.30
Boro (B) 0.438
Cobalto (Co) 0.024
Cobre (Cu) 0.486
Manganeso (Mn) 0.438
Fierro (Fe) 0.608
Magnesio (MgO) 0.304
Molibdeno (Mo) 0.060
Acido Indol Acético 0.36
Zinc (Zn) 0.973

Tabla 3.2: Composicion del medio de cultivo

3.4. Sistema de cultivo

3.4.1. Fotobiorreactor

Para el cultivo microalgal se emplearon FBRs de tipo placa plana. El diseno y la cons-
truccion de los FBRs se realizo6 de manera conjunta. En la figura [3.2| se puede observar un
esquema del disefio de los FBRs. Los FBRs fueron construidos utilizando vidrio de 6 mm de
espesor. Las dimensiones de los FRBs son 60x10x50 cm.

Para el sistema de aireacion de los FBRs se emplearon cortinas difusoras para acuario de
neopreno (Oxi Kril) de 60 cm de largo y 13 mm de didmetro, encontrandose sujetas al fondo
de los FBRs con ventosas de succion. La incorporacion de los aireadores permite suministrar
aire al cultivo para evitar la sedimentacion y permitir la homogeneizacion del mismo, ademas
de proveer la fuente de carbono en forma de CO,.

Los FBRs cuentan con una tapa de acrilico de 5 mm de grosor desmontable para facilitar
los procesos de inoculacion, limpieza y esterilizacion. La tapa cuenta con 10 agujeros de 5
mm de didmetro que permite el intercambio de gases mientras que los FBRs estan en funcio-
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1 FBR de placa plana
2 Difusor de aire
3 Toma de muestra

4 Salida de gases

2—_

Figura 3.2: Representacion esquemética del diseno de los fotobiorreactores.

namiento, evitando el aumento de presion dentro del reactor, ademés de permitir la salida
del oxigeno que se genera como parte del metabolismo de las microalgas y cuya acumulacion
puede resultar toxica.

Para la toma de muestra se incorporaron tubos de Nylon de 5 mm de didmetro al orificio
central de las tapas de cada uno de los FBRs. En el anexo I se muestran los planos de los
FBRs.

3.4.2. Cabina de cultivo

Para el desarrollo de este proyecto de tesis era determinante aumentar la produccion de
biomasa bajo condiciones controladas en el laboratorio de Bioenergia del IER-UNAM con el
fin de facilitar los procesos de extraccion y caracterizacion de compuestos de interés. Aprove-
chando el espacio disponible dentro del laboratorio, se llevo a cabo el diseno y construccion
de una cabina de crecimiento con fotoperiodos (CCFP).

La CCFP fue fabricada con laminas de acero calibre 20 y perfiles tubulares calibre 18 en
su estructura, de dos niveles, en color blanco con acabado mate en el exterior e interior, cuen-
ta con perforaciones en una de sus paredes para la entrada y salida de cables y/o mangueras.
En uno de sus laterales exteriores la CCFP cuenta con una repisa de tres niveles para la
instalacion de componentes para los FBRs como por ejemplo humidificadores y compresores
de aire. Incluye un sistema de cuatro puertas de cierre con bisagras y cerradura, que permiten
el aislamiento de la luz del exterior al interior de la cabina y viceversa. La base incluye cuatro
patas con ruedas multidireccionales con sistema de frenos. En la figura se puede observar
el esquema del disenio de la cabina. En el anexo I se encuentran los planos de la CCFP.
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Figura 3.3: Representacion esquematica del diseno de la cabina de crecimiento con fotoperio-
dos.

La iluminaciéon de la CCFP es provista mediante tiras de LED de luz de dia, con indice
de reproduccion de color (IRC) de 94 y temperatura del color de 6500 k (SIECLED), en los
dos niveles. Para controlar la intensidad luminica cuenta con un dimmer (Leviton) de 600
W. Cuenta con un sistema de interrupcion horaria, para fotoperiodos, controlado a través de
un timer modelo 12.62.8 (Finder).

La CCMEFP esta disenada para la instalacion de dieciséis FBRs del tipo placa plana, ocho
FBRs en cada nivel, con soportes en ambos niveles para cada uno de los FBRs.

La cabina se construyé en las instalaciones del taller del IER-UNAM vy la instalacion de
las luminarias corrié a cargo de la empresa mexicana Sistemas Integrales en Electroingenieria

y Control LED (SIECLED).
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3.4.3. Preparacion de in6culo

El cultivo de microalgas para el presente trabajo se efectu6 a través de indculos sucesivos
partiendo de 1 L, seguido de 15 L, hasta alcanzar 144 L divididos en ocho FBRs de tipo placa
plana con volumen de 18 L cada uno.

Preparacion del inéculo de 1 L

El primer nivel de cultivo se llevo a cabo en un FBR FMT-150 (Photon Systems Ins-
truments), con capacidad de 1 L, acoplado a un sistema de distribucion de flujo de aire,
potenciémetro y agitador magnético. Se us6 un indculo de 100 mL, 1 mL de fertilizante
agricola foliar Bayfolan Forte 1000X (ver composicion en la Tabla y 900 mL de agua
destilada previamente esterilizada en autoclave.

El cultivo se mantuvo con agitaciéon constante, temperatura sinusoidal que se dividié en
periodos 12/12; 12 horas de 20-30 °C y 12 horas de 30-20 °C, con intensidad luminica de 375
pmol m~2 s7! en luz roja y blanca durante 24 horas. Para el seguimiento del crecimiento del
cultivo se generaron mediciones automaticas de densidad 6ptica cada 20 minutos.

Transcurridos 11 dias el cultivo del indculo se transfirio a un matraz por gravedad (figura
(b)) vy se almacen6 en una incubadora Precision Plant growth chamber - modelo 818
(Thermo Fisher Scientific) hasta su posterior uso, a una intensidad luminosa de 26 gmol m ™2
s~1, con fotoperiodos 12/12 luz/oscuridad a 19 °C, con agitacion diaria de 8 horas.

(a) Crecimiento del inoculo. (b) In6culo 1 L.

Figura 3.4: In6culo 1 L.
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In6éculo en 15 L

Para el in6culo en 15 L se us6é un FBR del tipo placa plana y se inocul6 con el in6culo
anterior de 1.5 L, 15 mL de fertilizante agricola foliar Bayfolan Forte 1000X (ver composicion
en la Tabla3.2) y 13.5 L de agua del grifo filtrada con un purificador de agua modelo PST-01
(Rotoplas) y esterilizada con lampara germicida de luz ultravioleta (U60) durante 15 minutos.

El in6culo se dejo crecer con agitacion constante suministrada por tres bombas de acuario.
Al sistema de aireacion se acopld un humidificador para evitar pérdidas por evaporacion, el
aire al interior del FBR era distribuido por un difusor de aire tipo cortina para acuario que
se encontraba sujeto al fondo del FBR. Para evitar contaminacion del cultivo se conect6 un
filtro de jeringa de 0.22 pum previo a la entrada del humidificador. La iluminacién se suminis-
tro al cultivo de manera artificial con una lampara LED de luz de dia PAR38D-LED/18/65H
(Tecnolite), en fotoperiodos 12/12 horas luz/oscuridad con intensidad luminica de 152 pmol

m~2 s7! y permanecit a 30 & 1 °C durante doce dias.

Transcurridos los 12 dias se detuvo la agitacion del cultivo y se transfirié por gravedad a
tres contenedores de 5 L y debido a la densidad del cultivo al fondo del FBR, ésta fraccion
se cosecho en un frasco con tapa azul de 1 L. Estos contenedores fueron almacenados en una
incubadora Precision Plant growth chamber - modelo 818 (Thermo Fisher Scientific) hasta
su posterior uso, con fotoperiodos 12/12 luz/oscuridad a 19 °C.

En la figura [3.5] se puede observar un diagrama de la instalacion y componentes del
fotobiorreactor que se empled para el cultivo del inéculo en 15 L. La figura muestra el
sistema de cultivo del in6culo en fotobiorreactor de placa plana.

1 FBR de placa plana

»un

2 Difusor de aire
3 Humidificador
4 Suministro de aire

5 Filtro de 0.22 um

6 Toma de muestra

I
E-3

7 Salida de gases 2

Figura 3.5: Diagrama de instalacién y componentes del fotobiorreactor.
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(a) Crecimiento del in6culo 15 L (exterior). (b) Crecimiento del inéculo 15 L (interior).

Figura 3.6: Sistema de cultivo del in6culo de 15 L.

3.4.4. Cultivo de 144 L

Para el altimo nivel de cultivo (144 L), se empled agua de grifo filtrada con un purificador
de agua modelo PST-01 (Rotoplas). Cada FBR se llenaba con 16 L de agua y posteriormente
el agua se esteriliza con una lampara germicida de luz ultravioleta (U60) por 15 minutos
dentro de la CCFP. Los 144 L de cultivo se distribuyeron en ocho FBR, cada uno recibié un
inoculo de 1.8 L con una concentracion celular de 12.3x10% cel mL~! y 18 mL de fertilizante
agricola foliar Bayfolan Forte 1000X (ver composicion en la Tabla .

El cultivo se dejo crecer con agitacion constante suministrada por un compresor de aire
modelo Acg-005 (Boyu) con ocho salidas de distribucion con un flujo de 7.69 L min~! de aire
para cada FBR. A cada FBR se acoplé un humidificador colocando un filtro de jeringa de
0.22 pum previo al mismo. El aire al interior del fotobiorreactor era distribuido por un difusor
de aire tipo cortina para acuario. La iluminacién se suministré al cultivo de manera artificial
mediante lamparas de tiras LED (luz de dia) con intensidad luminica de 340umol m=2 s™!,

a una temperatura de 30 + 1 °C.

En este nivel de cultivo en la CCFP, se tomaron como unidades de evaluacion cuatro de
los ocho FBRs. Se tomaron muestras cada 48 horas durante catorce dias para determinar el
crecimiento celular, consumo de nutrientes (nitrato, nitrito, nitrogeno amoniacal y fosfatos)
y concentracion de clorofila a y carotenoides totales. En la figura [3.7] se aprecian diversas
imagenes del cultivo de microalgas en la CCFP.
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Figura 3.7: Cultivo en la cabina de cultivo con fotoperiodos.

3.5. Medicion del crecimiento

El crecimiento celular se estimé a partir del conteo celular directo mediante caAmara de
Neubauer y por la determinacion de los cambios en la densidad 6ptica por espectrofotometria.

3.5.1. Conteo celular

El conteo celular se realiz6 cada 48 horas mediante recuentos de alicuotas tomadas de
los diferentes FBRs. El conteo celular se realizdé con una cidmara de Neubauer de 0.1 mm
de profundidad, bajo observacion directa en un microscopio AmScope T360b con el objetivo
10X. Se contaron las células presentes en los cuadros de conteo. La concentracion celular se
determiné de acuerdo a la siguiente ecuacion:

C = N % 10" % dil (3.1)

Donde: C = células mL.~!, N = promedio de células presentes en 1 mm? (0.1uL) y dil =
factor de dilucion. A partir de la concentracion celular, se puede determinar el crecimiento
especifico del cultivo mediante la siguiente ecuacion:

In(X, — X;)

De acuerdo a las propiedades de los logaritmos y en vista de que la mayoria de las
microalgas se reproduce mediante division binaria, la tasa de crecimiento se puede obtener
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directamente el nimero de divisiones celulares o de duplicaciones diarias de biomasa [64],
utilizando en la ecuacion anterior logaritmos en base 2 obteniendo la siguiente ecuacion:

~ [In(Xo/X1)/In(2)]
= (s —1)) (3.3)

Donde X; y X, representan la concentracion celular al t; y al ts.

Figura 3.8: Muestra de cultivo observada con el objetivo 10X.

3.5.2. Densidad 6ptica

Para medir la densidad optica del cultivo se utilizaron dos celdas de cuarzo. En una de
las celdas se colocaban 1.5 mL de agua destilada como blanco y en la otra se anadian 1.5 mL
de muestra del cultivo (figura . Las celdas se colocaban en los soportes del espectrofoto-
metro UV-1800 (Shimadzu) y se media la absorbancia en un rango de 400-800 nm. El valor
de absorbancia que se tomo6 para hacer el seguimiento del cultivo fue el de 750 nm, donde no
existe interferencia por pigmentos.
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Figura 3.9: Muestra tomada al dia ocho de cultivo.

3.6. Determinacién de pigmentos

La determinacion del contenido de clorofila a y carotenoides totales del cultivo de micro-
algas se llevo a cabo de la siguiente manera:

Se tomaban muestras de 1.5 mL de cultivo en tubos Eppendorf de 1.5 mL, posteriormente
se centrifugaban a 13,500 rpm durante 5 minutos en una centrifuga Mini Spin Plus (Eppen-
dorf) eliminando posteriormente el sobrenadante. El pellet obtenido se resuspendia con 1.5
ml de metanol y posteriormente se pasaba a un bano de ultrasonido durante 7 minutos, tras-
currido el tiempo cada tubo Eppendorf se agitaba en vortex por 1 min y los tubos se cubrian
con papel aluminio para impedir el paso de la luz y se almacenaban durante 24 horas a 4 °C.
Las lecturas se realizaban por duplicado.

Pasadas las 24 horas, las muestras se retiraban de refrigeracion evitando movimientos
bruscos. La determinacion de clorofila a y carotenoides totales se realizd con el sobrenadan-
te (figura midiendo la absorbancia de 400-700 nm en un espectrofotémetro UV-1800
(Shimadzu), usando metanol como blanco. El contenido de clorofila a y carotenoides totales
en pg mL™! se calcularon a partir de las siguientes ecuaciones propuestas por [65] y [66]
respectivamente:

Cl, = 15.65 4666 (3.4)

1000 —44.76
Carotenosioaies = A47022 N A666 (3.5)
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Figura 3.10: Extraccion de pigmentos con metanol.

3.7. Consumo de nutrientes

3.7.1. Determinacién de Nitrato

El método empleado fue la reduccion por cadmio, con un limite maximo de deteccién de
30 mg L=! de NOs-N. Para éste método, el cadmio metélico reduce a nitritos los nitratos de
la muestra. El ion de nitrito reacciona en un medio acido con el acido sulfanilico para formar
una sal intermedia de diazonio. Esta sal se une al acido gentisico para formar un producto
de color ambar [67].

Para la determinacion de nitrato (NO3-N) se prepararon muestras de 10 mL (1:10), a
las cuales se anadia un sobre de polvo reactivo NitraVer 5 (HACH) y se agitaban durante
un minuto, posteriormente se dejaban reaccionar por 5 minutos. Transcurridos los 5 min las
muestras se median en el colorimetro portatil modelo DR 900 (HACH) y se registraba el dato
de la medicion en mg L1,

3.7.2. Determinacion de Nitrito

Se us6 el método de diazotizacién con un limite maximo de deteccion de 0.3000 mg I.=*
de NOo-N. En este método el nitrito en la muestra reacciona con el acido sulfanilico para
formar una sal de diazonio intermedia. Esta se acopla al dcido cromotrépico para producir
un complejo de color rosa directamente proporcional a la cantidad de nitrito presente [67].

Se empleaban muestras de 10 mL (1:10) para la determinacion de NOo-N, cada muestra se
hacia reaccionar con un sobre de polvo reactivo Nitraver 3 (HACH), se agitaba hasta disolver
v la muestra se dejaba reaccionar por un periodo de 20 minutos. Trascurrido el tiempo las
muestras se median en el colorimetro portatil modelo DR 900 (HACH) y se registraba el dato
de la medicion en mg L1,
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3.7.3. Determinacion de Nitrégeno amoniacal

Se utilizo el método salicilato con un limite méximo de detecciéon de 50 mg L~ de NH;-N.
En este método los compuestos de amonio son combinados con clorina para formar mono-
clorina. La monoclorina reacciona con el salicilato para formar 5-aminosalicilato, el cual es
oxidado en presencia de un catalizador de nitroprusiato de sodio para formar un compuesto
de color azul. El color azul es enmascarado por el color amarillo del reactivo y da como color
final una solucion en color verde [68].

Para la determinacion de nitrogeno amoniacal (NH3-N) se emplearon muestras de 0.1 mL
de cultivo previamente centrifugada a 13,500 rpm durante 5 minutos en una centrifuga Mini
Spin Plus (Eppendorf). El sobrenadante se anadi6 a un tubo reactivo junto con un sobre de
polvo de salicilato de amonio y uno de cianurato amonio (HACH), se agit6 hasta disolver y
las muestras se dejaron reaccionar por 20 minutos. Transcurrido el tiempo las muestras se
median en el colorimetro portatil modelo DR 900 (HACH) y se registro el dato de la medicion
en mg L1,

3.7.4. Determinacion de Fosfato

Se us6 el método de digestion con persulfato 4cido con un limite maximo de deteccion
de 3.50 mg L™' de PO?". El método empleado consiste en que la presencia de fosfato en
forma orgénica e inorganica condensada (meta-, piro- u otros polifosfatos) debe convertirse
a ortofosfato reactivo antes del analisis. El pretratamiento de la muestra con acido y calor
proporcionan las condiciones para hidrolisis de las formas inorganicas condensadas. Los fosfa-
tos organicos se convierten a ortofosfatos calentandolos con acido y persulfato. El ortofosfato
reacciona con molibdato en un medio acido para producir un compuesto de fosfomolibdato.
El acido ascorbico luego reduce el compuesto, produciendo un color azul intenso de molib-
deno [67].

Para la determinacion de fosfato (PO37) se emplearon muestras de 10 mL (1:100) a las
cuales se les anadia un sobre de persulfato de potasio para fosfonato (HACH) y se agitaban
hasta disolver, posteriormente se calentaban a 150 °C por 30 minutos en un digestor modelo
DRB200 (HACH). Transcurrido este tiempo las muestras se retiraban del reactor y se dejaban
enfriar a temperatura ambiente, posteriormente se agregaban 2 ml de hidréxido de sodio
1.54 N y un sobre de polvo reactivo PhosVer 3 (HACH) al tubo con muestra, se agitaba
hasta disolver y se esperaban 2 minutos como periodo de reaccion. Trascurrido el tiempo las
muestras se median en el colorimetro portatil modelo DR 900 (HACH) y se registraban los
datos de las mediciones en mg L1,
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3.8. Cosecha y secado

Transcurridos catorce dias de cultivo se detuvo la aireaciéon de cada uno de los FBRs y la
iluminacion en la cabina de crecimiento. La biomasa se transfirio a garrafones de plastico con
capacidad de 20 L. El cultivo se centrifug6 en un solo lote en una centrifuga tubular mode-
lo AS16 (Super Sharples) a 15,000 rpm, con un flujo de alimentaciéon de 70 L h~! (ﬁgura.

La biomasa se recuper6 en forma de pasta de la membrana de teflon de la centrifuga y se
registro el peso de la biomasa hiimeda. Posteriormente la biomasa se transfirié a una charola
metalica para su secado en un horno con temperatura oscilante entre 42 y 60°C durante 72
horas, se registro el peso de la biomasa seca (figura , se recolect6 y se almacen6 en un
lugar fresco y seco hasta su uso.

El proceso de centrifugacion y secado de biomasa se llevo a cabo en las instalaciones de
planta piloto del Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Figura 3.11: Cosecha y centrifugacion del cultivo.

(a) Biomasa humeda. (b) Biomasa seca.

Figura 3.12: Biomasa obtenida.
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3.9. Resultados y discusion

3.9.1. Seguimiento de crecimiento celular

La dinamica de crecimiento en los cultivos de microalgas se describe en la figura [3.13
donde se esquematiza la fase lag o de adaptacion (1), exponencial (2), declinacion del creci-
miento (3), estacionaria (4) y muerte(5) [69].

# Log de células

Tiempo

Figura 3.13: Dindamica de crecimiento en microalgas.

La temperatura, el pH, la salinidad, la irradiancia y los nutrientes, son los principales fac-
tores que influyen en la calidad y cantidad del cultivo. En el presente trabajo las microalgas
crecieron en un ambiente de iluminacién de 340 pmol m~2 s=! proveniente de luz de tiras
LED (luz de dia), a una temperatura de 30 + 1 °C , utilizando fertilizante agricola foliar
Bayfolan Forte como medio de cultivo.

La curva de crecimiento se realiz6 utilizando los conteos celulares cada 48 horas. En la
figura [3.14] se muestra el promedio contabilizado de cuatro muestras del dia cero al dias
catorce con su correspondiente barra de error.

En la figura [3.14] se observa la disminuciéon de la concentracion celular el dia cuatro. En
la figura [3.15] se observa el decaimiento de la velocidad especifica de crecimiento el mismo
dia. Esto llevo a la decision de reinocular el cultivo por lo que el dia cinco se anadieron
100 mL de un nuevo indculo que tenfa una concentracion celular de 65.3x10% Cel mL~! a
cada FBR. A partir del dia cinco y hasta el dia catorce se observa la continuidad en el creci-
miento celular demostrado por la suma progresiva de las duplicaciones celulares (Figura.
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Figura 3.15: Crecimiento del cultivo. Concentracion celular en Cel mL~! (linea color verde)
cada punto representa el promedio de cuatro réplicas y su respectiva barra de error. Suma
progresiva de duplicaciones celulares (linea color anaranjado).
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Por otro lado, para poder saber si es posible determinar la producciéon de biomasa de
forma indirecta mediante los valores de densidad oOptica, se puede determinar la correlacion
que existe entre los datos obtenidos por conteo celular directo en el microscopio y los datos
de absorbancia a 750 nm donde no existen interferencias con pigmentos. En este trabajo
se utiliz6 el método de regresion lineal. El uso de este método para evaluar la produccion
de biomasa podria estar sujeto a ciertos errores, por lo que es importante el uso adecuado
del microscopio y camara de Neubauer si no se tiene un cultivo monoalgal y axénico. Si
bien el recuento celular puede ser una practica tediosa, nos permite conocer la morfologia,
el tamano, estado reproductivo y fisiologico de las células, asi como también la presencia de
contaminantes [70].

= = = =
o ) IS o
1

Concentracion celular (cel mL'l)
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o 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
005 01 015 02 025 03 035 04 045 05 0.55

Absorbancia 750 nm

Figura 3.16: Correlacion de la concentracion celular contra la densidad 6ptica a 750 nm.

En la Figura[3.16]se puede observar la linealidad entre la concentracion celular (Cel mL~!)
y la absorbancia a 750 nm con un R? = 0.9801 en este trabajo. Si bien es cierto que la corre-
lacion ésta por arriba del 0.90, la precision de los resultados puede no ser confiable, ya que se
sabe que en cultivos de cepas puras se reportan valores de R? = 0.99. Un ejemplo de ello es
la correlacion encontrada por Lu et al. (2017) para el cultivo de cinco especies de microalgas
en donde obtiene valores de R*=0.99 para cada uno de los casos [71].

En diferentes estudios previos realizados con el cultivo mixto empleado en este traba-
jo y utilizando diferentes condiciones de cultivo como: intensidad luminosa, temperatura y
volumen de cultivo, se observaron caidas drasticas de la concentraciéon celular a partir del
dia quince. Esto también se observo en cultivos posteriores realizados en la CCFP. Dichos
resultados no estan incluidos en este trabajo, sin embargo se logré una condicién donde se
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obtuvo biomasa suficiente para la siguiente etapa del proyecto que era la extraccion de caro-
tenoides en condiciones supercriticas. Se obtuvieron 34.5 g de biomasa seca. Esto representa
un aumento de 9.6 veces en la capacidad de producciéon de biomasa al pasar de un FBR de
15 L a ocho FBRs con 18 L de cultivo cada uno.

3.9.2. Concentracién de pigmentos

La determinacion de pigmentos se realizd sobre muestras del cultivo tomadas cada 48
horas. Para realizar el calculo de la concentraciéon de pigmentos se requirié del espectro de
absorbancia de los pigmentos extraidos utilizando metanol.

x10-7
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I Clorofila a
8 I Carotenoides | 1
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Figura 3.17: Concentracion de pigmentos del dia 0 a 14 de cultivo. Concentracion de clorofila
a (barras color verde). Concentracion de carotenoides (barras color anaranjado).

En la figura [3.17] se aprecia que la concentracion de clorofila a el dia cero fue de 2.39 x
1077 pug Cel™!. El dia dos la concentracion de clorofila a aument6 a 8.78 x 1077 ug Cel™L.
Posteriormente el dfa cuatro se observa una disminucion de la concentracion celular (Figuras
y . En los dias seis y ocho se observa el aumento de la concentracion de clorofila
que concuerda con el crecimiento celular luego de la reinoculacion el dia cinco (Figuras m
v . A partir del dia ocho con una concentracion de 5.76 x 10~7 ug Cel™! y hasta el dia
catorce se observa la disminucion hasta un valor de 3.37 x 1077 ug Cel™!. Este comporta-
miento no correlaciona con el aumento en la concentracion celular (Figuras y , lo
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que descarta el seguimiento de clorofila para la determinacion de acumulacion de biomasa.

También en la figura [3.17] se aprecia también la concentraciéon de carotenoides por célula
conforme al paso de los dias, el dia cuatro la concentraciéon de carotenoides aumento a 6.53
x 1077 ug Cel™!. Finalmente se observa un decremento a partir del dia seis de 2.94 x 1077
pg Cel™t y hasta 1.02 x 1077 ug Cel™! el dia catorce.

El contenido de pigmentos en las microalgas no es una caracteristica estable ya que
puede variar conforme a la velocidad de crecimiento, las condiciones ambientales y la fase
de crecimiento. Esto esta relacionado principalmente con una mejor absorciéon de nutrientes
por parte de las células, especialmente el nitrégeno para estimular la produccién de clorofila
[72][73]. La acumulacion de clorofilas puede estar asociada a una mejor disponibilidad y/o
absorcion de nutrientes, mientras que el aumento de carotenoides se pudiera considerar como
una respuesta al estrés por las condiciones de intensidad luminica que reciben las células [74]
[75] y coincide con el méximo valor de carotenoides observado el dia cuatro (Figura
cuando la concentracion celular fue mas baja (Figuras y .
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3.9.3. Consumo de nutrientes

Consumo de fosforo

Uno de los principales nutrientes necesario en el crecimiento de la microalga es el fosforo.
La Figura [3.18 muestra la capacidad de asimilacion de fosfato que presento el cultivo micro-
algal.
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Figura 3.18: Variaciéon de la concentracion de PO}~

Partiendo de una concentracion inicial de 162 £ 0.81 mg L= de fosfato (P03 ™), se observa
que con el paso de los dias la concentracion de P03~ va disminuyendo llegando a una concen-
tracion final de 95.25 mg L™ para cada FBR como se observa en la figura Como es de
esperarse el consumo de fosfatos tiene un impacto en el crecimiento de las microalgas (Figuras
y , yva que a medida que la concentracion celular aumenta se reduce la presencia de
este nutriente en el cultivo. El fosforo no ha limitado el crecimiento de las microalgas en el
presente estudio. La concentracion de fosfato disminuyo, pero no se agotd. El fosforo es una
parte integral de los acidos nucleicos y las membranas biologicas y actia como un sustrato
portador de energia quimica (ATP) en el citoplasma [73].
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Consumo de nitrégeno

Para evaluar el consumo de nitrégeno como se mencion6 anteriormente, se evalu6 el con-
sumo de NOo-N, NO3-N y NH;3-N. En las graficas [3.19|se puede observar el consumo de estos
nutrientes conforme al paso de los dias.
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Figura 3.19: Variaciones de las concentraciones de a) nitrato, b) nitrogeno amoniacal y c)
nitrito durante el crecimiento celular. Cada punto en las curvas representa el promedio de
cuatro réplicas y su respectiva barra de error.

En la figura 3.19] (a) se puede observar las variaciones en la concentracion de NOg-N.
Primeramente se observa un aumento que va de 9 &= 0.81 a 14 mg L~ entre el dia cero y dos;
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posteriormente del dia dos al catorce se observan cambios en la concentraciéon de NO3-N que
oscilan entre 13 y 14 mg L1

Para el caso de la concentracion de NH3-N, en la figura [3.19] (b) se puede observar una
disminucion gradual en la concentracion pasando de 32 a 28 mg L™! en los catorce dfas de
cultivo, lo anterior se traduce en una reduccién de la concentracién de NH3-N de 4 mg du-
rante todo el experimento (0.285 mg dia™!).

Finalmente en la figura m (c), se puede observar que la concentracion de NO; N en el
medio aumenta desde el inicio hasta el final del experimento pasando de una concentraciéon
inicial de 0.41 4 0.063 a 3.36 & 0.076 mg L~" el dia catorce.

En cuanto al comportamiento en la concentracion de NOj3-N, se observaron ligeras fluc-
tuaciones entre el dia dos y catorce. Sin embargo, se logra observar la disminucién del NH3-N
a partir del dia cero y hasta el dia catorce de cultivo. Estudios sobre el consumo de amonio
y nitrato por diferentes microalgas indican que cuando ambas fuentes de nitrégeno estan
presentes en el mismo medio, el amonio es consumido preferentemente debido al menor costo
energético que su consumo implica [76] [77]. Ademés, en presencia de amonio el consumo
de NOj3-N puede ser reducido e incluso inhibido debido a que las enzimas encargadas de
su consumo permanecen inactivas por el proceso de asimilacién de amonio. Y el consumo
de NO3-N, tiende a ser importante cuando el amonio es consumido casi en su totalidad, ya
que se activa la enzima nitrato reductasa [78| [79] [80]. Lo anterior puede tener una relacion
con lo observado en las concentraciones de NOo-N, debido a que la presencia de NO3-N y el
NH;3-N en el medio las microalgas pudieron acumular altas concentraciones NO,-N de for-
ma intracelular que posteriormente excretaron para evitar sus efectos toxicos. Lourenco et
al. (1997) y Lomas et al. (2000), observaron un comportamiento similar en el cultivo de 7.
gracilis y diatomeas y flagelados respectivamente, cuando los cultivos eran ricos en fuentes
de nitrogeno [81] [82].

Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran que a pesar que el NO3-N y el
NH;-N se encuentren presentes en el medio, las microalgas prefieren el consumo de amonio
como forma de nitrégeno y que el NO3-N llega a ser consumido en muy bajas concentraciones.
Valenzuela et al. (2005) observo un comportamiento similar en el cultivo de Rhodomonas sp
[78].

Las fuentes de nitrogeno y fosforo presentes en el medio de cultivo utilizado no se agota-
ron, su consumo es del 41 % para fosfatos y 12% para amonio respectivamente. Por lo que
se podria utilizar un medio formulado con la concentracion adecuada de sales de amonio y
fosfatos que eviten el desperdicio de nutrientes que ademas pueden ser contaminantes en la
descarga de los residuos.







Capitulo 4
Biorrefineria: Obtencion de metabolitos
de alto valor

4.1. Biorrefinerias de microalgas

Las microalgas representan una materia prima potencial para la producciéon de biocombus-
tibles, debido a que es posible la obtencion de biodiesel, bioetanol, biometano y biohidrégeno
a partir de las mismas, ya sea por conversion termoquimica o bioquimica [83]. Sin embargo,
debido a los altos costos de produccion, la generacion de bioenergia a gran escala a partir de
microalgas no es econdmicamente rentable y todavia no es competitiva con los combustibles
a base de fuentes fosiles.

Por otra parte, la biomasa microalgal es actualmente empleada para la extraccion de
productos de alto valor con uso en cosméticos, suplementos alimenticios, alimentos, pigmentos
y productos para la salud. Bajo este contexto, una manera rentable para la obtencién de
biocombustibles de microalgas es la produccion simultanea de productos de alto valor y
coproductos bajo el concepto de biorrefinerias [24]. Una biorrefineria de microalgas consiste
en un proceso que integra instalaciones y equipos para convertir a la biomasa microalgal
en biocombustibles y productos de altos valor como proteinas, lipidos, carbohidratos, dcidos
grasos poliinsaturados y pigmentos, todos estos derivados con gran importancia en la industria
cosmética, alimenticia y farmacéutica [84].

4.2. Microalgas y carotenoides

Los carotenoides son pigmentos terpenoides, liposolubles, compuestos por 8 unidades de
isopreno. Son responsables de la coloracién amarilla brillante, anaranjada y roja en frutas,
verduras, micro y macroalgas y crustaceo [85] [86] [87]. Contienen cadenas de polieno cro-
moéforo que dan lugar a los diferentes colores. Son sintetizados por todos los organismos
fotosintéticos tales como: algunas bacterias, plantas y algas, también, por algunos organis-
mos no fotosintéticos, como bacterias y hongos [85]. También son denominados pigmentos
accesorios o secundarios. En organismos fotosintéticos son importantes para la captacion de

39
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luz y la proteccion de éstos ante la fotooxidacion [88] [89).

Los carotenoides se clasifican principalmente en dos tipos: (i) carotenos, constituidos por
hidrégeno y carbono como por ejemplo el a-caroteno, 3-caroteno y licopeno y (ii) xantofilas,
compuestos por hidrogeno, carbono y oxigeno como es el caso de la luteina, zeaxantina, neo-
xantina, violoxantina, flavoxantina y fucoxantina. La estructura de estos compuestos puede
verse en la figura donde se muestran ejemplos de cada grupo [90] [85] [91] [92].

a) b)

W X ] IR

Figura 4.1: Estructuras moleculares de los carotenoides a) Carotenos ([-caroteno), b) Xan-
tofilas (Luteina). Adaptado de: Jin et al. (2013 [90]).

o

En los dltimos anos la demanda de carotenoides esta en aumento debido a su importancia
en la salud humana, la industria cosmética, nutracéutica y alimentaciéon animal. Los carote-
noides que se comercializan en la actualidad provienen de sintesis quimica, lo que provoca
incertidumbre entre los consumidores, misma que ha impulsado la demanda en el mercado
de carotenoides obtenidos a partir de fuentes naturales [93] [94] [25] [85].

Las microalgas marinas han sido estudiadas como una fuente natural y sostenible para
la obtencion de carotenoides, ya que ofrecen ventajas de costo, escala, tiempo y rendimiento
sobre las fuentes naturales que convencionalmente se emplean para la extracciéon de carote-
noides [34] [85] [95]. En la figura se muestra una grafica comparativa del contenido de
carotenoides de algunos frutos, vegetales, flores y especies de microalgas.
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Figura 4.2: Contenido de carotenoides en diferentes fuentes naturales. Adaptado de: Mulders
et al. (2014) [34].

En las microalgas, los carotenoides se pueden clasificar en carotenoides primarios y se-
cundarios, segiin su metabolismo y funciéon. Los carotenoides primarios son componentes
estructurales y funcionales en el aparato fotosintético de la célula y son esenciales para la
supervivencia celular. Por su parte, los carotenoides secundarios se refieren a pigmentos extra-
plastidicos, producidos a través de la induccion de la carotenogénesis, mediante condiciones
de estrés como la deficiencia de nutrientes, alta salinidad, luz, etc. [96] [97] [98]. Son consi-
derados carotenoides primarios el a-caroteno, [S-caroteno, luteina, fucoxantina, violaxantina,
zeaxantina y neoxantina, y carotenoides secundarios la astaxantina, cantaxantina y equine-
nona [99] [85].

Los carotenoides, ya sean primarios o secundarios, son considerados de importancia por
sus posibles aplicaciones en las industrias farmacéutica, alimentaria y cosmética, por sus pro-
piedades de pigmentacion, antioxidantes, biologicas, entre otras. En la tabla se muestran
ejemplos de carotenoides producidos por diferentes tipos de microalgas y su uso potencial.




Tabla 4.1: Pigmentos de microalgas y su potencial aplicacion [100].

Grupo de pigmen- | Nombre Microalga Color Aplicacién
tos
Carotenoides (Carote- | f— carotenos | Dunaliella salina, | Amarillo Provitamina A; antioxi-
nos) Dunaliella  bardawil, dante; aditivo alimentario
Botryococcus braunis E160a; coloracion de la
yema de huevo
Carotenoides (Tocofe- | a— tocoferol | Chlorella sp, Nan- | Café Vitamina E; aditivo alimen-
rol) nochloropsis oculata, tario E306, E307, E308; an-
Stichococcus  bacilla- tioxidante en cosméticos y
ris, Fuglena gracilis alimentos
Carotenoides (Carote- | Bixina Dunaliella salina Ambar Aditivo alimentario E160b
nos) (colorante); productos cos-
méticos
Carotenoides (Xanto- | Violaxantina | Botryococcus braunii, | Naranja Aditivo alimentario E160b
filas) Dunaliella tertiolecta,
Nannochloropsis sp
Carotenoides (Xanto- | Astaxantinas | Haematococcus — plu- | Salmén- roji- | Aditivo alimentario E161j;
filas) walis,  Botryococcus | 7o antioxidante; cultivo de sal-
braunii mon y trucha (color, res-
puesta inmune)
Carotenoides (Xanto- | Fucoxantina Chlorella protothecoi- | Amarillo- Aditivo alimentario E161b;
filas) des, Chlorella zofin- | naranja coloraciéon amarilla de ye-

giensis, Botryococcus
braunii, Chlorococcum
citriforme, Dunaliella
salina,  Muriellopsis
sp, Neospongiococ-
cum gelatinosum,
Phaeophyceae

ma de huevo; pigmentacion
de tejidos animales; farma-
céutico: degeneracion anti-
macular, cancer de colon;
cosméticos: coloracion
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Tabla Continuacion.

Carotenoides (Xanto- | Zeaxantina Nannochloropsis ocu- | Oro-naranja | Aditivo alimentario E161g;

filas) lata, Nannochloropsis cultivo de salménidos y po-
salina, Nannochlorop- llos; pastillas bronceadoras.
sis gladitana

Ficobilinas Ficocianina Cyanobacteria, Rojo Técnicas de inmunofluores-
Porphyridium cencia; etiquetas para anti-

cuerpos; receptores y otras
moléculas biologicas.
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La astaxantina, zeaxantina, f-carotenos, fucoxantina, cantaxantina y luteina son los ca-
rotenoides presentes en las microalgas con mayor importancia en términos comerciales [1T].

4.2.1. Aplicaciones de los carotenoides

Salud humana

Los carotenoides presentes en las microalgas tienen actividad antioxidante y muchos es-
tudios han comprobado sus beneficios para la salud humana. La adicién de carotenoides a la
dieta contribuye a la defensa antioxidante de humanos y animales [I0T]. El S-caroteno ayuda
a disminuir los efectos daninos de los radicales libres, los cuales se asocian a varias formas
de céncer. La luteina y la zeaxantina se relacionan a la disminucion del riesgo de enferme-
dades cromicas como cataratas, la degeneracién macular, la arterioesclerosis y también en la
prevencion del cancer [102] [11] [T03].

Industria alimentaria

Los carotenoides y especialmente el S-caroteno se pueden utilizar como pigmentos en ali-
mentos y bebidas para mejorar su apariencia para los consumidores, como jugos de frutas,
refrescos, confiteria, margarina, productos horneados y lacteos. También se pueden utilizar
en la formulacion de alimentos saludables, gracias a sus propiedades antioxidantes. Ademas,
los carotenoides se pueden aplicar a la alimentacién animal para el enriquecimiento del color
amarillo en los huevos, para mejorar el color de las aves, peces y crustaceos, mejorar la apa-
riencia de los alimentos para mascotas [104] [10T] [105].

Valor comercial de los carotenoides

Como se mencion6 anteriormente, en los tltimos anos la produccion de carotenoides se ha
convertido en uno de los mercados méas importantes en la biotecnologia de microalgas, debido
a que la demanda de carotenoides a partir de fuentes naturales estd en aumento. Esto ha
generado grandes esfuerzos para mejorar la producciéon de carotenoides de fuentes biologicas
[106]. De acuerdo a lo publicado por Busines Communications en marzo del 2008, el mercado
global de carotenoides alcanz6 $766 millones de dolares, con expectativas de aumentar a $1.53
mil millones para 2021 [I1] [I07]. Particularmente los ingresos del mercado de la axtasantina
para alimentacion animal y la industria nutraceutica fue de $300 y 30 millones de dolares en
2009 y se espera que aumente a $800 y 300 millones de délares para 2020 respectivamente.
Para el caso del 3-caroteno y la luteina se estimaron ingresos de $334 y 309 millones de dodlares
en 2018 respectivamente [107]. Actualmente el precio del S-caroteno purificado obtenido de
fuentes naturales alcanza precios en el mercado de entre $1,000 y 2,000 dolares por kilo contra
el B-caroteno obtenido de manera sintética que alcanza precios que van de entre los $200 y
400 dolares [108].
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4.3. Métodos de extraccion de carotenoides

Los carotenoides producidos por algas generalmente se localizan en el cloroplasto o se
acumulan en vesiculas, matriz citoplasmica o se unen a membranas y otras macromoléculas
en el espacio intracelular. La pared celular y la membrana plasmética que rodea la célula, asi
como las membranas de cloroplastos, actian como una barrera que limita en gran medida
la velocidad de transferencia de masa de carotenoides y otros compuestos intracelulares [11].
Ademas, como son compuestos sensibles a la luz, el oxigeno, compuestos acidos y tempera-
turas elevadas [86], es de suma importancia la seleccion de métodos que permitan llevar a
cabo su extraccion sin danar o alterar su composicion final. Los métodos de extraccion de
compuestos como los carotenoides a partir de microalgas pueden clasificarse en convenciona-
les y no convencionales, a continuaciéon se describen algunos ejemplos de éstos métodos de
extraccion.

4.3.1. Convencionales

Las técnicas de extraccion convencionales se basan en el uso de solventes organicos como
el hexano, diclorometano, cloroformo, acetona, etanol, etc. La extraccion Soxhlet es el tipo
de extraccion convencional méas empleada para la extraccion de carotenoides a partir de
microalgas. Los métodos convencionales de extracciéon son considerados econémicos y faciles
de escalar, pero debe considerarse que las extracciones se llevan a cabo en periodos largos
de tiempo, requiere de tratamientos adicionales como la evaporacion, se emplean grandes
cantidades de disolventes que pueden llegar a ser perjudiciales para el medio ambiente si no
son tratados debidamente [97] [109] [85] [110] [11T].

4.3.2. No convencionales

Electrotecnologias

Las electrotecnologias son técnicas de extraccion no térmicas y ecologicas, empleadas para
la extraccion de compuestos intracelulares a partir de plantas y biosuspensiones como en el
caso de las microalgas. Dentro de las electrotecnologias se encuentran: el campo eléctrico
pulsado (PEF, por sus siglas en inglés), campo eléctrico moderado (MEF, por sus siglas en
inglés) y descarga eléctrica de alta tension (HVED, por sus siglas en inglés). Si bien cada
una de las tecnologias se opera de manera diferente, todas tienen la finalidad de inducir
la desintegracion celular mediante corriente eléctrica que permita la extraccion selectiva de
compuestos intracelulares [85].

Extracciéon con liquidos presurizados (PLE)

La extraccion con liquidos presurizados (PLE, por sus siglas en inglés), se considera una
técnica verde para la extraccion de compuestos a partir de fuentes bioldgicas. La extraccion
con PLE utiliza solventes a temperatura y presion elevadas (en un rango de 50-200 °C y
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35-200 bar). Las altas temperaturas aceleran la cinética de extraccion, mientras que la alta
presion mantiene al disolvente en estado liquido permitiendo asi extracciones rapidas y segu-
ras. Es considerado un método de extraccion amigable con el medio ambiente debido a que
se emplean procesos automatizados que permiten el uso de menos solvente y poco tiempo de
extraccion, ademéas de que se pueden emplear solventes como el agua y el etanol [112] [85]
[113).

El uso de la PLE para la extraccién de carotenoides en microalgas ha sido limitado y
reciente, pero es un método recomendable para la extraccién de carotenoides sensibles a la
luz y al oxigeno [114].

Extraccién asistida por microondas (MAE)

La extraccion asistida por microondas (MAE, por sus siglas en inglés) se basa en la asis-
tencia de la radiacion electromagnética con frecuencias de 0.3 a 300 GHz, que inducen el
calor dentro del material a través de la rotacion dipolar y la conduccién iénica de las molé-
culas. La activacion de éstas moléculas y el calor generado en éste proceso pueden debilitar
o romper las paredes celulares, por lo que los compuestos bioactivos pueden liberarse més
facilmente desde la matriz del material a los solventes de extraccion. Se ha utilizado la MAE
para obtener compuestos bioactivos como lipidos y pigmentos de microalgas de los géneros
Chlorophyceae, Bacillariophyceae, Eustigmatophyceae y Phaeophyceae [115] [116] [110] [2].

Extraccion asistida con ultrasonido (UAE)

El principio de la técnica de extraccion asistida con ultrasonido (UAE, por sus siglas en
inglés) es la cavitacion acustica para la formacion de burbujas que implosionan las fuerzas de
cizallamiento, lo que permite dar paso a la ruptura de la pared celular de manera que permite
que el solvente penetre a la materia vegetal y como resultado de ésta ruptura celular aumenta
el area de contacto entre el solvente y el compuesto de interés. Esta técnica proporciona
ventajas sobre las extracciones convencionales con solventes ya que mejora el rendimiento y
la velocidad de extraccion, requiere menor tiempo de extraccion, temperaturas bajas y uso
reducido de solvente, algo que resulta de suma importancia en la extracciéon de compuestos
termolabiles como los carotenoides [110] [113] [1T4].

Extraccion con fluidos supercriticos (SFE)

Un fluido supercritico (SF, por sus siglas en inglés) es aquel fluido que se lleva a sus condi-
ciones criticas de temperatura y presion (Figura , en éstas condiciones varias propiedades
del fluido se posicionan entre las de un gas y un liquido. Un SF tiene una densidad similar
a la de un liquido, su viscosidad es parecida a la de un gas y su difusividad se encuentra
intermedia entre los dos estados [I11] [I17]. Las propiedades de un SF pueden observarse en
la tabla
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Figura 4.3: Diagrama de fases solido/liquido/gas PT: punto triple, PC: punto critico, Pec:
presion critica, Tc: temperatura critica Tomada de: Mendiola et al. (2008) |118].

Tabla 4.2: Valores de varias propiedades fisicoquimicas de gases, liquidos y fluidos supercri-
ticos Tomada de: Herrero et al. (2006) [111].

Estado del fluido Densidad Difusividad Viscosidad
(p, g/em® ) (Dap, cm?/s) ( p, g/cm*s)

Gas 1073 1071 10~
Liquido 1 <107° 1072
Supercritico 0.3-0.8 107310 1074-1073

Por lo anterior un SF tiene la ventaja de que su solubilidad puede modificarse en funcion
al cambio de su temperatura y/o presion, lo que le permite ser empleado para extracciones
de manera selectiva de diversos compuestos [111] [I19] [120]. La extraccion con fluidos su-
percriticos (SFE, por sus siglas en inglés) es el método no convencional mas empleado para
la extraccion de carotenoides a partir de microalgas [85] [119].

Algunos solventes como el CO», el argon, la acetona, el agua, el etanol, etc., pueden ser
empleados para la extraccion de compuestos en condiciones supercriticas. Actualmente, el
COs, es el solvente més empleado para las SFE por sus ventajas como: baja toxicidad, infla-
mabilidad, alta pureza, amigable con el medio ambiente, bajo precio, no corrosivo y puede
alcanzar con facilidad las condiciones supercriticas [111] [121] [122] [118]. Sin embargo, tam-
bién es posible agregar cosolventes como el metanol o el etanol para aumentar la extraccion
de compuestos polares [122] [85].

La extraccion de compuestos usando SFE, consiste en una serie de pasos que se describen
a continuacion: (a) el sustrato solido absorbe el solvente supercritico y se promueve la ex-
pansion de las estructuras celulares del sustrato; (b) de manera simultanea, los compuestos
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solubles son disueltos en el disolvente; (¢) los compuestos disueltos se transfieren por difu-
sion a la superficie solida; y (d) son transportados por el solvente y removidos del extractor
[122], 123].

El equipamiento de un sistema de SFE puede constituirse de la siguiente manera: (1) tan-
que de almacenamiento, se almacena el fluido empleado como solvente; (2) intercambiador de
calor, el fluido se enfriara hasta alcanzar una temperatura que le permita pasar por la bomba;
(3) bomba, que permite elevar la presion del fluido a una presion critica; (4) intercambiador
de calor, para calentar el fluido hasta una temperatura por encima de la critica, alcanzandose
las condiciones necesarias para la extraccion; (5) celda de extraccion, el fluido supercritico
pasa a través de la materia prima disolviendo y arrastrando las componentes de interés; (6)
valvula, para disminuir la presion del SF; (7) intercambiador de calor, el fluido expandido
se enfria por debajo de su temperatura critica y pierde sus propiedades como solvente, lo
que permite que los componentes extraidos puedan separarse facilmente; (8) separador, se
extrae el gas por la parte superior y el extracto por la parte inferior [124]. En la figura 4.4|se
muestra un diagrama de un extractor con SFE con las caracteristicas antes mencionadas.

Figura 4.4: Esquema de un extractor de fluidos supercriticos. Elaboracién propia con infor-
macion de: Reglero et al. (2004) [124].

En la tabla se presentan algunas de las ventajas y desventajas de las tecnologias de
extraccion de carotenoides ya mencionadas.




Tabla 4.3: Ventajas y desventajas de algunos métodos de extraccion de carotenoides.

Método de extraccion Ventajas Desventajas
Tiempos prolongados de extraccion
Soxhlet Simple y convencional y gran cantidad

Altos rendimientos de extraccion

El logi .
ectrotecnologtas y bajo uso de energia

Liquidos presurizados (PLE) Réapido y uso de poco solvente

Asistida por microondas (MAE) Simple, rdpido y econémico

Asistida por ultrasonido (UAE) Extraccion rapida y eficiente

Extractos con alta pureza,

Fluidos supercriticos (SFE) répido v eficiente

de solvente
Altos costos de instrumentacién

Dificil de aplicar a grandes
voltimenes
Degradacion térmica y
cts — trans isomerizacion
de carotenoides
El rendimiento se ve afectado
a medida del uso de la
sonda ultrasonica
Altos costos de instrumentacion,
bajo rendimiento de extraccion de
carotenoides polares
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4.4. Extraccion de metabolitos de alto valor

4.4.1. Preparacién de la biomasa

Después del proceso de secado, se recuperaron 34.5 g de biomasa en forma de hojuelas y
debido a que la biomasa iba a pasar por un proceso de extracciéon de pigmentos era necesaria
la reduccién del tamano de particula de las muestras a utilizar. Por lo que la biomasa en
forma de hojuelas se moli6 con la ayuda de un mortero y se pasé por un tamiz con nimero de
malla 80 (Endecotts)(figura [4.5]). Posterior al proceso de molienda y tamizado se recuperaron
30.41 g de biomasa con un tamano de particula menor a 0.177 mm.

(a) Molienda y tamizado de la biomasa.(b) Biomasa obtenida des-
pués de la molienda y tami-
zado.

Figura 4.5: Reducciéon de tamano de las hojuelas de biomasa microalgal.

4.4.2. Extraccion de carotenoides

Las extracciones se llevaron a cabo en la planta piloto del Instituto de Biotecnologia y
Agroindustria de la Universidad Nacional de Colombia - Sede Manizales. El equipo de ex-
traccion supercritica fue disenado por los profesores Carlos Ariel Cardona, Mario Franco y
Andrés Goyes. En las figuras y se puede ver una fotografia del equipo de extraccion
supercritica y un esquema del mismo respectivamente. Por cuestiones de seguridad la presion
méaxima alcanzada por el equipo es de 300 bares.

El equipo de extracciéon ha sido empleado con anterioridad para la obtencion de extrac-
tos a partir de diversas materias primas como frutas, plantas aromaticas y flores (Cerén
(2013)[125], Ceron (2009) [126] y Botero (2012) [127]) y hasta la fecha no habia sido emplea-
da para la obtencién de extractos a partir de microalgas.
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Figura 4.6: Equipo de extraccion supercritica.

Figura 4.7: Esquema del equipo de extraccion supercritica.

Para el proceso de extraccion con didxido de carbono supercritico, se emplearon muestras
de etanol - microalga. Las muestras se prepararon de acuerdo con la relacion 35/65 (p/p de
microalga y solvente) propuesta por Ruen-ngam et al. (2012) [128]. Se pesaron 10 g de bioma-
sa microalgal y 18.57 g de etanol absoluto (Carlo Erba), la biomasa microalgal se transferia
a un dedal de tela de algodon como se observa en la figura [4.8
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Figura 4.8: Muestra empleada para la extraccién con SFE.

Durante la preparaciéon de las muestras se calentaba el bano de agua del equipo en el que
se encontraba la celda de extraccién a la temperatura correspondiente a cada experimento.
Una vez alcanzada la temperatura deseada, se introducia a la celda de extraccion la muestra
de biomasa microalgal y etanol y se cerraba cuidadosamente para evitar fugas, posteriormen-
te se bombeaba el CO, hasta alcanzar la presion propuesta para cada experimento. Cada
experimento tenfa una duracion de 60 minutos.

Transcurrido el tiempo de extraccion el equipo se despresurizaba y se recuperaba el extrac-
to del colector en frascos de vidrio color &mbar. El colector se limpiaba con etanol absoluto
con la finalidad de recuperar la mayor cantidad de extracto y se almacenaban a 4 °C hasta
su posterior analisis.

La temperatura de cada experimento varié de 40, 50 y 60°C, y la presion varié de 200 y
300 bares. Al finalizar los experimentos se recuperé la biomasa microalgal remanente.

4.5. Analisis de los extractos

El analisis de los extractos se llevd a cabo mediante cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC, por sus siglas en inglés). Se utilizo un cromatografo Ultimate 300 (Thermo Scientific)
equipado con un detector UV /visible. El anlisis se llevo a cabo siguiendo el método propues-
to por Ruen-ngam et al.(2012) con algunas modificaciones [I128]. Para la separacion de los
compuestos se empled una columna Kinetex Evo Cig (50 x 4.6 mm de didmetro interno, 2.6
pm de tamano de particula; Phenomenex). Se emple6é como fase movil metanol: THF (90:10
v/v). La velocidad del flujo fue de 0.4 mL, min~—!, el volumen de inyeccion de 20 uL, a 30°C
durante 7 minutos. La detecciéon de [S-caroteno se llevd a cabo a 480 nm. Las senales fue-
ron registradas mediante el software cromatografico Chromeleon (Thermo Scientific). Todos
los extractos se analizaron por duplicado. En el anexo II se pueden observar los diferentes
cromatogramas obtenidos de los diferentes extractos analizados.
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4.6. Resultados y discusion

Los rendimientos de [-caroteno en los extractos obtenidos y COs-etanol a diferentes
presiones y temperaturas se representan en la figura [4.9

4.5
3.5
25

15

mg B-caroteno g de biomasa

0.5 300 Bar

200 Bar
40°C 50°C 60°C Presion

Temperatura

Figura 4.9: Rendimiento de extraccion de S-caroteno con CO, supercritico y etanol.

A 300 bar se aumenta la densidad del sistema (COy + cosolvente) y se mejoran sus pro-
piedades como solvente, dando como resultado variaciones en comparacion con los resultados
obtenidos a 200 bar. El aumento de la temperatura de hasta 60 °C provoca un aumento en
los rendimientos de extraccion de [-caroteno. Estos resultados sugieren que el S-caroteno se
extrae en mayor proporcion a 60 °C y 300 bares, obteniendo 4.42 & 0.32 mg g~' de biomasa
microalgal seca. Este valor es mayor a los valores reportados para otros trabajos con mo-
nocultivos en condiciones similares de extraccion donde obtienen de entre 0.2 y 0.7 mg de
S-caroteno g~! de biomasa microalgal seca [I31]. El rango de carotenoides totales extraidos
en condiciones similares va de 2.76 a 34.3 mg de carotenoides totales g=! de biomasa micro-

algal [129] [130] |128].

Esto coincide con lo reportado por Cardoso et al. (2012) para la extraccion de carotenos
de biomasa microalgal, donde la concentraciéon de [-caroteno obtenida por cada gramo de
biomasa seca es mayor a 300 bar que a 200 bar cuando la temperatura de extraccion es de

60 °C [131].
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La biomasa microalgal usada para las extracciones era renovada tnicamente cuando se
variaban las condiciones de presion propuestas (200 y 300 bar) para las extracciones, y no
para cuando se hacian cambios en la temperaturas. En la figura se puede observar el
rendimiento de extracciéon global de [-caroteno, obtenida a partir de la suma de [S-caroteno
obtenido en cada extraccion. Y los resultados se representan de acuerdo a las dos condiciones
de extraccion propuestas. Como se puede observar, la mayor concentracion de [-caroteno se
obtuvo cuando la presion era mayor (300 bar), lo que demuestra que para las condiciones
propuestas de extraccion a mayor presion se mejoran las propiedades como solvente del sis-
tema (CO, + cosolvente).

- /
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60
50
40
30
20
10

mg B-caroteno 10 g de biomasa

200 bar 300 bar

Presién

Figura 4.10: Rendimiento global de extraccién de p-caroteno con COs supercritico y etanol.

El (-caroteno fue el nico carotenoide identificado debido a los estandares grado HPLC
con los que se contaba. Sin embargo de acuerdo a lo observado en los cromatogramas (Anexo
II) v a lo reportado por Kitada et al.(2009) y Ruen-ngam et al. (2012) otro caroteno de
interés que podria estar presente en los extractos es la luteina [128]. El método de extraccion
de carotenoides permitio la recuperaciéon de 9 g de biomasa, esto representa la pérdida de 1
g de biomasa debido a la adhesion de biomasa al dedal de tela empleado para la extraccion.

En la figura se observa una imagen comparativa del antes y el después de las extrac-
ciones de la biomasa microalgal.
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Figura 4.11: Biomasa microalgal antes y después del proceso de extraccion a las condiciones
de presion y temperatura propuestas.

De acuerdo con los resultados obtenidos se puede ver que para cada temperatura los ren-
dimientos de extracciéon aumentan con la presion. Este comportamiento puede atribuirse al
aumento en la densidad del sistema (CO; + cosolvente) con la presion a las temperaturas de
operaciéon propuestas, lo que provoca que la difusividad del sistema sea mas alta. Se puede
observar el mismo comportamiento cuando se analiza el efecto de la temperatura. Para cada
presion, el aumento en la temperatura produce un aumento en los rendimientos de extraccion
de p-caroteno.







Capitulo 5
Conclusiones y Perspectivas

5.0.1. Conclusiones

Uno de los objetivos principales de este proyecto era evaluar el crecimiento de un culti-
vo mixto microalgal en fotobiorreactores de placa plana con fertilizante agricola foliar como
medio de cultivo. Mediante la construcciéon de la cabina de cultivo con fotoperiodos se logro
aumentar la capacidad de producciéon de biomasa microalgal dentro del laboratorio de Bio-
energia del ITER-UNAM.

El inicio del cultivo en la CCFP estuvo marcado por un decaimiento en la concentracion
de biomasa que fue solventado por un proceso de reinoculaciéon al dia cinco. A partir de ese
momento y hasta el dia catorce que se siguid el cultivo se logr6 la acumulacién de biomasa
y de pigmentos como clorofila y carotenoides. Sin embargo, la acumulacion de los pigmentos
no estuvo correlacionada con el aumento de la concentracion celular.

Al determinar el consumo de nutrientes, se noté que de las formas de nitrégeno presentes
en fertilizante agricola foliar empleado como medio de cultivo, sélo se consume el 12 % del
amonio. Por otro lado, se consume el 41 % de los fosfatos. Esto implica que las microalgas no
estas aprovechando el total de las fuentes de nitrogeno y fosforo del fertilizante agricola foliar,
por lo que su uso implica el desperdicio de los mismos, ademés de que estos representan una
fuente de contaminacion al momento de la descarga de los residuos.

El uso de CO; supercritico y etanol como cosolvente permitié la extraccion de carotenoi-
des. El rendimiento global de extracciones sucesivas a 300 bar con diferentes temperaturas
fue mejor comparado con el rendimiento a 200 bar. El aumento de la temperatura del pro-
ceso mejord los rendimientos de extraccion de carotenoides tanto a 200 bar como a 300 bar.
Mediante el analisis del extracto con HPLC, se determiné un rendimiento de 4.42 mg de
S-caroteno g~! de biomasa microalgal seca a 300 bar y 60 °C. El rendimiento de S-caroteno
alcanzado es mayor a los reportados para otras microalgas en condiciones similares de ex-
traccion.
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5.0.2. Perspectivas

Dado que el crecimiento de microalgas depende de muchos factores como la temperatura,
intensidad de luz, contenido de nutrientes, fuentes de carbono, salinidad, pH, entre otros, el
uso de un cultivo mixto vuelve mas complejo el control de parametros y el anélisis de su efec-
to debido a que cada parametro actia de manera diferente sobre las especies de microalgas
presentes en el cultivo. Es importante llevar a cabo la purificaciéon de las especies presentes
en el cultivo mixto de manera que permita entender su comportamiento ante el cambio o mo-
dificacion de los diferentes factores antes mencionados. Por otro lado, el estudio de una cepa
pura reportada como productora de carotenoides facilitara el entendimiento de los efectos de
la variacion de los diferentes parametros que afectan el metabolismo de las microalgas.

Como una alternativa al medio de cultivo empleado en este trabajo, se propone la formu-
lacion de un medio de cultivo con sales de amonio y fosfatos en concentraciones adecuadas
que permitan el consumo eficiente de los nutrientes y evitar que al momento de la descarga
sean una fuente de contaminacion.

Se propone la caracterizacion de la biomasa resultante de los procesos de extraccion
de carotenoides, ademés de su valorizacion mediante su aprovechamiento en procesos de
produccién de biocombustibles como el biogés y la cogeneracion de energia. Esto, con el fin
de proponer un esquema de biorrefinacién dentro de un proceso de economia circular amigable
con el ambiente.
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Figura 1: Planos del fotobiorreactor de placa plana.
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Cabina de cultivo con fotoperiodos y complementos
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Figura 3: Planos estante de tres niveles.
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Anexo 11

Cromatogramas

Figura 4: Cromatograma del extracto obtenido a 200 bar y 40 °C.

77



Figura 5: Cromatograma del extracto obtenido a 200 bar y 50 °C.

Figura 6: Cromatograma del extracto obtenido a 200 bar y 60 °C.



Figura 7: Cromatograma del extracto obtenido a 300 bar y 40 °C.

Figura 8: Cromatograma del extracto obtenido a 300 bar y 50 °C.



Figura 9: Cromatograma del extracto obtenido a 300 bar y 60 °C.
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