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Abstract

In recent years, due to the increasing of energy demand, as well as the
environmental problem that we face, new technologies have been developed and
promoted to overcome these difficulties. Bioenergy tries to find sustainable processes
from its formulation at lab scale to its execution at large scale like most of the renewables.
The study of microalgae has captured the interest of many researchers around the world
since the 1940s, firstly for food applications and recently as a potential source of biofuels,
such as biogas, bioethanol, biodiesel and biohydrogen, as well as environmental
bioremediation system such as mitigation of atmospheric CO,and wastewater treatment.

This Doctoral thesis shows an overview of the microalgae culture process,
highlighting the state of the art remarks, from the species selection, going through culture
media and culture systems, to different biomass harvesting and drying methods, the oil
extraction techniques and lipid quantification that have been reported in the literature.
Furthermore, Verrucodesmus verrucosus, a local microalgae was used for experiments
that were carried out to determine its viability as a potential source for lipid production
that can be transformed in biodiesel, as well as its nutrients removal capacity in
wastewater and animal manure leachate.

Verrucodesmus verrucosus has not been reported in bioenergy and bioremediation
fields, therefore was morphologically classified by the Laboratory of Applied Phycology
of the Metropolitan Autonomous University Campus Iztapalapa (UAM-I). This species
showed advantages as a source of lipids as well as species with nutrients removal
potential from wastewater and leachates. Verrucodesmus verrucosus was cultured in
media that derived from animal waste (lamb, earthworm, and elephant) and wastewater,
the latter was collected from the university wastewater treatment plant. As control media,
a commercial foliar fertilizer was used as a nutrient baseline. The project was carried out
due to the urgency of using waste from agroindustry processes and those generated by
anthropogenic activities (wastewater), reducing the water impact and the use of industrial
fertilizers. In addition to these benefits, carbon dioxide from the air is absorbed by
microalgae.



Verrucodesmus verrucosus had a considerable growth in all the tested culture
media, mainly in wastewater and lamb leachate. The biomass production was 0.771,
0.397 and 0.4935 g L' for the control media, wastewater, and lamb leachate,
respectively. A relevant result obtained by this study was the lipid content, about
37% of total lipids from algae cultivated in wastewater being very close to 38% of
the control media. This demonstrate the great potential for the use of this resource.
Oil extraction yields, attached with a fraction of other compounds, were above 18%
for wastewater and 14% for lamb leachate. Gas and mass chromatography showed
that the lipid fraction of the microalga contains mostly saturated and unsaturated
fatty acids such as C8:0, C12:0, C14:0, C15:0, C18:0, mostly C16: 0 and C18: 19t
(n-9). Suggesting that the obtained oil is suitable for biodiesel production. Fourier
Transform Infrared Spectrometry (FTIR) analysis, showed that the resulting biomass
by the oil extraction treatment via Soxhlet can still be used for another kind of
treatment, like anaerobic digestion, sugar fermentation or biomass gasification,
adding value to Verrucodesmus verrucosus of renewable products.



Resumen

En los Ultimos anos, debido a la creciente demanda energética, asi como la
problematica ambiental a la que nos enfrentamos, se han impulsado y desarrollado
tecnologias que den respuesta a dichas problematicas. Particularmente el estudio de la
bioenergia busca establecer procesos cada vez mas sustentables desde su formulacion
hasta su puesta en marcha. El estudio de las microalgas ha captado el interés de muchos
investigadores alrededor del mundo desde la década de 1940, en un principio por sus
aplicaciones como alimento y recientemente como fuente potencial para la generacion de
bioenergéticos tales como biogés, bioetanol, biodiesel, biohidrégeno, asi como sistema de
bioremediacion ambiental para la mitigacion de CO.de la atmdsfera y tratamiento de aguas
residuales.

Esta tesis Doctoral estudia, en un principio, las generalidades del proceso de cultivo
de las microalgas. Destacando particularidades del estado del arte, desde la seleccion de la
especie, pasando por los medios y sistemas de cultivo, las diferentes técnicas de cosecha
y secado de la biomasa microalgal hasta los métodos de extraccion y cuantificacion de
lipidos que han sido reportados en la literatura. En segundo lugar, se realizo el estudio de
una especie local de microalga para determinar su viabilidad como fuente potencial para la
produccion de lipidos que puedan ser transformados en biodiesel, asi como su capacidad
de remocion de nutrientes en aguas de desecho.

Con base en lo anterior se selecciond una especie que no ha sido reportada en el area
de los bioenergéticos ni de bioremediacion ambiental. Clasificada morfologicamente por el
Laboratorio de Ficologia Aplicada de la Universidad Autbnoma Metropolitana unidad
Iztapalapa (UAM-I), la especie Verrucodesmus verrucosus demostrd tener ventajas como
productora de lipidos, asi como potencial para la remocion de nutrientes de aguas
residuales. La especie se cultivd en medios que principalmente provenian de desechos
animales (borrego, lombriz y elefante) asi como agua residual proveniente de la planta de
tratamiento de la (UAM-I). Como sistema de control se utilizd un fertilizante foliar comercial
como linea base de nutrientes en el medio. La ejecucion del estudio se llevd a cabo debido
a la urgencia de recurrir a los desechos provenientes tanto de procesos agroindustriales
como los generados por actividades antropogénicas diarias (aguas residuales) y asi reducir
el impacto hidrico, ademas de la utilizacion de fertilizantes industriales. Sumado a estos
beneficios se encuentra la utilizacion del didxido de carbono existente en el aire para el
crecimiento de la microalga.



La especie tuvo un crecimiento considerable en todos los medios de cultivo,
principalmente en el agua residual y en el lixiviado de borrego. Los rendimientos de la
produccion de biomasa fueron 0.771, 0.397 y 0.4935 g L para el medio de control,
el agua residual y el lixiviado de borrego, respectivamente. Un resultado importante
obtenido por la microalga de este estudio fue su contenido de lipidos, alrededor de
37% por la especie cultivada en agua residual siendo muy cercano al 38% del medio
de control, demostrando un gran potencial en la utilizacion de este recurso. Los
rendimientos de extraccion de aceite, en su mayoria junto a una fraccion de otros
compuestos, fue arriba del 18% para el agua residual y 14% para el lixiviado de
borrego. La cromatografia de gases y masas, demostréd que la fraccion lipidica de la
microalga contiene en su mayoria acidos grasos saturados e insaturados tales como
C8:0, C12:0, C14:0, C15:0, C18:0, en su mayoria C16:0y C18:1 9t (n-9), los cuales
son aptos para la produccion de biodiesel. Por medio de analisis de espectrometria
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), se observé que la biomasa resultante del
tratamiento de extraccion de aceite via Soxhlet aun puede ser utilizado para otro tipo
de tratamiento, como pueden ser digestion anaerobia, fermentacion de azlcares o
gasificacion.



INTRODUCCION

Problematica

En Meéxico alrededor del 50% de la produccion de energia esta destinado al transporte
(gasolinas, naftas, diésel, querosenos, combustdleo), aproximadamente un 15% destinado a
motores diésel. Del mismo modo las emisiones de CO, del sector energético corresponden en
poco mas de la mitad a este sector. Es necesario proponer y estudiar recursos y tecnologias
sustentables en el area de los biocombustibles. Actualmente, los combustibles a partir de
microalgas (0 combustibles de tercera generacion) sugieren una participacion relevante para dar
solucion a esta realidad. Por otro lado, las aguas residuales y los lixiviados productos de la
descomposicion de los residuos organicos, son contaminantes que danan los cuerpos de agua
y el suelo. Se ha demostrado que las microalgas pueden remover nutrientes del agua residual o
de otros medios de cultivo de desecho, evitando la eutrofizacion. En México se generan
alrededor de 230 m?® s'(descargas municipales) de los cuales Unicamente cerca del 50% se
trata en plantas de tratamiento, generando un serio problema no soélo para el manejo del recurso
hidrico sino del dano ambiental que esto representa.

Hipotesis

La microalga Verrucodesmus verrucosus cuenta con la cantidad y la calidad de lipidos
necesarios para la produccion de biodiesel, asi como con tasas de remocion de NHsy PO4
suficientes para evitar la eutrofizacion.

Obijetivos Generales

Estudiar el proceso de cultivo de la microalga Verrucodesmus verrucosus y evaluar su
viabilidad para la produccion de lipidos, asi como su capacidad de remocion de nutrientes en
procesos de tratamiento de aguas residuales vy lixiviados.

Obijetivos Especificos

e Evaluar la cinética de crecimiento de la especie en medios de cultivo no
convencionales (lixiviados) y aguas residuales.

e Evaluar los rendimientos de produccion de biomasa en cada uno de los medios
de cultivo propuestos.

e Analizar la calidad de la biomasa con base en su contenido de pigmentos.

e FEvaluar la tasa de remocion de Amonio y Ortofosfatos de los medios de cultivo
propuestos

e Analizar el contenido total de lipidos de la biomasa cosechada en cada uno de
los medios de cultivo propuestos.

e Analizar el extracto de lipidos contenidos en la biomasa para cada uno de los
medios propuestos






1. Fundamentos Teoéricos
1.1Las microalgas

Las microalgas son reconocidas como las formas de vida mas antiguas sobre la tierra
(Song et al. 2008). Se les nombraba plantas primitivas o talofitas ya que carecen de raices,
tallos y hojas. Tienen clorofila como pigmento primario para realizar la fotosintesis, y a
diferencia de los cultivos terrestres, tienen una mayor eficiencia en cuanto al acceso de agua,
CO, y nutrientes se refiere, por ello cuentan con una mejor conversion de energia solar a
biomasa. Fijan aproximadamente el 50% del carbon organico del planeta. Son
microorganismos ubicuos, es decir se encuentran en una gran variedad de ambientes. Se
pueden cultivar en medios autotrofos, heterotrofos y mixotréficos. Funcionan como
productores primarios en la cadena alimenticia de mares, rios y lagos, conocidos como
fitoplancton. Su tamano varia entre 2 y 200 um. El nimero de algas se estima de entre 1 a
20 millones, mayormente microalgas. Se considera que existen alrededor de 200,000 a
800,000 microalgas, de las cuales alrededor 35 000 especies estan descritas en la literatura
(Ratha y Prasanna 2012).

En Ficologia aplicada el término microalga se refiere, en sentido estricto, a las algas
microscopicas y a las bacterias fotosintéticas oxigénicas, como las cianobacterias,
antiguamente conocidas como cianofitas. Las cianobacterias o algas verde azules cuentan
con una estructura celular procarionte semejante a las bacterias, mientras que las algas
eucariontes poseen nucleo, uno 0 mas cloroplastos, asi como mitocondria, aparato de Golgi
y demas organelos (Lee 2008) .Entre las mas importantes se encuentran las algas verdes
(Clorofitas), las algas rojas (Rodofitas) y las diatomeas (Bacilariofitas).

Las microalgas son organismos unicelulares que normalmente se encuentran en
colonias magnas, adaptadas a una gran variedad de ecosistemas. Aproximadamente
15,000 especies han sido utilizadas para la obtencion de nuevos compuestos originados
por su biomasa (M Cardozo et al. 2007) , como carotenoides, antioxidantes, acidos grasos,
enzimas, polimeros, péptidos, toxinas, esteroles (Spolaore et al. 2006). Si bien existen en
cualquier latitud, se encuentran en mayor cantidad en el hemisferio norte y llegan a tener
una produccion anual de alrededor de1.5 millones de toneladas, lo que contribuye a fijar
alrededor del 50% del carbdn organico de la tierra (Frac et. al 2010).

Las microalgas eucariontes son catalogadas en diferentes clases, principalmente por
Su pigmentacion, ciclo de vida y estructura celular (Khan et al. 2009). En su composicion se
encuentra una alta concentracion de proteinas, carbohidratos y lipidos, tienen un rapido
crecimiento, es decir duplican sus células varias veces en un solo dia, en la fase exponencial
de su crecimiento se duplican hasta en 3.5 horas (Metting 1996; Spolaore et al. 2006), y



pueden generar una mayor cantidad de biomasa por unidad de area en comparacion con
los cultivos terrestres.

1.2 Clasificacion

Se clasifican en 11 divisiones, 2 procariontes (Cyanophyta/Cyanobacteria y
prochlorophyta) y 9 eucariontes, (Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta,
Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta vy
Chlorophyta) (Graham y Wilcox 2000). Las algas mayormente estudiadas son:
Cyanophyceae (Cianobacterias/ algas verdeazuladas), Chlorophyceae (algas verdes),
Bacillariophyceae (Diatomeas) y Chrysophyceae (incluyendo algas doradas), ver Fig.1.

Fig.1. Especies de microalgas comerciaimente utilizadas, ya sea con fines
alimenticios o para bionergéticos. (a) Arthrospira platensis (Spirulina) cianobacteria
utilizada como suplemento alimenticio; (b) Dunaliella salina produce beta-carotenos;
(c) Haematococcus pluvialis, utilizada en la acuicultura y con fines nutricionales; (d)
Chlorella vulgaris, primera microalga utilizada para alimento humano; (e) Amphora
sp., diatomea; (f) Nannochloropsis sp., se ha convertido en una especie de uso
comun principalmente para fines alimenticios y biocombustibles; (g) Micractinium
sp., crece en aguas residuales formando “biofloculacion” (h) Botryococcus braunii,
especie que forma hidrocarburos (se pueden ver gotas de aceite); y (i) Anabaena
cylindrica, cianobacteria fijadora de nitrogeno Util como biofertilizante (Benemann
2013).




1.3 Fotosintesis

La fotosintesis es uno de los ciclos metabdlicos mas importantes sobre la tierra, debido
a que directa o indirectamente la mayoria de los organismos del planeta requiere de la
energia proveniente del sol. La fotosintesis es una reaccion de Oxido-reduccion llevada a
cabo en los cloroplastos de las plantas terrestres y las algas. La energia luminosa es
recolectada por las moléculas de clorofila en donde a su vez el didxido de carbono y el agua
son convertidos en carbohidratos y oxigeno. Este proceso es fundamental no sélo por el
oxigeno liberado para las especies que 0 requieran sino también por los compuestos
resultantes del mismo, tales como proteinas, lipidos y carbohidratos, por ser los mas
abundantes. Este proceso se divide en dos fases, la llamada fase luminosa y fase oscura,
Fig.2.

2 NADPH;
2H:0 CO5
‘{ Fase Fase
J Luminosa = hails : Oscura
0, ' : (CH0)
Carbohidratos

Fig.2. Proceso general de la fotosintesis.

1.3.1 Fase luminosa

Las reacciones de la fase luminosa se llevan a cabo en los tilacoides, dentro del
cloroplasto, dichos compuestos contienen cinco grandes complejos: Ios complejos antena,
el fotosistema Il (PSIl), el fotosistema | (PSI), el citocromo b6f y el complejo ATP sintasa.
Juntos permiten el transporte de electrones y la fosforilacion. Los electrones son removidos
de las moléculas de agua formando oxigeno como subproducto liberado fuera del tilacoide.
Al mismo tiempo los protones fluyen desde el estroma del cloroplasto hacia el lumen y hasta
el complejo ATP sintasa que genera ATP (Adenosin trifosfato) a partir de ADP (Adenosin
Bifosfato) y Pi (Fosfato inorganico) en el estroma, en donde también se forma el NADPH,
(nicotinamida adenina dinucledtido fosfato). Ambos compuestos se utilizan posteriormente
durante la fase oscura, Fig.3.

Energia luminosa

2NADP + 2H,0 + 3ADP + 3P; 2NADPH; + 3ATP + O,

Clorofila

Fig.3. Reaccion de Fosforilacion.



1.3.2 Fase Oscura

En esta fase ocurre la fijacion de carbono usando el NADPH,y el ATP de la fase
luminosa para fijar una molécula de CO,, Este proceso requiere 2 moléculas de NADPH.y
tres de ATP, Fig.4. La conversion de didxido de carbono a azlcares u otros compuestos se
lleva a cabo por el mecanismo llamado Ciclo de Calvin-Benson (Masojidek et al. 2003).

CO, +4HT +4¢~ 22222 5 (CH,0) + H,O

Enzimas Carbohidratos

Fig.4. Asimilacion de carbono y productos de la fase oscura.

En este ciclo se integran y convierten moléculas inorganicas de dioxido de carbono en
moléculas organicas sencillas a partir de las cuales se formaran una serie de compuestos
bioquimicos que constituyen a los seres vivos. El ciclo comienza cuando el CO, es
sintetizado mediante la enzima Rubisco (Ribulosa Bifosfato Carboxilasa-Oxigensa)
incorporandolo a la ribulosa bifosfato (Ribulosa-bis-P) formando un compuesto de seis
carbonos. Esta nueva molécula es muy inestable y es hidrolizada al momento formando dos
moléculas de tres carbonos (glicerato-3-fosfato). En una segunda fase, se lleva a cabo la
fosforilacion del Glicerato-P a partir de la energia del ATP, dando lugar a un Glicerato-bis-P
mediante el poder reductor de la coenzima NADPH,, dicha coenzima reduce esta molécula
formando fosforo-gliceraldehido (Gliceraldehido-P). Esta molécula es fundamental en el ciclo
de Calvin-Benson ya que sirve como base para la sintesis del resto de carbohidratos,
ademas que directa o indirectamente conforma la cadena de biomoléculas tales como
lipidos, proteinas, acidos nucleicos, etc. El proceso de regeneracion continua en una serie
de reacciones mediante la fijacion de mas moléculas de carbono con ayuda de ATP para
regenerar la Ribulosa-bis-P dejandola disponible para otro ciclo (Masojidek et al. 2003),
Fig.5.
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Fig.5. Ciclo de Calvin-Benson.

1.4 Aplicaciones

El uso de las microalgas no es un tema de estudio nuevo, el primer reporte sobre el
uso de microalgas proviene de China, donde se utilizd Nostoc y otra cianobacteria
comestible como alimento hace 2000 anos (Gao 7998) , del mismo modo los Aztecas ya
utilizaban Spirulina proveniente del lago de Texcoco como fuente de alimento, segun los
reportes de la conquista espanola, a principios del siglo XVI (Vonshak y Richmond 1988).
Desde 1940 se ha utilizado en acuicultura. Después de la segunda guerra mundial, en la
década de 1950, Alemania comenzo estudios para la obtencion de proteinas y grasas a
partir de microalgas (Burlew 1953), mas adelante se extiende a paises como Estados
Unidos, Japon, Israel, Italia y otros. Desde entonces también surge la idea para utilizarse en
tratamiento de aguas residuales (Affaro et al. 2008). De manera comercial, alrededor de la
década de 1960, Taiwan y Japon insertan al mercado un novedoso y saludable articulo
alimenticio con la especie Chlorella (Kawaguchi 1980; Soong 1980) en esta década tambiéen
crece el interés por desarrollar sistemas de soporte para misiones espaciales. Para la década
de 1970, aumenta la atencion en el uso de la biomasa como fuente de combustibles y
fertilizantes. Para la década siguiente, en 1980, el uso de microalgas permite el desarrollo
de quimicos para la industria farmacéutica y agroquimica (Goldman 1979; J Soeder 1980).

Desde entonces el campo de estudio de las microalgas ha venido creciendo debido
a problemas como el calentamiento global, la disponibilidad de agua y la seguridad
alimenticia, principalmente. Debido a esto, el esfuerzo actual de investigacion esta dirigido a
campos como contaminacion y tratamiento de agua, regeneracion atmosférica, productos
alimenticios, biocombustibles y generacion de energia eléctrica.



1.4.1 Energéticas

Las aplicaciones a partir de la biomasa microalgal se han incrementado rapidamente
hacia el sector energético, debido a que, a partir de dicha biomasa se pueden obtener un
gran numero de bioenergéticos mediante una combinacion de procesos ya sean fiscos,
quimicos, térmicos y/o biolégicos. Se preve que las microalgas sean el biopetrdleo del futuro
ya que los subproductos obtenidos podrian ser similares a los de una planta de refinacion
de crudo convencional (IEA 2008), Fig.6. Ejemplo de esto, es la produccion de biodiesel en
donde a partir de la extraccion de los lipidos contenidos en las células de la microalga se
puede, mediante transesterificacion, producir biocombustible (Chisti 2007). Algunos otros
estudios han realizado procesos de combustion, parcial o directa de la biomasa para
produccion de energia eléctrica y térmica. Del mismo modo bajo procesos de digestion
anaerobia y fermentacion se ha obtenido biometano y bioetanol respectivamente. La
produccion de hidrégeno por microorganismos ha sido un campo de estudio por varias
décadas, en donde las microalgas también juegan un papel importante en la generacion de
este combustible (Juantorena et al. 2007, 2012; L opez-Gonzalez et al. 2015; Ramos-Suarez
et al. 2014).
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Fig.6. Productos derivados de la biomasa algal, adaptado de (Oilgae 2010).



1.4.2 Alimentos

Las microalgas contienen una fuente potencial de compuestos que pueden ser
utilizados por la industria alimentaria. En un principio se estudio a las microalgas como fuente
principal de proteinas y de compuestos activos para la industria farmacéutica. Tal es el caso
de especies como la cianobacteria Spirulina (Arthrospira platensis), Chlorella vulgaris,
Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis, tan sélo por mencionar algunas. Debido a su
capacidad para sintetizar aminoacidos pueden proveer los necesarios para la dieta tanto
humana como animal. También son ricas en pigmentos como ficobiliproteinas, clorofila y
carotenoides, en especial B-carotenos (hasta un 14% en peso, en especies como Dunaliella).
Ademas de proteinas, las microalgas representan una fuente importante en vitaminas
esenciales (A, B1, B2, B12, C, E), nicotinato, biotina y acido félico. Si bien son productos de
alto valor agregado, estan sujetos a las condiciones de cultivo (cosecha y secado
principalmente). En cuanto a lipidos, las algas tienen un contenido entre 1% y 70% con
algunos casos de hasta el 90%. A pesar de utilizarse actualmente para la produccion de
biodiesel, algunos aceites se usan como aditivos en alimentos, tales como los extractos de
Omega-3 y Omega-6 de algunas especies (Ratha y Prasanna 2012). En la Tabla 1., se
muestran los contenidos de los macronutrientes mas importantes de algunas especies de
microalga y su comparativa con algunos alimentos de alto consumo.

Tabla 1. Composicion quimica de algunos productos de consumo humano y diferentes especies de
microalgas (% en peso seco) .Adaptado de (Becker 1994).

Fuente Proteinas Carbohidratos Lipidos
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgaris 51-58 12-17 14-22
Euglena gracilis 39-61 14-18 14-20
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Scendesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7
Dunaiella salina 57 32 6
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Levadura para hornear 39 38 1
Carne 43 1 34
Leche 26 38 28
Huevo 47 4 41
Frijol de soya 8 77 2

Arroz 37 30 20




1.4.3 Ambientales
1.4.3.1 Fijacion de CO»

Como estrategia bioldgica de mitigacion de CO,, el uso de microalgas puede ser una
opcion que contribuya con el objetivo de la ONU (Organizacion de las Naciones Unidas), en
el protocolo de Kioto, de reducir en 5.2% las emisiones de gases de efecto invernadero
comparadas con las existentes en 1990, ademas de tener a su favor un incentivo econémico
por bonos de carbono. Si bien las plantas terrestres contribuyen a la fijacion de CO,, tan
sélo de un 3-6% de las emisiones globales de dicho gas son absorbidas por estas (Skjanes,
et al. 2007), mientras que las microalgas y cianobacterias ademas de tener tasas de
crecimiento superiores ,100 veces mayor (Tredici 2010), absorben entre 10 y 50 veces mas
que las plantas terrestres (Costa et al. 2000). Para dar una idea mas clara sobre la fijacion
de CO,, Las microalgas contienen aproximadamente 50% de carbdn y se requieren 1.8 kg
de CO. para producir 1kg de biomasa (Chisti 2007). El proceso de mitigacion de CO. es
sustentable si se combina sobre todo con el tratamiento de agua residual y remocion de
metales pesados. Es posible utilizar gases de escape de las industrias, Fig.7., estos gases
son tolerables para algunas especies en concentraciones inferiores al 20% viéndose
afectadas por la concentracion de SOy NOx (Lee et al. 2002, Negoro et al. 1991).

[}

Fig.7. Sistema de microalgas para la captura de emisiones de CO: provenientes de una
planta carboeléctrica.Recuperada de (Hautala 2013).

El rendimiento de absorcion de CO, estéa delimitado por las condiciones de crecimiento
tales como: concentracion de didxido de carbono, el medio de cultivo, la temperatura, la
intensidad de luz y el disefio del reactor (abierto o cerrado). En la Tabla 2, se muestran
algunas especies y las tasas de fijacion de dioxido de carbono, asi como sus rendimientos
en la producciéon de biomasa.

Tabla 2. Comparacion de la tasa de fijacién de CO., concentracion, rendimiento de biomasa y
produccion de lipidos para algunas especies de microalga. Adaptada de (Lam y Lee 2013).



Concentracién  Tasa de Fijacién Rendimiento de Contenido de

Microalga de CO2 (%) de CO:(gL'dia’) Biomasa(gL") Lipidos (%)
Botryococcus brauni 10 0.5 3.11 33
Chlorella 15 0.46 1.88 -
Chlorella pyrenoidosa 10 0.26 1.55 24.3
Chlorella sp. 5 0.7 2.02 -
Chlorella vulgaris 10 0.25 1.94 10
Chlorella vulgaris 2 0.43 2.03 45.6
Dunaliella tertiolecta 10 0.27 2.15 11.4
Scenedesmus 15 0.61 2.73 -
Scenedesmus obliquus 10 0.29 1.84 19.3
Scenedesmus obliquus 10 0.55 3.51 12.3
Scenedesmus obliquus 20 0.39 2.63 11a25
Spirulina platensis 10 0.32 2.18 11
Chlorella vulgaris 5 0.8 3.55 18.7

1.4.3.2 Tratamiento de Agua Residual

Una de las ventajas de utilizar agua residual para el cultivo de microalgas, es minimizar
costos en la adicion de nutrientes al medio de cultivo y al mismo tiempo remover gran
cantidad de nitrégeno y fosforo del agua, evitando la eutrofizacion. (Li et al. 2008; Pittman
et al. 2011). Las microalgas pueden utilizarse en el tratamiento de aguas residuales para
varios propositos, tales como remover bacterias coliformes , reducir la demanda quimica y
bioquimica de oxigeno asi como eliminar metales pesados (Cu®,Pb?,Cr3*
Niz*,Cd?,Co?,Fe?*,Mn?*) (Abdel-Raouf et al. 2012).
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Fig.8. Sistema cerrado para el tratamiento de aguas residuales municipales a partir de
microalgas. Adaptada de (Ennesys 2014).

La Fig. 8 muestra el siguiente proceso, en la primera etapa, “Recoleccion”, se mezclan
CO, con aguas residuales y lixiviados de desechos organicos para crear un medio de cultivo
estable, el cual alimentara a la microalga en un sistema de fotobioreactores. Dependiendo
de las concentraciones de agua residual, lixiviados, CO,, asi como las condiciones de luz y
tipo de reactor, se lleva a cabo el crecimiento de microalgas. En la etapa de “Cosecha”, se
separa la microalga del medio liquido, obteniendo agua tratada y biomasa microalgal. La
biomasa producida, tiene un poder calorifico cercano al carbédn lo cual es utilizada como
fuente de energia (térmica y eléctrica), mientras que el agua puede ser reutilizada para uso
sanitario, agua de riego 0 agua de limpieza. Todo este proceso esta en un ciclo cerrado, lo
gue mejora su eficiencia, y al mismo tiempo lo vuelve autosustentable.

1.4.4 Otros Usos

Algunas especies de microalgas se han establecido en el mercado de los cosmeéticos,
especificamente en productos relacionados con el cuidado de la piel (cremas
rejuvenecedoras, regenerativas, emolientes y anti-irritantes para depilacion). También se han
utilizado para el cuidado del cabello y como protectores solares. Especies como Arthrospira,
Chlorella, Nannochloropsis y Dunaliella han mostrado efectos antiarrugas, asi como
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estimulantes para la sintesis de colageno en la piel y su reparacion (Stolz y Obermayer 2005).
En la Tabla 3., se muestran algunos de los productos y aplicaciones de las microalgas.

Tabla 3. Productos de alto valor derivados de microalgas y fuentes alternativas. Adaptado de (Borowitzka

2013).

Producto

Fuente Potencial o
existente de alga

Fuentes alternativas

Aplicaciones

B -Caroteno

Aastaxantina

Cantaxantina

Zeaxantina

Luteina

Fitoeno y Fitoflueno
Equinenona
Fucoxantina

Ficobilinas
(Ficocianina,
Ficoeritrina,
Aloficocianina)

Acido araquidénico
(Omega 6)
Acido
eicosapentaenoico
(Omega 3)
Acido
docosahexaenoico

Esteroles

Dunaliella salina

Haematococcus pluvialis,
Chiorella
zofingiensis
Chlorella spp., otras
algas verdes

Chlorella ellipsoidea;
Dunaliella salina

Scenedesmus spp.,
Muriellopsis sp., otras
algas verdes
Dunaliella sp.

Botryococcus braunii,
cianobacterias

Phaeodactylum
tricornutum

Cianobacteria,
Rhodophyta,
Cryptophyta,
Glaucophyta

Parietochloris incisa

Nannochloropsis spp.,
Phaeodactylum
tricornutum, Monodus
subterraneus etc.
Crypthecodinium cohnii,
Schizochytrium spp,
Ulkenia spp.
Muchas Especies

Blakesleya trispora,
sintético(hongo)

Xanthophyllomyces
dendrorhous, sintética
(levadura)
Dietzia natronolimnaea,
sintética (bacteria)

Chile (Capsicum
annuum); Cempasuchil
(Tagetes erecta),
sintético
Tagetes sp., Blakesleya
trispora

Jitomate (Solanum
lycopersicum)

*

Algas pardas

Mortieriella spp. (hongo)

Aceite de pescado

Aceite de pescado

Diversas Plantas

Pigmento (alimento),
Provitamina A,
antioxidante

Pigmento (acuicultura),
antioxidante

Pigmento (acuicultura,
avicultura y alimentos)

Pigmento de alimentos,
antioxidante

Antioxidante

Antioxidante, cosméticos
Antioxidante
Antioxidante

Pigmento natural
(productos cosméticos y
de alimentos), conjugados
fluorescentes,
antioxidantes etc.
Suplemento nutricional

Suplemento nutricional

Suplemento nutricional

Nutracéutico
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Escualeno

Polihidroxialcanoatos

Polisacaridos

Aurantiochytrium sp.

Nostoc spp,
Synechocystis y otras
cianobacterias
Porphyridium spp.,

Higado de tiburén

Ralstonia sp; Escherichia
coli (Modificada
Genéticamente)

Goma Guar, Goma

Cosméticos

Plasticos biodegradables

Espesantes, agentes

Rhodella spp., varias xantana gelificantes, cosmético-
cianobacterias farmacéutico
1.5 La especie Verrucodesmus verrucosus

Dado que el nombre asignado a esta especie e relativamente nuevo, no existen
reportes sobre su utilizacion en el campo de la bioenergia u otras aplicaciones afines. Dicha
especie pertenece al género Verrucodesmus, recientemente Hegewald et al. mediante
estudios filogenéticos separd el género Scenedesmus en cuatro géneros mas, por tanto la
especie Verrucodesmus verrucosus es apartada de la anteriormente clasificada por Y.V.Roll
(1925) como Scenedesmus verrucosus (Hegewald et al. 2013). Algunas de sus
caracteristicas se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Taxonomia de la especie Verrucodesmus
verrucosus. Recuperado de (M.D. 2017).

Dominio Eucariota
Reino Plantae
Subreino Viridiplantae
Infrareino Chlorophyta
Division Chlorophyta
Subdivision Chlorophytina
Clase Chlorophyceae
Orden Sphaeropsidales
Familia Scenedesmaceae
Subfamilia Scenedesmoidea
Género Verrucodesmus
Especie Verrucosus

La especie de agua dulce presenta células ovaladas y alargadas, miden menos de
10pm. Su disposicion es alternada formando cenobios de 4 a 8 células. La caracteristica
principal de V. verrucosus es la disposicion de las células en dos series y la existencia de
granulaciones a lo largo de la pared celular, ver Fig. 9. Actualmente, esta especie se ha
mencionado en reportes de Brasil, Alemania y México (Lépez-Mendoza et al. 2015; Ramos
et al. 2015, Tduscher 2014).
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Fig. 9. Verrucodesmus verrucosus bajo microscopio de luz. Recuperada de (Ramos et al. 2015;
Téuscher 2014).

1.6 Microalgas y Lipidos
1.6.1  Definicion y funciones metabdlicas

Los lipidos son biomoléculas esenciales para practicamente todos los seres vivos ya
que desempenan numerosas funciones bioldgicas. Desde el punto de vista nutricional, los
lipidos de las microalgas pueden aportar acidos grasos esenciales, como por ejemplo
aquellos de la familia de los omegas (3 y 6 principalmente) asi como vitaminas liposolubles
(A'y E) (Spolaore et al. 2006). Dentro de la célula, los lipidos sirven para la formacion de la
membrana celular (fosfolipidos) y por lo tanto funcionan como amortiguadores estructurales,
mecanicos y térmicos. Son producidos en grandes cantidades bajo condiciones de estrés
celular ya que actuan como fuente de reserva energética. En la figura 10, se muestra un
andlisis de lipidos intracelulares mediante microscopia confocal de barrido laser, andlisis
fluorescente que permite observar la evolucion en la produccion de lipidos a lo largo de la
cinética de crecimiento, mostrando lo que reflejan muchos reportes en la literatura sobre
una mayor acumulacion lipidica en la fase estacionaria.

Crecimiento y Analisis de Lipidos Intracelulares Andlisis de cuerpo lipidico

¢ Lipidos B Crecimiento : "
Exponencial Estacionaria

- -g"i

'Y

-~

|
+

|
|

Fig. 10. Crecimiento celular y produccion de lipidos en diferentes fases de crecimiento
microalgal. Adaptada de (Wong y Franz 2013).
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Los lipidos se clasifican principalmente en dos tipos: simples (no polares o neutros),
los cuales para las microalgas son fundamentales como reserva energética. Se componen
por diacilglicéridos (DAGs), monoglicéridos (MAGs), triacilglicéridos o triglicéridos (TAGS),
ceras y esteroles. En general los TAGs estan formados por una cadena de glicerol y tres
moléculas de acidos grasos, los cuales dependiendo su extension y sus enlaces de carbono
le daran diversas propiedades a este tipo de lipidos. Las ceras, estan formadas por una
cadena de acido graso y un alcohol, debido a su naturaleza hidrofobica son altamente
insolubles en agua y realizan funciones de proteccion para la célula. Los organismos
fotosintéticos suelen tener diversos tipos de esteroles, como estigmasterol, sitoesterol, etc.
Por lo general, las cantidades presentes en estos organismos suelen ser menores al resto
de lipidos simples. La segunda clasificacion, son los lipidos complejos (polares), estos
forman las membranas celulares e incluyen a los fosfolipidos, gliceroglicolipidos y
esfingolipidos. Los fosfolipidos contienen un grupo fosfato y estan unidos a una cadena de
glicerol junto con acidos grasos. Son precursores para la mayoria de los glicerofosfolipidos.
La mayoria de las estructuras fotosintéticas de las microalgas, cianobacterias y plantas
superiores estan compuestas por diversos gliceroglicolipidos Utiles para los tejidos de las
membranas tilacoidales y otros organelos relacionados. Debido a sus propiedades tanto
hidrofébicas como hidrofilicas los esfingolipidos juegan un papel importante en la formacion
de membranas bioldgicas, asi como precursores para la union de cadenas muy largas en
organismos fotosintéticos (Arredondo-Vega y Voltolina 2007).

1.6.2 Biosintesis

Los productos de la fase luminosa de la fotosintesis, NADPH y ATP son los sustratos
del ciclo Calvin, donde la ribulosa-5-fosfato es convertida en dos triosas, por la enzima
Rubisco con la adicion de CO.. Esta molécula es convertida, mediante glucdlisis, en piruvato
y acetil-CoA. Los lipidos pueden producirse en diferentes regiones de la microalga, en los
cloroplastos se lleva a cabo la sintesis de acidos grasos mientras que los TAGs, se sintetizan
en el reticulo endoplasmico vy los tilacoides, Fig.11.
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Fig.11. Ruta metabdlica microalgal para la produccion de Triglicéridos (TAGS).

La ruta metabdlica para la sintesis de lipidos comienza con la carboxilacion del acetil-
CoA en malonil-CoA mediante el complejo acetil-CoA carboxilasa y bircabonato HCOs', el
cual es el primer paso en diversos organismos para la sintesis de acidos grasos. El segundo
paso consiste en la conversion de malonil CoA en malonil-ACP mediante la malonil-CoA-
ACP transferasa (MAT). Posteriormente, el malonil-ACP se convierte en 3-cetoacil-ACP por
la enzima 3-cetoacil-ACP sintetasa, comenzando el ciclo de sintesis de acidos grasos. Este
ciclo da como producto el acil-ACP que es fragmentado mediante la acil-ACP tioesterasa
(ATE) para formar acidos grasos libres, los cuales son exportados al citosol. Algunos
compuestos de acil-ACP y glicerol-3-fosfato (G3P) forman diacilglicéridos (DAG) dentro del
cloroplasto que después de varios ciclos forman y expulsan (TAGs) de la membrana. En el
citosol, fuera del cloroplasto, la dihidroxiacetona-fosfato (DHAP) es convertida en G3P
mediante la G3P deshidrogenasa. El gliceraldehido tres fosfato junto con la enzima acil-CoA
forman TAGs mediante una serie de proteinas producidas en el reticulo endoplasmico, tales
como glicerol-3-fosfato aciltransferasa (GPAT), acido lisofosfatidico aciltransferasa (LPAAT)
, lisofosfatidilcolina  aciltransferasa (LPAT) vy diacilglicerol-acil-transferasa (DGAT)
(D’Alessandro y Antoniosi Filho 2016) , ver Fig.12. Los TAGs resultantes son almacenados
en cuerpos lipidicos. La elongacion de las cadenas de carbono de los acidos grasos
depende principalmente de dos sistemas de enzimas, la enzima carboxilica Acetil-CoA 'y un
complejo multienzimatico llamado acido-graso sintasa (FAS) (Liang y Jiang 2013).

16



Malonil-AcP S ») 3-Cetoaci-ACP

3-Hidroxiacil — ACP

SINTESIS DE HD
ACIDOS GRASOS K 2

MAT

Malonil-CoA

Gap — Glucosa 6-Fosfato
HCO, ACC
PDH
Piruvato T_, Acetil-CoA

Co

trans-Encil-ACP

.:IEH

Acil-ACP

2

Cloroplasto ATE

Y

Acidos grasos libres

A G3P
Lisofosfatidilcolina  Fosfatidilcolina Acil-CoA
L SNE Diacilglicerol +— Acido fosfatidico Acido lisofosfatidico
cuerpo DGAT LPAT LLPART GPAT
lipidico

Fig.12. Biosintesis de lipidos microalgales.

Vista simplificada de metabolitos y rutas para la biosintesis de acidos grasos y
triglicéridos de microalgas, los cuales se muestran en negro, mientras que las enzimas
en color rojo. Los acidos grasos libres son sintetizados en el cloroplasto mientras que
los triglicéridos son formados en el reticulo endoplasmico. ACC, acetil-CoA carboxilasa;
ACP, proteina transportadora de acilos; ATE, acil-ACP tioesterasa; CoA, coenzima A;

DGAT, diacilglicerol-acil-transferasa; ER, enoil-ACP reductasa; G3P, glicerol-3-fosfato;
GPAT, glicerol 3 fosfato aciltransferasa; HD, 3-hidroxiacil-ACP deshidratasa; KR, 3-
cetoacil-ACP reductasa; KS, 3-cetoacil-ACP sintasa; LPAAT, acido lisofosfatidico
aciltransferasa ; LPAT, lisofosfatidilcolina aciltransferasa; MAT, malonil-CoA-ACP
transacilasa; PDH, complejo piruvato deshidrogenasa; TAG, triacilglicéridos o
triglicéridos. Modificada de (Radakovits et al. 2010).

1.6.3 Factores que determinan su produccion

Las microalgas son capaces de sobrevivir en una gran variedad de climas, incluso bajo
condiciones extremas, esto debido a que pueden modificar su metabolismo y adaptarse al
medio. En condiciones desfavorables o bajo condiciones de estrés celular, las microalgas
tienden a acumular lipidos como mecanismo de defensa (Merchant et al. 2012). Algunos
factores que han sido implementados para la acumulacion de lipidos descritos en la literatura
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son: estrés por nutrientes (nitrégeno, fosforo, hierro, CO,), salinidad, temperatura, intensidad
de luz etc.(Breuer et al. 2013; Converti et al. 2009, Ruangsomboon et al. 2013; Toledo-
Cervantes et al. 2013).

Sin embargo, si bien el estrés celular incrementa la acumulacion de lipidos, la tasa de
crecimiento disminuye, afectando por lo tanto la productividad celular de la especie (Converti
et al. 2009). Esto dificulta el hecho de conseguir grandes cantidades de biomasa con altas
productividades de lipidos, lo ideal para la produccion de biodiesel. En la siguiente tabla, se
muestran algunos parametros que se han modificado para incrementar la produccion de
lipidos en las microalgas.

Tabla 5. Parametros mas utilizados que afectan la produccién de lipidos.

Especie Parametro Aumento en Referencia

lipidos (% PS)
Chlorella vulgaris Hierro 7.8 a56.6 (Liu et al. 2008)
Chlorella vulgaris ESP- Fuente de carbono 40 a 53 (Yeh y Chang 2012)
31
Nannochloropsis salina  Temperatura 7 a 35 aprox. (Van Wagenen et al. 2012)
Nannochloropsis salina Intensidad de luz 10 a 18 aprox. (Van Wagenen et al. 2012)
Chilorella vulgaris Concentracion Nitrogeno 12.29a35.6 (Yasemin Bulut Mutlu et al.

2011)

Nannochloropsis oculata Temperatura 7.9a14.92 (Converti et al. 2009)
Chilorella vulgaris Concentracion Nitrbgeno 5.9 a 16.41 (Converti et al. 2009)
Nannochloropsis oculata Concentracion Nitrégeno 7.9a15.31 (Converti et al. 2009)
Mezcla de microalgas Fuente de carbono 5.8a28.2 (Prathima Devi et al. 2013)

Isochrysis galbana U4
Nannochloropsis salina

Concentracion Fosforo
Salinidad

Incrementa 50%
16 a 36

(Roopnarain et al. 2014)
(Bartley et al. 2013)

Recientemente se han explorado novedosas estrategias para dar respuesta a los retos
convencionales que tienen que ver con la maximizacion de la productividad lipidica, la
sustentabilidad, asi como el costo-beneficio del proceso. Algunos de estos desarrollos
incluyen el uso de herramientas de ingenieria genética, en donde se ha secuenciado el
genoma de algunas especies de microalgas en un intento de mejorar las rutas metabdlicas
de sintesis de lipidos, principalmente (Tabatabaei et al. 2011).El mayor reto en esta area
ademas de la busqueda para aumentar la acumulacion de lipidos, es el comportamiento de
la especie a largo plazo, y de qué manera afecta al ecosistema que o rodea, sobre todo en
sistemas de cultivo abierto. Existen otras estrategias recientemente investigadas como son:
a) cultivo en dos etapas, en donde se utilizan dos medios, uno rico en nutrientes para la
acumulacion de biomasa y otro carente de nutrientes para inducir el estrés celular; b)
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combinacion por estrés de nutrientes y de condiciones abidticas , que no son mas que
disenos experimentales en donde se modifican dos 0 mas variables hasta obtener la
condiciones de maximo rendimiento lipidico; c) fitohormonas , se utilizan hormonas
vegetales tales como auxina o citoquinina que funcionan como reguladoras de crecimiento
o division celular. Se ha visto que tienen un efecto estimulante sobre las microalgas en la
produccion de lipidos, carbohidratos, proteinas y carotenos; d) suplementos de acido etilen-
di-amino-tetra-acético EDTA, que es utilizado principalmente para fitorremediacion ya que
incrementa la solubilidad de metales en el medio y facilita el consumo de estos a traves de
la membrana celular; e) co-cultivos microalga-bacteria, esto debido a que naturalmente las
microalgas co-existen con otros microorganismos, entre ellos las bacterias. Se ha
observado que esto incrementa el crecimiento microalgal a la vez que conlleva a un aumento
en la productividad de clorofilas y lipidos; f) co-cultivos microalga-levadura , donde su
relacion simbidtica es utilizada principalmente para el tratamiento de aguas residuales
debido a su capacidad de sintesis de sustratos complejos; g) mejoras en las condiciones
luminosas , ya que utilizando LEDs, tinturas y pinturas de diversos colores para modificar la
intensidad y la longitud de onda, se logra un crecimiento lipidico en las microalgas; h) aditivos
quimicos (azida, brefeldin A, surfactantes), debido a que el uso de estos quimicos en el
medio de cultivo afecta principalmente el estrés oxidativo, el transporte de reticulo
endoplasmico asi como la permeabilidad de la membrana celular. Las estrategias anteriores,
pueden replicarse para la acumulacion de lipidos. Algunas de ellas se muestran en la Tablag.

Tabla 6. Estrategias novedosas que afectan la produccion de lipidos.

Especie Parametro Aumento en lipidos Referencia
(% PS)
Ankistrodesmus falcatus Dos etapas 36.5a45.5 (Alvarez-Diaz et al.
2014)
Scenedesmus obliquus pH, temperatura, luz, TAGs 40% (Breuer et al.
nitrégeno 2013)

Chlamydomonas reinhardtii
Scenedesmus sp.
Ankistrodesmus sp.

Scenedesmus obliquus

Chilorella vulgaris
Chilorella desiccata

acido indolacético (AlA)
EDTA
bacteria Rhizobium sp.

levadura Rhodotorula glutinis

Luz LED azul
azida de sodio

PUFA 59%
Lipidos totales 28.2%
Lipidos 112mg L 'd""

60 a 70%

23.50%
60 a 70%

(Park et al. 2013)
(Ren et al. 2014)
(Do  Nascimento
et al. 2013)

(Yen, Chen, y
Chen 2015)

(Atta et al. 2013)
(Rachutin Zalogin
y Pick 2014)
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Estas investigaciones han demostrado avances prometedores en cuanto a la
acumulacion de lipidos y produccion de biomasa se refiere, sin embargo, la mayoria de los
resultados reportados son a nivel laboratorio y con una minoria de especies. Son necesarios
estudios a gran escala, asi como la evaluacion de su factibilidad técnica-econémica junto
con un analisis de sustentabilidad.

1.7 Lipidos y Biodiesel
1.7.1 Biodiesel de microalgas

Las microalgas como fuente de biocombustibles han cobrado gran relevancia, en
particular para la produccion de biodiesel (Chisti 2007; Demirbas 2010; Gouveia y Oliveira
2009; Rawat et al. 2013; Sharma et al. 2012), el cual se obtiene de diferentes materias
primas. Actualmente se produce de soya, grasas animales , aceite de palma , de aceites
residuales de cocina asi como de jatropha (Barnwal y Sharma 2005; Felizardo et al. 2006;
Kulkarni y Dalai 2006). A pesar de que aun no existe la comercializacion masiva de biodiesel
a partir de microalgas, se ha probado que estas tienen varias ventajas como materia prima,
pudiendo superar a los cultivos terrestres (Mata et al. 2010).

Una primera estrategia es la seleccion adecuada de la especie de microalga ya que el
éxito de su conversion a biodiesel depende de la cantidad de lipidos dentro de la célula, en
especifico el contenido de TAGs (triglicéridos), ver Fig.13. Los investigadores buscan
obtener la mayor cantidad de biomasa, asi como el mayor contenido lipidico, usualmente
bajo condiciones de estrés celular, limitando nitrégeno, fosforo o con altas concentraciones
de hierro como ya se menciond anteriormente. Como una estrategia sustantiva a la
bioremediacion, se han utilizado aguas residuales como medio de cultivo, asi como el uso
de especies endémicas que ya estan adaptadas a las condiciones locales (lliman et al. 2000;
Khozin-Goldberg y Cohen 2006; Liu et al. 2008; Mansour et al. 2005).

Algunas especies cuentan con un contenido de lipidos que puede ir desde un 2% a
un 70%, pero se han reportado casos de hasta 90%. Un contenido entre 20-50% es una
contenido lipidico muy comun en la literatura (Becker 1994; Patil, Tran, y Giselrad 2008).
Asumiendo un contenido de lipidos del 30%, sin optimizar el medio de cultivo, se ha
estimado una produccion de lipidos entre 4.5 — 7.5 ton ha afo™, una cantidad superior
comparada con cultivos terrestres como soya (0.4 ton ha™ aho™), colza (0.68 ton ha' afio
1), aceite de palma (3.62 ton ha™ afio™) y jatropha (4.14 ton ha™ afo™) (Kee Lam y Lee 2011;
Tsukahara y Sawayama 2005). El biodiesel producido con aceite de microalgas no contiene
azufre, por lo que permite una reduccion significativa de emisiones de CO,, SO« e
hidrocarburos. Sin embargo, podriaincrementar la cantidad de NOx ,comparando diferentes
tipos de motores (B Johnson y Wen 2010).
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Fig.13. Compaosicion de la biomasa algal y algunas aplicaciones.

1.7.1.1 Ventajas del biodiesel de microalgas

A continuacion, se presentan algunas de las ventajas que tiene el cultivo de microalgas sobre

los cultivos terrestres:

e Rapido crecimiento de los microorganismos ,hasta 100 veces mas que

terrestres, ademas de contar con un alto contenido de lipidos (Tredici 2010).

¢ NoO se requiere de tierra destinada a la agricultura.
¢ No interviene en conflictos de seguridad alimenticia.
¢ £l mecanismo fotosintético es mas eficiente (Scott et al. 2010).

cultivos

e Remueve grandes cantidades de CO,, contribuyendo a la mitigacion de gases de
efecto invernadero (Packer 2009).
e Generan altas tasas de remocién de nitrégeno, fésforo y metales pesados de aguas
residuales (Franchino et al. 2016; Suresh Kumar et al. 2014; Wang et al. 2013).
e Se producen todo el ano.

e Existe una gran biodiversidad de especies (Wu et al. 2012).

e Pueden ser cultivadas en agua dulce, salina y residual (Wu et al. 2012).
¢ Pueden producir hasta 10 veces mas biodiesel por unidad de area que los cultivos
terrestres comunes (Chisti 2007; Rosenberg et al. 2008; Sheehan 1998).
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1.7.1.2 Problemas a los que se enfrenta

Por otro lado, todos los beneficios anteriormente citados conllevan un reto tecno-
econémico muy grande. Algunos aspectos que deben estudiarse mas a fondo son:

e Definir especies para contar con una mejor seleccion de las mismas dependiendo del
producto deseado.

e Adecuar las nuevas tecnologias basadas en costo-eficiencia para su produccion
(Chen et al. 2011).

e Desarrollar protocolos 0 metodologias para procesos a gran escala (Halim et al.
2011) , aunque se han publicado algunos protocolos en (Alfaro OG. et al. 2008).

e Analizar exhaustivamente el comportamiento de los diferentes parametros que
modifican la cantidad de lipidos producidos por los microorganismos.

e Implementar diversas modificaciones a las tecnologias del proceso (cultivo, cosecha,
secado), asi como al proceso de extraccion y conversion a biodiesel (Lam et al. 2012).

e Desde el punto de vista termodinamico, el balance energético auin no esta bien
definido para una gran mayoria de especies (Lam et al. 2012).

1.8 Proceso de producciéon de microalgas
1.8.1 Seleccioén de la especie

El primer paso de la produccion o cultivo de microalgas consiste en la correcta
seleccion de la especie, como se ha mencionado anteriormente. Mata et al. clasifican a las
microalgas en tres categorias segun la concentracion de lipidos, 30% como un contenido
bajo pero considerable para su utilizacion en produccion de biodiesel, 50% contenido medio
y un 70% como contenido alto (Mata et al. 2010). Recientemente, estudios como el de
Ahmad et. al. proponen un analisis multi-criterio para la adecuada seleccion de la especie
dirigida a la produccion de biodiesel (Ahmad et al. 2015). Los principales criterios son,
concentracion de aceite, tasa de produccion, la tasa de consumo de los sustratos, la
composicion de acidos grasos, asi como los costos asociados a la cosecha y nutrientes.
Algunas de las especies reportadas se muestran en la siguiente Tabla 7.
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Tabla 7. Contenido de lipidos de algunas microalgas y cianobacterias. Adaptada de (D’Alessandro y

Antoniosi Filho 2016,).

Divisién Contenido Division Contenido
de Lipidos de Lipidos
(%) (%)
Cyanophyta Scenedesmus acuminatus 1.58
Lyngbya birgei 12 Scenedesmus dimorphus 16 a 40
Spirulina maxima 6a7 Scenedesmus obliquus 12a14
Spirulina platensis 8.5 Scenedesmus obliquus 6.18
Spirulina platensis 4a9 Scenedesmus quadricauda 1.9
Synechocystis pevalekii 9 Spirogyra sp. 11a21
Chlorophyta Spirogyra orientalis 21
Ankistrodesmus falcatus 1.58 Heterokontophyta
Ankistrodesmus gracilis 7.9a20.5 Navicula minima 16.2
Auxenochlorella protothecoides 39.3 Nitzschia spp 3.68
Auxenochlorella protothecoides 32.9 Phaeodactylum tricornutum 9.4
Botryococcus braunii 14228.6 Euglenophyta
Botryococcus braunii 25a75 Euglena acus 5.78
Chlamydomonas rheinhardii 21 Euglena gracilis 14220
Chilorella pyrenoidosa 2 Rhodophyta
Chlorella sorokiniana 19 Catenella repens 8
Chlorella spp. 10.5 Ceramium manorensis 8
Chilorella vulgaris 12 Geledium pusillum 9.7
Chilorella vulgaris 25 Dinophyta
Chlorella vulgaris 14 a 22 Gymnodinium sp. 29.6
Chlorococcum infusionum 11.3
Dunaliella bioculata 8
Dunaliella salina 6

1.8.2 Cultivo de Microalgas

1.8.2.1 Principales factores de crecimiento

1.8.2.1.1 Luz

La disponibilidad de luz es determinante para la productividad de biomasa microalgal,
sobre todo para las especies fotoautotrofas. La iluminacion pude variar de dos maneras, la
irradiancia y el fotoperiodo. El primero se refiere a la cantidad de energia que incide en una
superficie, la cual tiene unidades de potencia sobre area (W m=2 o0 J m=2 s7"). Aunque para la
fotobiologia estas unidades pueden expresarse como el numero de fotones que inciden en
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una superficie por unidad de tiempo o la densidad de flujo de fotones, usualmente medidos
en umol de fotones m2 s~ 0 yE m=2 s~' (micro Einstein).

En un dia soleado promedio, la irradiancia que incide en la superficie terrestre es de
alrededor de 1000 Wm=, de los cuales cerca del 40% representa radiacion
fotosintéticamente activa o PAR (photosynthetically active radiation, por sus siglas en inglés)
que abarca las longitudes de onda desde 400 nm a 700 nm. Esto equivale a 400 W m=2 o
1800 umol de fotones m=2 s='. Por lo que un Wm~=2 equivale a 4.57 pmol de fotones m=2 s
(Richmond 'y Hu 2013; Zhang et al. 2001).

El fotoperiodo no es mas que la duracién en horas de luz y oscuridad al cual es
sometido el cultivo. En condiciones naturales este es de 12:12 (luz: oscuridad). Pero bajo
ciertos criterios de estrés luminico algunas especies se han llevado bajo condiciones de
(16:8) 0 hasta (24:0) (Rai y Gupta 2016; Sarat Chandra et al. 2016).

La respuesta de los organismos fotosintéticos a la energia que absorben,
principalmente los pigmentos, varia en funcion de las longitudes de onda. En cuanto a
pigmentos se refiere, existen tres grandes clases: clorofilas, carotenoides vy ficobilinas. La
clorofila es el principal pigmento que absorbe luz, dicha absorcion esta entre los anchos de
banda de (450-475 nm) y (630-675 nm), se caracteriza por el color verde y puede ser de
tres tipos a, b y ¢. Los carotenoides tienen un rango de absorcion entre 400 y 550 nm, su
color caracteristico es el amarillo-naranja y entre sus principales funciones como pigmento
accesorio es proteccion contra estrés luminico. Las cianobacterias y algas rojas cuentan
entre sus pigmentos antena con ficobilinas que absorben entre 500 y 650 nm (Richmond y
Hu 2013).

Existen diversos estudios con numerosas clases de microalgas que sugieren que el
contenido de lipidos es proporcional a la intensidad de la luz, esto es, que a mayor intensidad
de luz mayor es la concentracion de lipidos. Sin embargo, estudios realizados Ho et. al., se
observa que entre un rango de 0-600 umol m2 s aproximadamente, el contenido de lipidos
no varia significativamente por (Ho et al. 2072). No obstante, lo que si va en aumento junto
con la intensidad de luz es la productividad lipidica.

1.8.2.1.2 Temperatura

Para el caso del mantenimiento y la preservacion de las especies de microalgas, que
por lo general se mantienen en medio liquido o sdélido (agar), el cultivo pude permanecer
entre los 15y 20°C y transferirse cada 6 meses. Para la etapa de cultivo y experimentacion,
las microalgas pueden tolerar un amplio rango de temperaturas. La mayoria tiene un
crecimiento Optimo entre los rangos de 25°C a 35°C. Se ha observado que al aumentar la
temperatura, la produccion de acidos grasos saturados incrementa y en contraste, al
disminuir la temperatura se incrementan los acidos grasos poliinsaturados (Wu et al. 2013).
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Lo anterior, debido a que se mejora la estabilidad y fluidez celular de las membranas, sobre
todo las membranas tilacoidales que protegen al complejo fotosintético de la fotoinhibicion
o fotooxidacion por bajas temperaturas (Nishida y Murata 1996). También se ha observado
que el incremento de temperatura tiene una relacion con la produccion de pigmentos como
clorofila a, astaxantina y carotenoides. Esto puede deberse a que el aumento de la
temperatura induce la formacién de radicales libres de oxigeno dando como resultado
estrés oxidativo que propicie la carotenogénesis o que la temperatura mejore la actividad
enzimatica de la carotenogénesis (Liu y Lee 2000).Asimismo, se asume que a temperaturas
por debajo del crecimiento Optimo las células requieren mas carbono y nutrientes,
igualmente su volumen y contenido bioquimico incrementa (Darley 1982).

1.82.1.3  pH

El pH es un factor muy importante ya que de él depende la asimilacion de CO,, de
minerales, asi como las actividades metabdlicas de distribucion de carbono. Por lo general,
un rango Optimo de crecimiento esta entre 7 y 9, cercano al limite superior el carbonato
puede precipitarse y evitar que los nutrientes no estén disponibles para las células
(Arredondo-Vega y Voltolina 2007). La captacion de carbono inorganico dentro del medio
puede incrementar el pH durante la fotosintesis, y una manera de regularlo es mediante la
adicion de CO.al medio de cultivo durante la etapa de crecimiento.

1.8.2.1.4 Nutrientes

La concentracion y el tipo de nutrientes es fundamental para la tasa de
crecimiento microalgal. Si hay una limitaciéon de nutrientes la célula debera adaptarse
a los nuevos requerimientos nutricionales, de tal forma que disminuyan las tasas
fotosintéticas, asi como las respiratorias. Una respuesta a lo anterior se ve reflejada en
la mayoria de las microalgas , como una acumulacion de lipidos debido a un “estrés”
celular por déficit de nutrientes (Yang et al. 2015). Entre los mas importantes se
encuentran el nitrégeno el fosforo y el hierro.

El nitrdgeno es fundamental para el metabolismo de las microalgas, ya que
interviene en las sintesis estructurales y proteicas de las mismas. La mayoria de las
especies pueden utilizar el nitrdbgeno en forma de amonio, nitratos, nitritos o incluso
urea, aunque el primero es mas eficiente para el metabolismo Wu et al. 2013). El
nitrégeno representa del 7 al 10% en peso seco de la célula. Cuando existe un déficit
de nitrégeno, comienzan a degradarse los ficobilisomas, que son los complejos de
proteinas que componen los sistemas antena en la membrana tilacoidal. Como
resultado, la tasa fotosintética disminuye, si continla la escasez de nitrégeno, el
carbono es fijado y redirigido a una ruta que sintetice principalmente carbohidratos y
lipidos como reserva energética, como mecanismo de supervivencia. La produccion
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de carotenoides es otra consecuencia de la falta de nitrégeno en el medio, que usualmente
esta acompanada de una reduccion en el contenido de clorofila (Pribyl et al. 2016).

El fésforo es uno de los macronutrientes esenciales sobre todo en los &cidos
nucleicos y muchos intermediarios metabdlicos tales como fosfatos de azucar y adenosin-
fosfatos, los cuales se encargan de la movilizacién energética contenida en las células. Por
lo tanto el fosforo es un componente que no soélo es importante para las microalgas sino
para la mayoria de todos los seres vivos (Correll 1998). Los ortofosfatos son la Unica forma
de fosforo que puede ser asimilado por los autétrofos. Estos son hidrolizados por enzimas
extracelulares para incorporarlo a las células como fosfato o polifosfatos. Un déficit de
fosforo en el medio se comporta de manera similar como en la escasez de nitrdgeno, aunque
no tan evidente. Se ha observado que a bajas concentraciones de fésforo los lipidos
estructurales tales como los fosfolipidos y monogalactosil-diacilgliceroles decrecen
considerablemente, en contraste con los lipidos de reserva que van en aumento como los
mono, diy triacilglicéridos (Khozin-Goldberg y Cohen 2006).

El hierro es el elemento traza mas importante, debido a sus propiedades oxido-
reductivas y su participacion en procesos clave como la fotosintesis, la fijacion de nitrégeno,
la respiracion celular y la sintesis de ADN. Un ejemplo de esto son los experimentos de Liu
et. al., donde observaron un incremento de biomasa y acumulacion de lipidos mediante la
adicion de 1.2 x10° mol L' de FeCls con la especie Chlorella vulgaris (Liu et al. 2008).

La concentracion salina afecta directamente la presion osmotica celular,
incrementando la sintesis de solutos dentro de la membrana o bien, incorporandolos del
medio. Este cambio en la regulacion osmdética es clave para la supervivencia. Bartley et al.
observaron un aumento de mas del 50% de produccion de TAGs al aumentar de 22 PSU a
58 PSU (practical salinity units, por sus siglas en inglés) con la microalga Nannochloropsis
salina. (Bartley et al. 2013).

En resumen, las diferentes combinaciones de parametros de crecimiento, asi como
concentraciones de nutrientes, conducen a biosintesis diversas en condiciones de estrés
celular, por lo que el estudio de un solo factor de crecimiento no puede ser determinante
por si solo para la acumulacion de los diferentes metabolitos.

1.8.2.1.5 Fuente de Carbono.

La aireacion es fundamental para los cultivos, principalmente porque es la fuente de
carbono inorganico necesaria para la fotosintesis (para los autétrofos). Gracias a esta,
mejoran diversos aspectos como el intercambio de gases, la asimilacion de nutrientes, los
gradientes térmicos, la exposicion homogénea del cultivo a la luz, asi como evitar la
sedimentacion. Se ha visto que las mejores eficiencias de asimilacion de CO, se dan a bajas
concentraciones en el medio del 5% (v/v) aunque existen reportes que utilizan hasta un 50%
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(Chinnasamy et al. 2009; Chiu et al. 2008; Ho et al. 2011). El carbono no es la Unica
fuente de carbono inorganico que puede ser suministrado al cultivo. En el caso de los
cultivos heterotrdéficos, en donde el crecimiento no depende de la fase luminica, pero
si de la fuente de carbono. Este ultimo usualmente se suministra en forma de glucosa,
fructosa, acetato, e incluso como glicerol (Perez-Garcia et al. 2011).

1.8.2.2 Sistemas de Cultivo

Dentro del proceso de produccion de biocombustibles, la seleccion del sistema o
sistemas para el cultivo de microlagas juegan un papel importante. Dichos sistemas se han
dividido en dos grupos, sistemas abiertos y sistemas cerrados, ver Fig.14. No existe una
metodologia estandarizada para su construccion, ya que en mayor medida depende de la
especie de trabajo, por o que ambos pueden tener ventajas y desventajas en funcion del
objetivo y producto final deseado, ver Tabla 8. A pesar de ello, para que ambos tengan éxito
en su aplicacion a pequena escala, pero sobre todo a nivel industrial, se deben cumplir
ciertos requisitos que optimicen tanto el proceso fotosintético como su propio disefo. Esto
son: a) intensidad y fuente luminica efectiva b) 6ptima transferencia de gas-liquido (gj. CO,,
aire), c) facil de operar, d)contar con bajos niveles de contaminacion permisibles e) bajos
costos de produccion f) uso minimo de area g) maximizar el aprovechamiento de nutrientes
y h) control de temperatura. Lo anterior debe ser optimizado para el mayor nimero de
especies posible. (Chen et al. 2011; Koller et al. 2012; Mata et al. 2010; Ono y Cuello 2004;
Xu et al. 2009).

Planos
Sistemas Cerrados
—1 Tubulares
]
FBRs L1 Columna
! Tanque Agitado
Sistemas de Sisternas Hibridos
Cultivo

Estanques Tanques

Naturales o

Artificiales

[ Inclinados
Sistemas Abiertos

Tipo “Raceway”

Fig.14. Sistemas de cultivo microalgal.
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1.8.2.2.1 Sistemas Abiertos

Muchos de los sistemas utilizados a gran escala son los sistemas abiertos, utilizados
desde la década de 1950. Algunos factores que intervienen para su seleccion son: las
propiedades metabdlicas de las microalgas, las condiciones climaticas, asi como los costos
de la tierra'y el uso de agua. Algunos disenos, pueden ser categorizados en aguas naturales
como lagos, lagunas y estanques, asi como estanques artificiales. Algunos tipos son:
estanques de baja profundidad, tanques, estanques circulares, sistemas inclinados y de tipo
‘raceway”, ver Fig.15. Estos Ultimos son los mas utilizados actualmente (Borowitzka 1999;
Brennan y Owende 2010; Richardson et al. 2012; Suali y Sarbatly 2012), este tipo de
sistema es por lo general de baja profundidad (20 — 50 cm), esto debido a que las microalgas
necesitan ser expuestas a los rayos del sol, los cuales estan limitados a la profundidad del
estanque (Singh y Sharma 2012). Su forma es ovalada, formando un circuito cerrado,
mezclado mediante una rueda de paletas que, a su vez, evita la sedimentacion. Frente a
ésta, son anadidos los nutrientes y detras de la misma se realiza la cosecha, el flujo es guiado
por una serie de curvas y deflectores (Chisti 2007, Stephenson et al. 2010; Terry y Raymond
1985). La adicion de CO, puede ser mediante aireadores sumergibles o directamente del
aire, aunque para optimizar dicha transferencia de masa puede anadirse una columna de
carbonatacion para mejorar la transferencia del gas a la fase liquida en un 90% (Putt et al.
2011). Los nutrientes pueden provenir de las aguas de desagUe cercanas o bien mediante
la utilizacion de aguas de tratamiento residual, lo que permite reducir el impacto hidrico, asi
como el consumo de nutrientes industriales. Normalmente los materiales de construccion
son el concreto junto con una membrana blanca plastica.

Ventajas

La razon principal por lo que estos sistemas se utilizan es debido a sus bajos costos
para su implementacion a gran escala. Si bien son necesarias grandes extensiones de tierra,
No necesariamente ésta debe estar destinada a la agricultura, el uso energético es minimo
en comparacion a los sistemas cerrados, son de facil mantenimiento, construccion y
operacion (Rodolfi et al. 2009; Ugwu et al. 2008). Existen aspectos que pueden optimizarse,
como son: el uso de especies resistentes a ambientes extremos, como ejemplo Dunaliella,
Spirulina, Chlorella sp., que son cultivadas en condiciones de alta salinidad, alcalinidad y
nutricion respectivamente, 1o que da como resultado la elevacion de la produccion (Harun
etal. 2010; Lee 2001; Prasanna et al. 2010), asi como evitar la proliferacion de especies
invasoras.
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Limitaciones

Los sistemas abiertos aun tienen algunos retos tecnoldgicos por desarrollar, entre los
principales problemas a los que se enfrentan son: el nUmero de especies que pueden
desarrollarse de manera exitosa son minimas, los valores reales de produccion aun son
bajos , el control del medio es complicado , dadas las bajas profundidades las perdidas por
evaporacion son altas, el mezclado no es del todo eficiente y con ello tampoco el
aprovechamiento de nutrientes y luz, existe contaminacion del cultivo por otras especies de
alga , protozoarios y bacterias, la temperatura es muy fluctuante ya que depende en su
mayoria de los ciclos estacionales, contienen bajas tasas de concentracion de biomasa en
relacion a los grandes volumenes que se requieren, por 10 que se necesitan grandes
extensiones de tierra (Borowitzka 1999; Brennan y Owende 2010, Carvalho et al. 2006;
Chisti 2007; Cuaresma et al. 2011; Schenk et al. 2008).

Fig.15.Sistemas Abiertos para el cultivo algal. a) Estructura tipo raceway, b) Estanque circular, c)
sistema de superficie plana-inclinada, d) tipo raceway a gran escala. Adaptado de (Connelly 20174;
Masojidek y Torzillo 2008).
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1.8.2.2.2 Sistemas Cerrados

El control de parametros que en sistemas abiertos es practicamente poco factible, se
logra mediante el disefio y desarrollo de sistemas cerrados, comunmente llamados
fotobioreactores, que Tredici define como reactores en los cuales sistemas fotdtrofos crecen
y llevan a cabo reacciones fotobioldgicas, como la fotosintesis. La caracteristica principal es
que la luz no incida Unicamente en la superficie sino que deba atravesar las paredes
transparentes para alcanzar al mayor nudmero de células del cultivo, por tanto, es
fundamental la aplicacion de disefios que permitan reducir el trayecto de la luz e incrementen
la disponibilidad de la misma (Borowitzka 1999; Richmond 2004).

Si bien existen diversos tipos de fotobioreactores el objetivo principal de todos ellos,
es alcanzar altas productividades volumétricas y alta eficiencia en la conversion de energia
luminica, para ello debe ponerse especial énfasis en caracteristicas como: la relacion
superficie-volumen, su orientacion , asi como la inclinacion, la mezcla del medio y
desgasificacion, sistemas de limpieza, control de temperatura, transparencia y durabilidad
de los materiales , que sea escalable y reproducible con bajos costos de operacion vy
construccion (Richmond 2004).

Tsoglin et al. proponen algunos parametros para el disefio de sistemas cerrados
(Tsoglin et al. 1996), como son:

o £l reactor debe permitir el cultivo de diversos tipos de especies de microalgas.

e Debe contar con iluminacion uniforme y una rapida transferencia de masa de CO,
consumido y O, generado.

¢ Prevenir y minimizar la incrustacion de microalgas entre las paredes de reactor que
eviten el paso de la luz.

e Reducir el dano celular que inhiba el crecimiento del cultivo, debido a la dinamica de
fluidos.

o El fotobioreactor debera trabajar en condiciones de intensa espuma, debido a las
tasas de transferencia de masa gas-liquido.

o £l disefio debera tener partes minimas de no iluminacion.
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Fig.16. Sistemas cerrados para el cultivo algal. a) FBR tubular horizontal, b) FBR horizontal en
“pared vertical”, c) FBR en serie de panel vertical, d) FBR de columna. Adaptado de (Masojidek y
Torzillo 2008).

Ventajas

El control sobre la contaminacion del medio es mucho mayor que en los sistemas
cerrados, esto conlleva a una mejor reproduccion celular, mejorando la calidad de la
biomasa, especialmente cuando se desean productos de alto valor (Grobbelaar 2009; Harun
et al. 2011; Pulz 2001; Ugwu et al. 2008). Ademas, permite el uso de un mayor numero de
especies. Al reducirse los volumenes de trabajo se requieren menos extensiones de tierra 'y
al mismo tiempo la produccion por unidad de volumen es mas alta, reduciéndose los costos
de cosecha (Carvalho et al. 2006). En los sistemas cerrados, Se obtienen menos pérdidas
por evaporacion y aumentan los niveles de fijacion de CO. (Grima et al. 1999; Merchuk et
al. 2000; Sierra et al. 2008) y debido a su alta relacion superficie-volumen los sistemas
cerrados operan con altas concentraciones celulares (Amin 2009; Davis et al. 2011).
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Limitaciones

El escalado en fotobioreactores se enfrenta a un gran reto, principalmente por los
altos costos de construccion, operacion y mantenimiento (Amaro at al. 2011; Carvalho et al.
2006, Davis etal. 2011). Desde el punto de vista de materiales y construccion, el uso de
vidrio puede tener ventajas tales como durabilidad, mayor eficiencia al paso de luz y facil
limpieza, aunque con costos mas elevados. Tiene un incremento en peso y aumenta el
riesgo de un accidente; mientras que los plasticos, aunque son mas econémicos su tiempo
de vida es mas corto y pueden opacarse con el tiempo, por lo que es de gran importancia
la seleccion de los materiales, sobre todo para procesos industriales. La operacion también
enfrenta retos, tales como: iluminacion artificial, sistemas de mezclado, sistemas de
enfriamiento, intercambio de gases aprovechables (CO,) y disueltos (O.) asi como en el
modo de produccion batch , semi-continuo o continuo (Acién Fernandez et al. 2001, Bitog
et al. 2011; Eriksen 2008; Gong y Jiang 2011; Pulz et al. 1998; Zittelli et al. 2003). Lo anterior
genera un impacto negativo en el balance energético debido a los altos consumos
energéticos. Una propuesta es la integracion de diferentes tecnologias como solar y edlica
para el suministro energético de dichos sistemas (Lam y Lee 2012).

Tabla 8. Principales ventajas y desventajas de los sistemas de cultivo.

Sistemas Abiertos Sistemas Cerrados

(+) () (+) ()
Facil construccion Baja productividad Buen control Altos costos de operaciéon
Facil de operar Menor control Altas productividades Dificil Escalado
Facil Perdidas por evaporacion  Alta Eficiencia luminica Mayor consumo energético
Mantenimiento
Menor consumo Baja transferencia de CO2  Buen mezclado Dificil Mantenimiento
energético celular/gases

Limitacién luminica Evita la contaminacion

Riesgo de contaminacion
Dependencia del clima




1.8.2.2.2.1  Tipos de Fotobioreactores
1.8.2.2.2.2 Tubulares

Consiste principalmente en un arreglo de tubos transparentes ya sean de vidrio o
plasticos, también llamado colector solar, ya que en él se captura la energia proveniente del
sol. Esta unido a un reservorio en donde normalmente se anaden los nutrientes y se realiza
el intercambio de gases, dicho cultivo circula por el arreglo solar y regresa al reservorio (Chisti
2007). El arreglo normalmente es enfriado mediante aspersion lo que genera un consumo
energético extra (Kumar et al. 20117), ver Fig. 17. Las disposiciones y geometrias , pueden
ser horizontales, verticales, inclinadas, helicoidales, conicas y toroidales (Borowitzka 1999,
Carlozzi 2008; Hall et al. 2003; Miyamoto et al. 1988; Molina et al. 2001, Pruvost et al. 2006;
Richmond et al. 1993; Torzillo et al. 1986; Ugwu et al. 2002; Watanabe y Saiki 1997).Tiene
como limitante la longitud del tubo que depende tanto del agotamiento del CO, como de la
generacion de O, éste Ultimo debe ser extraido ya que inhibe el crecimiento del cultivo
(Eriksen 2008; Vonshak, A. and Torzillo 2004), a pesar de esto, los fotobioreactores
tubulares son considerados adecuados para cultivos en exteriores, con una gran iluminacion
superficial, buena produccion de biomasa, asi como la obtencion de productos de alto valor
farmacéutico como la astaxantina (Janssen et al. 2003; Norsker et al. 2011).

_— P i AN A’f"/"/
Fig.17. Planta Industrial Arcos, Espana. Disefio de Fotobioreactores tubulares horizontales.
Recuperado de (AlgaEnergy 2014).
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1.8.2.2.2.3 Planos

Los fotobioreactores planos, Fig.18., tienen formas cuboides y pueden ser tanto de
vidrio, Plexiglas como policarbonato, el sistema de mezclado se lleva a cabo mediante
burbujeo o rotacion mecanica (Hu, Guterman, y Richmond 1996; Kumar et al. 2011, Pulz
1994; Samson y Leduy 1985), una peculiaridad es que su geometria permite una alta
relacion superficie/volumen, lo que produce altas concentraciones de cultivo, dando como
resultado altas producciones de biomasa (Hu et al. 1998). Una ventaja frente a los tubulares
es su baja acumulacion de oxigeno disuelto asi como sus altas eficiencias fotosintéticas
(Richmond 2000), su consumo energeético es bajo , carece de zonas de sombreado y mejora
el consumo de CO, .Debido a esto, son considerados como escalables para el cultivo de
microalgas en comparacion con los tubulares. Aunque los costos de mezclado e instalacion
aun son elevados (Brennan y Owende 2010; Chiu et al. 2008; Doucha, Straka, y Livansky
2005; Norsker et al. 2011, Pires et al. 2012; Sierra et al. 2008; Stewart 2005).

_—m'—' & - > I S——
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Fig. 18. Fotobioreactores planos en el sur de Portugal. Recuperada de (Necton 2013).

1.8.2.2.2.4 Columna Vertical

Este tipo de reactor estd compuesto por un contenedor cilindrico transparente con un
difusor de gases al fondo, ver Fig.19. Se pueden dividir en reactores de columna de burbuja
o columna tipo “airlift” (Degen et al. 2001, Harker et al. 1996, Kaewpintong et al. 2007,
Ogbonna et al. 1999; Zittelli et al. 2003). En el primero, la difusion de los gases se realiza en
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todo el volumen mientras que el segundo esta dividido en dos zonas, area de entrada,
mezcla y elevacion de gases, Asi como la zona de “bajada” en donde no hay gases
mezclados. En ambos casos dicha mezcla se lleva cabo a través del difusor sin necesidad
de agitacion mecanica. Pueden ser iluminados artificialmente tanto de manera interna, como
externa (Eriksen 2008, Suh y Lee 2003). El reactor de columna vertical ofrece muchas
ventajas por lo que se ha vuelto muy utilizado. Esto por ser de bajo costo, compacto, ser
viable para su escalado, de facil operacion, cuenta con un mezclado eficiente de patrones
hidrodinamicos homogéneos, con una taza de transferencia de masa muy alta, con ausencia
de incrustaciones en las paredes y puede utilizarse tanto en cultivos exteriores como
interiores (Bitog et al. 2011, Kaewpintong et al. 2007; Suali y Sarbatly 2012; Vunjak-
Novakovic et al. 2005).

: e
Fig.19. Fotobioreactores de columna en Alicante, Espana. Recuperada de (Yeomans 2013).

1.8.2.2.2.5 Tanques de Agitacion

Es la manera mas sencilla que hay para el cultivo de microalgas, el sistema se compone
principalmente de un tanque con impulsores de diferentes tamanos para su agitacion, el
COzes suministrado por burbujeo desde el fondo del tanque, la iluminacion puede ser tanto
externa como interna, su desventaja radica en la baja relacion superficie volumen por lo que
Sus producciones no son tan altas como los fotobioreactores mencionados con
anterioridad, Fig. 20.
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Fig. 20. Fotobioreactor tipo tanque agitado. Recuperado de (Solaris 2015).
1.8.2.2.2.6  Sistemas Hibridos

Los sistemas hibridos combinan principalmente dos tipos de sistemas de cultivo, ver
Fig. 21., mejorando el rendimiento del proceso en general. Combinan dos etapas distintas
de crecimiento, en la primera etapa las condiciones de crecimiento y contaminacion son
controladas favoreciendo la division celular mientras que en la segunda el objetivo es
establecer condiciones de estrés celular para provocar la sintesis de lipidos (Greenwell et al.
2010; Huntley y Redalie 2006; Rodolfi et al. 2009, Singh y Sharma 2012).

Clesed Photobioreactors Opeh Ponds

Fig. 21. Combinacién de sistemas abiertos y cerrados en un mismo proceso. Recuperado de
(Cellana 2016).

En la Tabla 9, se muestra la productividad de biomasa de algunas especies de
microalga cultivadas en diferentes sistemas cultivo. Asi como en distintos volumenes de
trabajo, en exteriores e interiores.
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Tabla 9. Productividad de biomasa algal en diferentes sistemas de cultivo (abiertos y cerrados).

Productividad
Especie Tipo de de Biomasa (g Volumen Escala Referencia
Reactor L' d") ps’ L)
Consorcio (Chlorella sp., Cerrado 0.025 s 40 Exteriores (Nwoba et al. 2016)
Scenedesmus sp. y Helicoidal
diatomea pennada) (Biocoil)
Chlorella vulgaris FSP-E Tubular Vertical 0.2681 50 Exteriores  (Chen et al. 2016)
Scenedesmus bijugatus Tubular Vertical 0.26 250 Exteriores  (Ashokkumar et al.
2015)
Tetraselmis suecica Tubular 0.52 40 Exteriores (Michels et al. 2014)
Horizontal
Nannochloropsis gaditana Plano Vertical 0.038 400 Exteriores (San Pedro et al.
2016)
Thermosynechococcus Plano tipo Airlift 2.9 10 Interiores  (Bergmann y Trésch
elongatus BP-1 2016)
Chlorella pyrenoidosa Columna de 0.34 0.4 Interiores (Ding et al. 2016)
burbujeo
Neochloris oleoabundans Columna de 0.4188 14.5 Interiores (Peng et al. 2016)
burbujeo
Chlorella sp. Abierto tipo 0.0727 1000 Exteriores (He et al. 2016)
Raceway
Chlorella luteoviridis Estanque 1.78 150 Exteriores (Osundeko y
abierto Pittman 2014)
Parachlorella hussii Estanque 1.83 150 Exteriores (Osundeko y
abierto Pittman 2014)
Chlorella pyrenoidosa Abierto tipo 0.114 8000 Exteriores  (Zhang et al. 2016)
Raceway

*PS, Peso Seco; **PSLC, peso seco libre de cenizas

1.8.3 Cosecha de Microalgas

En el proceso de produccion de microalgas, la cosecha juega un papel muy
importante, ya que es en este proceso toda biomasa microalgal es removida de la fase
liquida. Esta representa entre el 20 y 30% del costo total de produccion (Molina Grima et al.
2003), principalmente por el consumo energético de los equipos y su mantenimiento. La
remocion de biomasa enfrenta diversos retos, ya que gran parte de la tecnologia dependera
del tipo de especie. Por lo que se requiere investigacion en procesos que abarquen una
amplia gama de microalgas. Algunos de los principales problemas es el tamano de célula,
ya que varia entre 2 hasta 200 um, para las células eucariontes y de 0.2 a 2 pm para las
cianobacterias. Otro inconveniente es la concentracion de biomasa por unidad de volumen
, que varia entre 3y 5 kg m?, lo que implica un manejo de grandes volumenes y por lo tanto
un alto consumo eléctrico (Chorus y Bartram 1999; Gudin y Chaumont 1991; Rawat et al.

2013).
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La recuperacion de la biomasa depende de otros factores ademas del tamano de
célula. Tales como la densidad de la biomasa (en promedio 1020 kg por m?) (Pieterse y
Cloot 1997), el sistema de cultivo (abierto o cerrado), la condiciones de cultivo y los
productos que se desea obtener. Las estrategias empleadas actualmente son,
centrifugacion, filtracion, sedimentacion y electroforesis, ver Fig.22. Técnicas como el
ultrasonido y las arcillas organicas estan todavia en desarrollo. Algunas de estas técnicas
son precedidas por un proceso de floculacion (Brennan y Owende 2010; Lananan et al.
2016; Lee et al. 2013; Suali y Sarbatly 2012, Uduman et al. 2010), Fig. 23. Si bien estas
tecnologias han demostrado ventajas para la recoleccion de biomasa de microalgas, es
cierto que se requiere minimizar sus inconvenientes, tales como los altos costos, asi como
la mejora de la eficiencia de recuperacion solido-liquido.

Sedimentacion Centrifugacién
Filtracidon S Cosecha — Flotacion
|
- Filtro prensa Flotacién por aire
- Filtracién al vacio .. disuelto (DAF)
Floculacion

- Filtracién directa
- Microfiltracién

- Sales metalicas

- Polimeros organicos
- Electrolitica

- Nanoarcillas

- Ultrascnido

- Microbial

Fig.22. Métodos de cosecha algal.
1.8.3.1 Métodos de Cosecha
1.8.3.1.1 Centrifugacion

Su funcionamiento se basa en la generacion de fuerzas centrifugas que permiten la
separacion de la biomasa por diferencia de densidad. Esta técnica posiblemente sea la mas
rapida y confiable para la recuperacion de microalgas. El equipo es facil de limpiar asi como
también permite utilizar una gran variedad de especies (Shelef y Sukenik 1984). Es aplicable
preferentemente sélo para productos de alto valor pero no es muy sugerido para
operaciones a gran escala (Collet et al. 2013; Molina Grima et al. 2003).Cuenta con altas
eficiencias de concentracion (>95%) (Greenwell et al. 2070). El proceso de escalado esta
restringido a costos energéticos. Sin embargo (Dassey y Theegala 2013) observo que para
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altas tazas de flujo y con ello grandes volumenes, la energia disminuye considerablemente
compensandolo asi con bajas eficiencias.

Biomasa Concentrada

]

Microalga en suspension

Tanque de Concentrados

Centrifuga

Fotobioreactor

Fig.23. Centrifugacion de biomasa algal. Recuperado de (Flottweg 20176).

1.8.3.1.2 Sedimentacion

La sedimentacion es un método muy simple de separacion por gravedad. Reduce los
costos de operacion debido a su baja demanda energética. Este proceso puede ser
optimizado mediante la adicion de floculantes o separadores lamelares (Rawat et al. 2013).
Por otro lado, cuenta con bajas concentraciones finales (0.5% a 3%), tiene largos periodos
de asentamiento (0.1 a2.6 cm h™") , existe una posible degradacion celular asi como también
cuenta con baja confiabilidad de recuperacion de la biomasa del orden del 10% hasta el
90% (Christenson y Sims 2011). Esta altamente influenciado por el tipo de especies,
principalmente su densidad y tamarno. Por ello, esta limitado para microalgas que tengan
altas tasas de sedimentacion. Puede utilizarse como un proceso de asentamiento primario,
sin embargo, requiere grandes extensiones de tierra (para estanques abiertos) asi como
tanques de sedimentacion. A pesar de sus inconvenientes, el balance energético de la
sedimentacion tiene aspectos técnico-econdémicos positivos principalmente porque es
susceptible para aplicaciones a gran escala en comparacion con otras metodologias
reportadas (Coward, Lee, y Caldwell 2013; Rawat et al. 2013).
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1.8.3.1.3 Floculacién

La floculacion tiene como principio aumentar la densidad de la biomasa microalgal, la
cual posee carga negativa aparente, dichos agregados incrementan también el tamarfo de
particula lo que facilita su asentamiento, ver Fig.24., (Chen etal. 2011, Ghernaout y
Ghernaout 2012). Para desestabilizar dichas cargas en las particulas de suspension vy
permitir su aglomeracion se usan floculantes que las separen de manera eficiente de las
fases liquida, facilitando procesos posteriores como la centrifugacion, sedimentacion y
filtracion. Usualmente los floculantes suelen ser sales metdlicas inorganicas, polimeros
organicos, inclusive microbios (Duan y Gregory 2003; Kim et al. 2011; Salim et al. 2010;
Vandamme et al. 2010).

Microalga Suspendida Floculacion Precipitado

Fig.24. Proceso de floculacion algal.

1.8.3.1.4 Filtracion

El proceso de filtracion para la cosecha de microalgas utiliza membranas, las cuales
Unicamente permiten el paso de las células facilitado su separacion, el proceso suele ser
abrasivo para muchas microalgas ocasionando su ruptura, asi como la reduccion de la
calidad del contenido celular. Por lo que su diseno y estructura debe estar en funcion del
tamano de la especie empleada. Dicho proceso requiere el lavado de las membranas para
mantener su eficiencia y en su defecto su remplazo debido a la suciedad almacenada. Lo
que requiere de tiempo en el proceso y costos anadidos (K. Kim et al. 2015; Rossignol et al.
1999; Zhen-feng et al. 2011). Para especies con tamafnos mayores a 70 pm se utiliza filtrado
en vacio, aunque se ha utilizado la prensa de French para especies de gran tamafo como
Coelastrum proboscideum 'y Spirulina platensis (Mohn, 1978). Se utiliza filtracion directa para
especies mayores a 30 pm y micro o ultrafiltracion para tamanos menores (Brennan y
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Owende 2010). Este método, aunque es eficiente para células fragiles, no es aplicable a
grandes escalas, debido a sus bajas tasas de recuperacion. Ademas del problema de
incrustaciones en la membrana (Mata et al. 2010; Rossignol et al. 1999). Los procesos de
filtracion son adecuados a pequena escala, ya que de lo contrario se requiere de altos costos
de mantenimiento y operacion, sobre todo por el remplazo o lavado de membranas, asi
como de consumo eléctrico por bombeo.

1.8.3.1.5 Flotacion

La flotacion es un proceso de separacion en el cual burbujas de aire o gas se adhieren
a la biomasa suspendida llevandola a la superficie del liquido, el éxito del proceso radica que
entre mas pequenas sean estas burbujas mayor es la eficiencia debido a la relacion de area
por unidad de volumen (Koren y Syversen 1995), los tamanos de burbuja pueden ir desde
diametros menores a 10 um hasta 3000 pm segun el proceso (Csordas y Wang 2004;
Edzwald 1995; Levin etal. 1962; Rubio et al. 2002). El método mas comun es el DAF
(Dissolved Air Flotation, por sus siglas en inglés), un método ya utilizado para la eliminacion
de lodos en el tratamiento de aguas residuales. Consiste en anadir un floculante que
incremente el tamano de particula para después generar pequenas burbujas que eleven la
biomasa microalgal, Fig. 25. Su ventaja son los bajos costos asi como su aplicacion a gran
escala, la desventaja es la posible contaminacion debido al floculante (Greenwell et al. 2010;
Hoffmann 1998; Molina Grima et al. 2003) . El proceso DAF remueve alrededor de 90%-
99% de gran variedad de algas y es mas eficiente que la sedimentacion (Henderson,
Parsons, y Jefferson 2008) .Algunos parametros que deben controlarse para mejorar el
proceso son: presion del tanque, tasas de recirculacion, tiempos de retencion y las tasas de
flotacion de particula (Uduman et al. 2010).

\ L 1 | 1
/C) Desnatador (i
Concentrado de % ¥ [ i
microalga

Valvula de =
alivio |——f3— Sistema de Cultivo
e 1 L 1 4 1 1 1
o

Linea de
Recirculacion

Floculante ——

Sistema de Cultivo Q—

Fig. 25. Diagrama de un sistema combinado de floculacién con un sistema DAF para la
cosecha microalgal. Adaptado de (Gerardo et al. 2015).




1.8.3.1.6 Métodos electroliticos

La carga negativa de las células permite que , mediante un campo eléctrico se pueda
manipular el movimiento de éstas fuera de la solucion, al mismo tiempo la generacion de
hidrégeno debido a la electrdlisis provoca la adhesion del gas a las moléculas sdlidas que
son arrastradas a la superficie (Kumar, Yadava, y Gaur 1981; Mollah et al. 2004), este
meétodo puede ser efectivo, ademas bajo en costos, con cortos tiempos de operacion y con
bajas probabilidades de contaminacion ya que no se anaden agentes quimicos al medio.
Sin embargo, aun tienen que desarrollarse estrategias y equipos a gran escala que controlen
la temperatura del sistema, consumo energético y el mantenimiento de los catodos debido
a incrustaciones. Lo que lo hace una tecnologia prometedora y con un gran campo de
desarrollo. Para ejemplificar el proceso, en la figura 26 se muestra un experimento que se
llevd a cabo en un vaso de precipitados de 100 mL, con 90 mL de alga en suspension, a)
los electrodos se conectaron a una fuente de alimentacion en corriente directa (CD), b)
cultivo antes de la floculacion, ¢) proceso durante la floculacion, d) después de la floculacion.
Se obtuvo una recuperacion de la biomasa del 90% con 40 V en casi 10 minutos.

Fig.26. Proceso de electrofloculacion para la cosecha microalgal. Recuperada de (Bleeke et al. 2015).

1.8.3.1.7 Otros desarrollos

Existen otras metodologias estudiadas recientemente dentro del proceso de cosecha
de biomasa microalgal, como son, someter al cultivo a un campo de ondas ultrasonicas
como método de agregacion celular. Aungue ha funcionado a escala laboratorio aun falta
mayor estudio para su escalamiento, ya que no Unicamente agrega la biomasa sino también
algunos otros sedimentos como metales pesados (Bosma et al. 2003). El uso de nano-
arcillas como Mg?* o Fe*, capaces de agregar las células para facilitar su sedimentacion es
de gran interés debido a sus altas eficiencias, asi como su aplicacion a una gran variedad
de especies y medios de cultivo, ademas de la posibilidad de ser un agente reciclable

42



(Ahmad et al. 2013, Lee et al. 2013).LLa modificacion genética, principalmente esta enfocada
en el incremento de la productividad de biomasa y la produccion de lipidos (Georgianna y
Mayfield 2012; Larkum etal. 2012), asi como también en procesos que mejoren la
capacidad de las células para aglomerarse, un ejemplo de ello son levaduras genéticamente
modificadas que producen una proteina floculante que permita a sus células agregarse
(Govender et al. 2008). Dichas tecnologias aun necesitan mayor investigacion y desarrollo
tecnoldgico para su aplicacion.

En la siguiente tabla, se muestran algunas eficiencias en cuanto a recuperacion de
biomasa se refiere, aplicado a diferentes especies y bajo distintas metodologias de cosecha

microalgal.

Tabla 10. Eficiencia de recuperacion de biomasa para distintos métodos de cosecha y especies de

microalga.

Especie Método de Cosecha Condiciones Eficiencia % Referencia
Scenedesmus Floculacién 1.5 g L of Al(SO.)s, pH 8.5 97.9 (Reyes y Labra
sp. 2016)

Centrifugacién 2200 rpm 96
Chlorella sp. Floculacion Oxido de hierro magnético 95 (Wang et al.
(FesOa) nanoparticulas (MNPs) 2016)
recubrimiento por dendrimero
de Poliamidoamina (PAMAM)
(80 mg L"), pH 8.0
Chlorella sp. Bio-floculacion Ankistrodesmus sp., 50% (v/v), 82 (Lananan et al.
pH 7.1 2016)
Aurantiochytrium Coagulacion FeCls 1.00 g L'", 120 min 98.8 (K. Kim et al.
sp. KRS101 2015)
Electro-flotacion Anodo: DSA, Cétodo: Al 59
5.7 mA cm2, 40 min
Electro-coagulacion- Anodo: DSA, Catodo: Al 89.9
flotacion 11.4 mA cm, 40 min
Centrifugacién 1000g, 30 min 87.2
Filtracién (Membrana) PVDF 150 kDa, 240 min 99.9
Prorocentrum Doble-Sedimentacion- 4hy 3h, 12,000 rpm por 10 min 89 (Wang et al.
lima Centrifugacién 2015)
Policultivo Coagulacion- Tanfloc SG (20 mg L™ /4 dias / 93.5 (Gutiérrez et al.
floculacién/sedimentacion pH 8.3 2016)
Nannochloropsis Floculacion-sedimentacion  Al(SO4); 229 mg L' / 148 min 86.1 (Chatsungnoen
salina y Chisti 2016)
Monoraphidium Sedimentacion 200 uM Fe3+/ 12h 90.74 (Che et al.
sp. FXY-10 2015)
Phaeodactylum Microfiltracién membranas de polivinilo 85-98 (Bilad et al.
tricornutum fluorado (PVDF) 2013)
Chlorella vulgaris Microfiltracién membranas de polivinilo 98-100

fluorado (PVDF)

43



Policultivo Flotacién por aire

Chilorella vulgaris

suspendido SAF

Policultivo Gas al vacio

Phormidium sp.

por lote (BDAF)

Nannochloropsis Electro-coagulacion-

sp.

floculacion

Biofloculacién—flotacion

Flotacién por aire disuelto

FBR con 20 cm de profundidad,
Duracién del ciclo 7 dias
Cobetia marina L03, 20 mg L,
5 mM CaClz

salinidad del 40%, flujo de aire
de 10 L min~" en difusor de
microburbujas de aire

flotacién por burbujeo cargado
positivamente a un 30%, taza
de burbujeo >16 mV y 6 bar
Electrodos de niquel,

4V,120 min

80-95

92.70

49.5

85

90

(Novoveska
etal. 2016)
(Lei et al. 2015)

(Barrut et al.
2013)

(Bui y Han
2015)

(Shuman et al.
2014)

1.8.4 Extraccion de lipidos

Una vez concentrada la biomasa después de la cosecha, el siguiente paso es la
extraccion de lipidos. Dichos lipidos son producidos al final de la etapa de crecimiento
microalgal, comunmente en la fase estacionaria. Para facilitar y optimizar la extraccion del
contenido lipidico, se sugiere llevar a cabo el rompimiento de la membrana celular o
disrupcion celular. Factores tales como temperatura y presion, principalmente, son los mas
utilizados para lograr dicha disrupcion. Existen diversos métodos utilizados para este fin,
algunos de ellos siguen la misma metodologia de las experiencias con cultivos energéticos
terrestres, como son el prensado mecanico, la extraccion por solventes (hexano) o la
extraccion con fluidos supercriticos, entre otros (Belarbi et al. 2000; Demirbas 2011; Medina
etal. 1995; Mendes et al. 1995; Sazdanoff 2006). La seleccion de la metodologia esta
basada principalmente en la eficiencia de extraccion, costos y reproducibilidad, Fig.27.

Biomasa Algal

Fig.27.Métodos de extraccion de lipidos a partir de biomasa algal.
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1.8.4.1 Métodos de Extracciéon
1.8.4.1.1 Métodos Mecanicos

El método de prensas extrusoras es el mas utilizado para la extraccion de aceite de
semillas de diversas oleaginosas. Para el uso de biomasa microalgal, del 70 a 75% de aceite
puede ser extraido bajo este principio (Topare et al. 20117). El resto permanece adherido a
la membrana celular por lo que se requiere una segunda etapa que utilice solventes para
incrementar la eficiencia de extraccion (Cravotto et al. 2008). Otra opcion, es mediante ondas
de alta frecuencia (sistema de microondas), ya que permiten romper los enlaces débiles de
hidrégeno de la pared celular. Desde otra Optica, la propia humedad de la biomasa genera
un aumento de presion lo que facilita la ruptura de la membrana, facilitando el acceso a su
contenido. El control en la calidad del producto es mas practico aunque resulta dificil su
escalamiento (Balasubramanian et al. 2011, Mandal et al. 2007). El ultrasonido utiliza el
efecto de cavitacion y como consecuencia la implosion de microburbujas que al colapsar en
la pared celular logran su ruptura y con ello la liberacion del contenido celular. Entre sus
ventajas estan, la mejora significativa en la extraccion, las altas eficiencias, la reduccion de
tiempos, los altos rendimientos y bajos costos. Su dificultad radica principalmente en el
escalado, (Amaro et al. 2011; Harun et al. 2010; Mercer y Armenta 2011; Miller, Pislaru, y
Greenleaf 2002; Pernet y Tremblay 2003).

Otro método comun, es el uso del “molinos de bolas” como disruptor celular, el cual
consiste en agitar a altas velocidades pequenas esferas de distintitos tamanos provocando
la destruccion de las paredes celulares. Este método minimiza la contaminacion por fuentes
externas y permite mantener la integridad quimica del contenido celular (Doucha y Livansky
2008; Greenwell et al. 2010; Gunerken etal. 2013; Harrison 1991). Al igual que otros
métodos antes mencionados, su escalado aun requiere investigacion. Por otro lado, la
electroporacion consiste en incrementar la permeabilidad de la pared celular mediante la
aplicacion de un campo electromagnético externo. Debido a su simplicidad, ha cobrado
atencion a nivel industrial (Su et al. 2012; Flisar et al. 2014; Eckelberry et al. 2011). OriginQil
desarrollo tres funciones simultaneas a su proceso (remocion de agua, disrupcion celular y
extraccion de lipidos) en un solo paso, 1o anterior mediante un proceso registrado como
fractura cuantica, una mezcla entre ciencia de fluidos, combinada con pulsos
electromagnéticos y modificacion de pH, Fig.28.
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Fig.28. Sistema esquematico de extracciéon de lipidos de “un solo paso”. Adaptado de (Halim,
Danguah, y Webley 2012).

1.8.41.2 Métodos Quimicos

El uso de agentes quimicos para la extraccion de lipidos, reduce el gasto eléctrico en
comparacion con las extracciones mecanicas, siendo ésta su principal ventaja. El uso de
solventes tiene como objetivo disolver los lipidos contenidos en la célula y formar una
solucion. Entre los solventes mas comunes se encuentran: benceno, ciclo-hexano, hexano,
acetona, cloroformo, dietil éter, etanol y metanol. Asi como combinaciones hexano/etanol
(Cartens etal. 1996) y hexano/isopropanol (Nagle y Lemke 1990). El uso de hexano vy
alcohol ademas de ser menos toxico, separa rapidamente las fases en contacto con el agua
lo que mejora el proceso (Schéafer 1998).

La utilizacion de solventes no-polares ayuda a romper las interacciones hidrofébicas
entre lipidos neutros, mientras que los solventes polares intervienen en la ruptura de los
enlaces de hidrogeno entre lipidos polares, esta combinacion permite la extraccion de lipidos
especificos, asi como la separacion de otros productos como beta-carotenos y astaxantina
(Molina Grima et al. 2003). La ventaja de estos solventes es su bajo costo y alta eficiencia,
por ello es muy comun su utilizacion en procesos de extraccion de aceite.

El método mas utilizado para la extraccion via solventes es el método Bligh & Dyer
(Bligh y Dyer 1959),que no es mas que la combinacion de metanol, cloroformo y agua . Tiene
eficiencias mayores al 95% de lipidos totales, aplicable a cualquier tejido celular, ademas de
que puede ser utilizado en biomasa seca como humeda (lverson et al. 2001).
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Las desventajas son las grandes pérdidas por evaporacion y su toxicidad, por lo que
puede ser una limitante en aplicaciones industriales (de Boer et al. 2012).

La extraccion via Soxhlet es una técnica de extraccion solido-liquido, usualmente en
el campo de las microalgas, se utiliza hexano como solvente. Este es evaporado y re-
condesado dentro de la muestra hasta completar la extraccion. Tiene una gran eficiencia,
aunque con largos periodos de extraccion que conlleva a un alto consumo energético. Su
desventaja es la complejidad para ser escalado (Halim et al. 2011; Ramluckan et al. 2014;
Ranjan et al. 2010).

El uso de fluidos supercriticos esta basado en promover la capacidad de un fluido
para funcionar como uno solvente al estar por encima del punto critico. Se ha probado con
éxito su eficiencia para la extraccion de aceites (Mendes et al. 1995). Actualmente, y como
una solucion ecoldgica, se utiliza el didxido de carbono como solvente, bajo condiciones de
punto critico (31.1°C y 72.9 atm de presion), ademas de contar con bajos niveles de
toxicidad y el hecho de ser un gas inerte (Herrero et al. 2004). El proceso comienza con el
calentamiento y compresion del gas, hasta alcanzar su punto critico. Después se inyecta en
la biomasa microalgal para que funcione como solvente, provocando la solucion de lipidos.
La separacion se hace facilmente ya que, al volver a las condiciones atmosféricas normales,
el CO. regresa a su estado original logrando rendimientos hasta del 100% de aceite. Dicha
tecnologia esta limitada por el consumo energético, asi como el escalado.

Dentro de las ventajas del uso de fluidos supercriticos se encuentran su alta eficiencia
de extraccion, el perfil de acidos grasos obtenido en comparacion con otros métodos,
extracciones libres de solventes, facil y rapida separacion ademas de que el CO, puede ser
obtenido de residuos industriales. Lo que impacta de manera positiva en el medio ambiente
(Crampon et al. 2013; Halim et al. 2012, Mendes et al. 2003, Sahena et al. 2009).

Utilizar el agua debajo de su temperatura critica conservandola aun en estado liquido
es otra propuesta utilizada para la extraccion de aceites, a dicha temperatura el agua se
hace menos polar lo que le permite disolver el contenido celular, al enfriarse vuelve a ser
inmiscible al aceite 1o que favorece la separacion (Ayala y Castro 2001). Dentro de sus
principales ventajas, se encuentran: tiempos reducidos de extraccion, alta calidad de
productos, bajos costos como solvente, compatibilidad ambiental, se elimina la etapa de
separacion de agua y secado (Herrero, Cifuentes, y Ibanez 2006), esta limitado al disefio de
unidades a gran escala y de los sistemas de enfriamiento rapido (de Boer et al. 2012;
Cooney et al. 2009).

1.8.4.1.3 Métodos Bioldgicos

El uso de enzimas para degradar la célula microalgal, es una metodologia sugerida
para la extraccion de aceites. Existen diferentes tipos de enzimas todas ellas capaces de
degradar enlaces especificos, a pesar de alcanzar buenas eficiencias el costo de las enzimas
asi como su reutilizacion y tiempo de reaccion aun son una limitante (Gerken et al. 2013;
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Zheng et al. 2011; Zheng et al. 2016). Algunos experimentos en bacterias y levaduras han
producido excreciones de acidos grasos, sin embargo los rendimientos son bajos y ain no
son factibles econdmicamente (Greenwell et al. 2010; Kleinig y Middelberg 1998, Steen et al.

2010).

En la Tabla 11, se muestran algunos rendimientos de extraccion de aceite, asi como
las diferentes metodologias y condiciones para la obtencion de aceite de microalga. Cabe
mencionar que la tabla presenta en su mayoria métodos combinados con el objetivo de
aumentar las eficiencias de extraccion.

Tabla 11. Rendimiento de extraccion lipidica y eficiencias de algunos métodos de extraccion para

diferentes especies de microalga.

Especie Método de Extraccion Condiciones Rendimiento Eficiencia Referencia
lipidico %
Botryococcus Mezcla de solventes Cloroformo-metanol 19.2 - (Hidalgo et
braunii (75% v/v de metanol) al. 2016)
Mezcla de solventes Eter de petroleo-metanol 18.90 -
(75% v/v de metanol)
Chlorella sp. KR-1  Quimica Persulfato de potasio - 95% (Seo et al.
2mM /90°C 2016)
Quimica Peréxido de hidrégeno - 80%
0.5% /90°C
Chlorella Solventes / Mecénica Etanol / 30°C / 600 kPa 11.3 72% (Batista et al.
pyrenoidosa 2016)
Chlorella sp. KR-1  Solventes / Luz UV UV-reaccidn similar a - 87% (Seo et al.
Fenton /0.5% H202/ 2015)
luz UV de 16 W
Tetraselmis sp. Solventes / Microondas Método Hara and Radin 8.19 - (Teo y Idris
+ MW a 65 °C por 5 min 2014)
Nannochloropsis Solventes / Microondas Método Folch et al. + 8.47 -
sp. MW a 65 °C por 5 min
Chlorella vulgaris  Solventes / Microondas Soxhlet, cloroformo: 22.68 - (Sharma
metanol (2:1), 8 (h). MW et al. 2016)
15 mina 100 °C
Chilorella vulgaris Hidrdlisis enzimatica / 2% (v/v) Celluclast 1.5 L ~10% - (Cho et al.
solventes ay 1% (v/v) Novozyme 2013)
188,72 (h). cloroformo:
metanol = 2:1 (v/v)
Scenedesmus sp.  Diéxido de Carbono 53°C,500bary1.9g 7.41 - (Taher et al.
supercritico (SC-CO2) min-! 2014)
Chlorella vulgaris  Solvente-Ultrasonido Método Bligh and Dyer, 52.5 - (Araujo et al.
bafo ultrasénico 40 kHz, 2013)
intensidad de 29.7 W L'
Chlorella vulgaris Electroporacion pulsos 21 x 100 us, 4 kV 22 - (Flisar et al.
,10 Hz 2014)
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1.8.4.2 Acidos grasos

Los &cidos grasos son biomoléculas formadas por cadenas de carbono que
tienen un grupo funcional carboxilo. Los acidos grasos mas comunes son los que
tienen cadenas de carbono entre 4 y 22 (Cs — Cz) unidades, siendo Cis el mas
frecuente de estos. A pesar de conocerse alrededor de 1000 acidos grasos, son 20
los mas abundantes en la naturaleza. De estos, el acido palmitico, oleico y linoléico
componen alrededor del 80% de los aceites y grasas (Gordon 2006). En la tabla
siguiente, Tabla 12, se enlista una serie de acidos grasos con sus distintas
nomenclaturas. Usualmente se utilizan un nimero separado de otro por dos puntos,
el primero se refiere al nUmero de carbonos o tamano de la cadena y el segundo
describe el numero de dobles enlaces. Por ejemplo, el acido palmitico (16:0) que
contiene 16 carbonos con ningun enlace doble, lo que le otorga su naturaleza de acido
graso saturado. También se anaden prefijo como cis (£) o trans (E) para describir la
geometria de los enlaces de carbono.

Tabla 12. Acidos grasos mas comunes. Adaptado de (Gordon 2006).

Nombre Comin Nombre corto Nomenclatura Quimica Estructura
(acido)

Butirico 4:0 butanoico C4HsOz
Caproico 6:0 hexanoico CeH1202
Capirilico 8:0 octanoico CeH160:2
Caprico 10:0 decanoico C10H2002
Laurico 12:0 Dodecanoico C12H2402
Miristico 14:0 Tetradecanoico C14H2802
Palmitico 16:0 hexadecanoico C16H3202
Palmitoleico 16:1 9-hexadecenoico C16H300:2
Estearico 18:0 octadecanoico CisH3602
Oleico 18:1 9-octadecenoico CisH3402
Ricinoleico 18:1 12-hidroxi-9-octadecenoico Ci1sH3403
Vaccénico 18:1 11-octadecenoico CisH3402
Linoleico 18:2 9,12-octadecadienoico C18H3202
Alfa-Linolénico (ALA) 18:3 9,12,15-octadecatrienoico C18H3002
Gamma-Linolénico 18:3 6,9,12-octadecatrienoico C18H3002
(GLA)
Araquidico 20:0 eicosanoico C20H4002
Gadoleico 20:1 9-eicosenoico C,oH350,
Araquidénico (AA) 20:4 5,8,11,14-eicosatetraenoico C2oH320,

EPA 20:5 5,8,11,14,17-eicosapentaenoico C20H3002




Behénico 22:0 docosanoico C22H4402

Erucico 22:1 13-docosenoico C22H4202
DHA 22:6 4,7,10,13,16,19-docosahexaenocico  C22H3202
Lignocerico 24:.0 tetracosanoico C24H4g02
Nervénico 24:1 15, tetracosenoico C24H4602

LLas microalgas pueden producir una gran variedad de lipidos que pueden ser utilizados
ya sea para la industria alimenticia o para la produccion de biodiesel. Para el Ultimo caso,
Los acidos grasos que son preferibles son los de cadenas entre 14 y 18 carbonos. Siendo
los mas importantes para la calidad del biodiesel los acidos saturados Cq4, Cisy Cis y de los
acidos grasos insaturados y polinsaturados, C16:1, C16:2, C18:1 y C18:2 (Schenk et al.
2008). Los éacidos grasos insaturados que contengan 3 o 4 dobles enlaces reducen la
estabilidad de biodiesel al almacenarse. Dichos acidos grasos con mas de 3 dobles enlaces
tales como los omega-3 o los omega-6 pueden ser utilizados como alimento o suplemento
alimenticio. Actualmente estos metabolitos son de gran importancia en términos de
productividad y sustentabilidad ya que pueden competir con los contenidos de aceites de
pescado (Adarme-Vega et al. 2014). La siguiente tabla muestra el perfil de los diferentes
acidos grasos para algunas especies reportadas de microalgas, comparandolos con aceites
comestibles tipicos.

Tabla 13. Perfil de 4cidos grasos para distintas especies de microalgas. Adaptada de (Talebi et al. 2013).

Especie / Porcentaje 16:0 16:1 18:0 18:1 18:2 18:3 20:1 AGS AdGl AGP

de AG

Ankistrodesmus sp. 16.24 3.06 7.18 17.66 8.48 2868 255 2343 2327 37.16

+0.5 +08 =07 +0.8 +0.8 +05 =041

Chlamydomonas 23.77 1.94 4.41 19.73 6.58 2549 121 28.18 2288 32.07

reinhardtii 0.9 +06 =25 +0.6 +0.9 +09 =041

Dunaliella sp. 9.19 + 0.80 4.27 22.51 3.84 44.31 1.42 13.47 2474  48.15
1.5 +03 =x1.2 +0.7 +0.5 +24 03

Dunaliella salina 12.02+ 4.45 1.90 23.67 2.28 40.36 140 13.93 29.52 42.65
1.5 +02 =+=0.6 +2.1 +0.6 +19 +0A1

Dunaliella salina 16.33 1.03 6.43 19.57 6.76 27.70 228 2277 22.89 34.47

(UTEX) 0.4 +02 =07 =141 +2.5 +2.1 +0.8

Scenedesmus sp. 15,62+ 4.06 2.97 15.23 7.00 2299 749 1859 26.86 30
0.5 +0.7 =x0.9 +0.8 +0.9 +05 x22

Chlorella emersonii 14.75 - 9.80 17.01 9.04 29.32 274 2455 17.01 38.37
0.6 +0.9 +0.3 +1.5 +15 14

Chlorella 16.15 = - 6.63 19.23 7.02 29.17 235 2279 19.23 36.19

protothecoides 0.8 +14 +0.6 +04 +19 0.9

Chlorella salina 2150+ 2.62 7.83 1439 1088 29.75 150 29.34 1852 40.63
0.8 +13 =07 +0.5 +0.7 +1.1 +0.5

Chlorella vulgaris 1455+ 1.183 10.51 23.62 13.80 32.10 - 25.06 24.8 45.9
0.9 +25 +£16 +1.9 +0.5 +1.7

Amphora sp. 2861+ 3816 12.66 - 3.86 455+ - 41.28 38.16 8.42
1.1 +09 23 +15 0.5
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Soya 11 - 4 24 53 8 - 15 24
Canola 4 - 2 61 19 10 - 6 61

61
29

AG, acido graso; AGS, dcido graso saturado; AGI acido graso insaturado; AGP acidos graso poliinsaturado
1.9 Bioremediacion ambiental con microalgas
1.9.1 Aguas Residuales

Las aguas residuales y los lixiviados producto de la descomposicion de los
residuos organicos, son contaminantes que danan los cuerpos de agua y el suelo. Por
otro lado, se ha demostrado que las microalgas, microorganismos fotosintéticos que
habitan en cuerpos acuosos y que tienen la capacidad de reproducirse celularmente
mas rapido que las plantas, pueden remover nutrientes del agua o de otro medio de
cultivo (Rodriguez-Palacio y Vazquez-Perales 2012).

El agua residual doméstica se origina en instalaciones sanitarias, en comercios,
instituciones y casas principalmente. Contienen esencialmente materia organica en
forma de proteinas y carbohidratos, microorganismos, nitrégeno y fosforo; mientras
que la composicion del agua residual industrial depende del tipo de industria de la que
provenga y los materiales que procesan, por lo que pueden contener desde
compuestos organicos faciimente biodegradables hasta compuestos toxicos como
metales pesados. Las aguas residuales municipales corresponden a aquellas
manejadas en los sistemas de alcantarillado municipales urbanos y rurales (Comision
Nacional del Agua 2012).

Dentro de estos contaminantes, la materia organica y los nutrientes son los de
mayor relevancia en el tratamiento de aguas residuales municipales; ya que cuando
estas aguas son descargadas en un cuerpo receptor causan eutrofizacion en el
ecosistema.

El nitrégeno (N) y el fosforo (P) son los principales causantes de la eutrofizacion
en los cuerpos de agua, causando el crecimiento acelerado de microalgas, y bacterias,
que puede producir la muerte de peces al despojarlos del oxigeno que necesitan para
vivir (Valencia 2012).

Las fuentes de nitrégeno en el agua residual pueden ser tanto naturales
(precipitaciones, polvo, escorrentia rural y fijacion bioldgica) como artificiales
(industrias, abonados, filtracion de fosas sépticas). El nitrdgeno total presente en las
aguas residuales puede clasificarse en tres grupos: amoniacal, oxidado y organico. De
todas estas formas, las que tienen una mayor importancia desde el punto de vista de
la depuracion de aguas son el nitrégeno amoniacal y el organico (Valencia 2012).

51



Por otro lado, el fosforo también es un elemento esencial en el crecimiento de algas y
otros organismos biolégicos, proviene principalmente de los desechos humanos,
actividades industriales, detergentes sintéticos y productos de limpieza. Las formas
comunes de fésforo en soluciones acuosas incluyen ortofosfatos, polifosfatos y fosfatos
organicos; los ortofosfatos estan disponibles directamente para el metabolismo bioldgico,
no asi los polifosfatos que después de una hidrdlisis son convertidos a ortofosfatos
asimilables como nutrientes, el fésforo organico esta asociado a residuos de origen tanto
animal como alimenticio (Olmos et al. 2003; Siles 2008).

1.9.2 Lixiviados organicos

Un lixiviado puede resultar de la mezcla de agua de lluvia con residuos organicos, o
puede ser el agua producida a partir de la biodegradacion de los desechos y el agua
inherente de dichos residuos (Zhang et al. 2013).

Los lixiviados contienen toda caracteristica de un contaminante, es decir, alto
contenido de materia organica, nitrogeno y fosforo, presencia abundante de patdégenos e
igualmente de sustancias toxicas como metales pesados.

A pesar de que los lixiviados son contaminantes potenciales, estos pueden ser
considerados una fuente de nutrientes y agua. Debido a ello, muchos lixiviados provenientes
de residuos organicos son utilizados como fertilizantes, ya que contiene carbono, nitrégeno,
fosforo, potasio y elementos traza que pueden ser utilizados por las plantas (Romero et al.
2013).

Por lo mismo, se han utilizado lixiviados de gallinaza como medio de cultivo en la
produccion de biomasa microalgal; aunque el principal problema es el efecto inhibidor de
los contaminantes toxicos que se generan en el lixiviado concentrado. Por lo cual, éste
siempre es llevado a una segunda fermentacion o diluido con agua potable.

1.9.3 Tratamiento de efluentes residuales con microalgas

Como ya se menciond, los procesos convencionales de tratamiento de aguas
residuales y uso de lixiviados organicos resultan un dilema al querer combinar eficiencia con
bajo costo, por o que es necesario buscar e implementar alternativas econémicamente
viables que mejoren la calidad de los efluentes residuales.

Una alternativa al uso de procesos convencionales es la biorremediacion, la cual
consiste en la aplicacion de procesos bioldgicos para el tratamiento de ambientes
contaminados, de modo que se cumpla con los limites establecidos en la normatividad.
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Un tipo de biorremediacion, que ha llamado la atencion desde hace varios anos es la
ficorremediacion de efluentes residuales. Esta puede ser definida como: el uso de macro o
microalgas para la remocioén o biotransformacion de contaminantes, incluidos nutrientes,
xenobidticos y CO, presentes en un agua residual (Valencia 2012).

Se han realizado estudios utilizando lixiviados como medio de cultivo, (Ortiz-Moreno
etal. 2012) utilizaron lixiviado de gallinaza, obteniendo resultados favorables para el
crecimiento de Chlorella sorokiniana. Este estudio menciona que los lixiviados tienen como
ventaja sus bajos costos y alta disponibilidad, pero requieren de un manejo adecuado para
evitar procesos de descomposicion bacteriana que generen productos téxicos para las
algas, asi como riesgos sanitarios. El mismo estudio menciona también que los estiércoles
suelen tener compuestos toxicos para las microalgas, y que una alternativa para evitarlo es
la digestion, ya sea anaerobia 0 aerobia, |0 que permite disminuir la demanda biologica de
oxigeno (DBO) del estiércol liquido y su contenido de amonio, ademas de estabilizar su pH,
siendo éstas condiciones indispensables para el desarrollado adecuado de las microalgas.

Richards et al. utilizaron lixiviados provenientes de rellenos sanitarios municipales
observando que después de un periodo de 10 dias las microalgas, Nanochloropsis, Paviova
lutheri, Tetraselmis chuii y Chaetoceros muelleri, removieron alrededor del 95 % de metales
pesados del medio (Richards y Mullins 2013). Sefialando que el estudio basado en
microalgas es un método de bioremediacion que supone la viabilidad para el tratamiento de
efluentes residuales
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2. Materiales y Métodos
2.1 Seleccion de especie
2.1.1  Aislamiento

La especie Verrucodesmus verrucosus pertenece a la coleccion de cultivos del
Laboratorio de Ficologia Aplicada UAMI (Universidad Auténoma Metropolitana Iztapalapa),
fue colectada en una zona de lagos temporales en Ciudad Azteca, Estado de México. Se
aislo por la técnica de aislamiento con micropipeta de punta adelgazada (Arredondo-Vega
y Voltolina 2007). La célula se mantuvo en una camara de cultivo Nuaire en medio F2
(Guillard y Ryther 1962) con un fotoperiodo de 12:12. Para la identificacion se trabajé con
microscopia electronica de barrido (MEB) y microscopia de luz (Cambra Sanchez 1998;
Faneés Trevifio et al. 2009; Hegewald et al. 2013; John et al. 2002).

2.1.2 Morfologia

Verrucodesmus verrucosus esta compuesta per cenobios (agrupacion o colonia de
células) mayormente formados por dos hileras de células densamente apretadas,
frecuentemente dispuestas en diferentes planos sin dejar espacios entre ellas. Estas células
irregularmente ovadas, estan ligeramente aplanadas en sus sitios de union. Las células
internas se sobreponen unas con otras, las dos células externas mas 0 menos reniformes,
estan situadas entre las dos hileras de células. La pared celular esta cubierta por hileras de
verrugas que a veces son visibles solo en los polos libres de las células. Los cenobios de
esta especie pueden contener de 4 a 8 células. Las dimensiones celulares son menores de
10 pm, normalmente entre 4 y 7 um (Cambra Sanchez 1998, Fanés Trevifio et al. 2009;
Hegewald et al. 2013; John et al. 2002).Ver Fig. 29.
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Fig. 29. La especie Verrucodesmus verrucosus. a) Microscopio de barrido electrénico, b) Microscopio
de luz, ¢) Lugol como fijador para conteo celular
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2.2 Condiciones de cultivo

Se utilizaron como medios de cultivo, lixiviados de lombriz, excretas de borrego y de
elefante; agua residual municipal y como medio de control el fertilizante foliar Bayfolan Forte.
El lixiviado de lombricomposta proviene de un proceso de composteo de basura organica
con lombriz roja de california, se utilizaron 5 mL de lixiviado en un litro de agua. Los lixiviados
de borrego y de elefante se prepararon utilizando 1g de excremento seco por 100 mL de
agua. Se dejaron fermentar 7 dias, luego se separaron los lixiviados, de los cuales se
utilizaron 5 mL de lixiviado en un litro de agua. Por otro lado, el agua residual se tomo
directamente de la planta de tratamiento de aguas residuales del tipo reactor anaerobio de
flujo descendente (UASB por sus siglas en inglés Upflow Anaerobic Sludge Blanket) de la
UAM lztapalapa. Los lixiviados y el agua residual se sometieron a un pretratamiento con luz
UV durante 48 horas para minimizar la carga bacteriana. Como medio de control se utilizé
el fertilizante foliar Bayfolan forte de Bayer a una concentracion de 1mL L.

2.2.1 Escalado en 150 mL

Las condiciones experimentales se llevaron a cabo en dos fases, la primera fue en
matraces Erlenmeyer de 125 mL. Los medios de cultivo con lixiviados se prepararon a una
concentracion de 5 mL L, el agua residual sin ninguna diluciéon y 1mL L™ para el medio de
control. Se utilizaron 100 mL de cada medio de cultivo por 10 mL de inéculo (Verrucodesmus
verrucosus). Las muestras se analizaron por triplicado bajo condiciones de luz de 160 ymol
m= s, con fotoperiodo de 12:12, temperatura del medio de 22°C +/- 1 °C. La duracién del
muestreo y de los andlisis fue de 60 dias, ver Fig. 30. El objetivo de esta primera fase fue
comparar la cinética de crecimiento y determinar en cual de los medios hubo mayor
remocion, tanto de amonio como de ortofosfatos al inicio y al final del experimento.

Eé:
‘ ’

Fig.30. Escalado en 150 mL para la especie V. verrucosus
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2.2.2 FEscaladoen10y 16 L

En la segunda etapa se seleccionaron Unicamente tres medios de cultivo con base en
las mejores condiciones del primer experimento. Se utilizé el lixiviado de borrego, el agua
residual y el medio de control (Bayfolan forte de Bayer®). Las concentraciones fueron las
mismas que las de la fase uno, Unicamente el volumen de trabajo cambid, 10 L para el agua
residual y 16 L para el lixiviado de borrego y el medio de control. Los biorreactores utilizados
fueron de vidrio, cilindricos y con un volumen total de 20 L. Para el caso del agua residual
fueron de plastico con un volumen total de 10L. Los experimentos se llevaron a cabo por
triplicado, excepto para el medio de control, ya que en experimentos anteriores se observo
su reproducibilidad. Se inoculd el 10% (v v') de la especie para cada reactor. Las
condiciones de luz y temperatura se mantuvieron igual que en la fase anterior. Los reactores
se alimentaron con aire del medio ambiente mediante burbujeo a una tasa de 0.6 vwwm
(volumen de aire por volumen total del bioreactor por minuto). El tiempo de muestreo fue de
51 dias, ver Fig.31.

Agua Residual Lixiviado de Borrego

e =

[

'~
4

Fig.31. Escalado en 10 y 16 L para la especie V. verrucosus.
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2.3 Determinaciones fisicas
2.3.1 Conteo Celular

El conteo celular para ambas fases se llevo a cabo cada tercer dia. Para el escalado
en 150 mL, se obtuvo 1mL de cada reactor y cada muestra se fij6 con acetato de Lugol. El
recuento se llevo a cabo con una camara llamada hematocitometro (Camara de Neubauer),
la cual tiene 0.1mm de profundidad y una reglilla con nueve cuadrados de 1mm por cada
lado, cada uno de los cuales corresponde a un volumen de 0.1uL, ver Fig.32., (Arredondo-
Vega y Voltolina, 2007).

Fig.32. Conteo celular mediante camara Neubauer
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2.3.2 Ecuaciones de crecimiento celular

La tasa decrecimiento especifico se determind mediante la siguiente ecuacion
(Andersen 2005):

N,
Ln (N—’;

u_tz_t1

Donde:

U es la tasa de crecimiento especifico en (dias™)

Nty No son concentraciones celulares en lapsos determinados del crecimiento (células
mL™)

ty t+ momentos finales e iniciales en cualquier intervalo de crecimiento (dias)

A partir de la tasa de crecimiento especifico se puede determinar las divisiones por dia
(k), dividiendo u entre el logaritmo de dos, mediante la siguiente ecuacion:

U
k= 0.6931

El tiempo de duplicacion es el inverso de (k), con la siguiente ecuacion:

0.6931
d =
U

2.3.2 Cosechay Secado

Para conocer el rendimiento de los reactores a 10 y 20 L se determind la cantidad de
biomasa microalgal al final del experimento para cada uno de los medios de cultivo. Una vez
concluida esta etapa, se detuvo la aireacion de los reactores, dejandolos 24 horas para que
la microalga sedimentara. Se retird el sobrenadante hasta separar la biomasa humeda en
tubos Falcon de 50 mL. Se centrifugo la biomasa a 5000 rpm (Centurion Scientific K241R)
por 15 minutos a una temperatura de 4°C, ver Fig.33. Se retird el sobrenadante para
posteriormente congelar la biomasa a -30°C. Después de 48 horas, la biomasa se seco en
un liofilizador (FreeZone 6 Liter Benchtop Freeze Dry System) por 24 horas a una
temperatura del colector de -50°C y una presion de 0.133 mbar, ver Fig.34.
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Fig.33 Biomasa humeda después del proceso de sedimentacion, a) lixiviado de borrego, b) agua
residual, ¢) medio de control.

Fig.34. Biomasa seca microalgal.
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2.3.3 Determinacion de peso seco

Cada muestra de biomasa se pes6 sobre papel filtro y después se llevd a un horno de
extraccion a una temperatura de 85°C por 24 horas. Las muestras se depositaron en un
desecador conectado a una bomba de vacio hasta alcanzar temperatura ambiente. Cada
una se retird del desecador y se peso hasta obtener una lectura de peso seco constante.

Ps=P;—F
Donde:

Ps es igual al peso de la biomasa seca.
Pr es igual al peso del filtro mas el peso de la biomasa humeda.
F es el peso inicial del filtro.

2.4 Determinaciones analiticas
2.4.1 Determinacion de pigmentos

La determinacion de pigmentos se llevd a cabo mediante la extraccion metandlica de
la biomasa por 24 horas, las muestra se midieron en un espectrofotbmetro (Thermo
Spectronic Genesys 10 UV-VIS) utilizando las ecuaciones propuestas por (Marker et al.
1980) para la clorofila ay por (Strickland y Parsons 1972).

Se tomaron 2 mL de cultivo de cada muestra y se centrifugaron por 10 min a 4000
rom, se descarto el sobrenadante y se agregaron 2 mL de metanol puro. Se homogenizé
por vortex durante 1 min. Los tubos se cubrieron con papel aluminio y se refrigeraron por
24h. Se centrifugaron las muestras y el sobrenadante se llevo hasta el volumen apropiado
para las celdas del espectrofotometro (2.5 mL), ver Fig.35. Se midid el extracto en
espectrofotometro UV-VIS a una longitud de onda de 480 y 665 nm para carotenoides
totales y clorofila a respectivamente. Se utilizaron las ecuaciones propuestas para determinar
la concentracion.

Clorofila a (ug mL-1): Abs 665 x 13.15

Carotenoides (ug mlL-1): Abs480 x 4
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Fig.35. Extracciéon de Pigmentos (Cloroflla a y Carotenoides).

2.4.2 Determinacion de lipidos totales

La extraccion de lipidos, se realizd6 mediante la metodologia de (Bligh y Dyer 1959)
adaptada para la extraccion en microalgas. Y la cuantificacion de dichos lipidos totales se
llevé a cabo con el método de (Marsh y Weinstein 1966).

Para la extraccion de lipidos se pesaron 2 tubos de vidrio de 15 mL para cada muestra,
uno que contenia 5 mg y otro con 50 mg de biomasa de microalga seca. Se anadieron 3
mL de una mezcla de solventes cloroformo: metanol (1:2) sin agua. Con base en el 1% de
lipidos esperado, dependiendo del tipo de microalga (Arredondo-Vega y Voltolina 2007), se
afade butilhidroxitolueno (BHT) disuelto en cloroformo (1mg mL™), para este caso se
anadieron 2mL y 0.2mL (para el tubo con menor y mayor biomasa, respectivamente). Se
sonico (equipo Branson 5800 Cleaner) por 15 minutos (3 ciclos) en un bafno de hielo y agua.
Los tubos se incubaron 24h a 4°C protegidos de la luz. Se repitieron los ciclos y condiciones
del sonicado anterior. Los tubos se centrifugaron a 5000 rpm por 20 min a 5 °C, donde se
recupero el extracto con una pipeta Pasteur y se transfirié a un tubo de vidrio de 10 mL. A
la biomasa residual se le agregd 1.5 mL de una mezcla de cloroformo-metanol,
CHCl3:CH3s0OH (1:2) y se centrifugd nuevamente a 5000 rpm por 20 min a 5 °C, recuperando
el extracto. Al tubo del extracto se le afladieron 2 mL de agua destilada y rapidamente se
coloco en el vortex por alrededor de un segundo para evitar emulsion y se elimind el exceso
de agua de la capa superior. Se separé la fase inferior formada por cloroformo vy lipidos, ver
Fig.36. En la campana de extraccion, se seco la mezcla solvente-lipido con nitrdgeno
gaseoso. Se procedio a la cuantificacion de lipidos.
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Fig.36. Extraccion de lipidos totales.

El método mas sencillo es el propuesto por (Marsh y Weinstein 1966), dicha técnica
tiene la ventaja de tener una alta reproducibilidad y la utilizacion de un reactivo simple y
estable como el acido sulfurico (H.SO.) concentrado.

El método consiste en resuspender los lipidos totales en 1 mL de cloroformo y pasar
una alicuota de 100 pL a otro tubo. Las muestras se evaporan con nitrégeno gaseoso hasta
secar completamente. Se agregaron 2 mL de H.SO,4 concentrado. Se taparon y cubrieron
los tubos con papel aluminio. Dichos tubos se calentaron a 200 + 2 °C en estufa por 15 min,
se dejaron reposar por 5 minutos a temperatura ambiente y se leyd en espectrofotbmetro a
375 nm. Los tubos se colocaron en un barfio de agua con hielo durante 5 min. Después se
agregaron 3 mL de agua destilada y se mezcld en el vortex hasta que la mezcla quedara
homogénea y sin residuos de materia organica, ver Fig.37. Se dio la lectura de absorbancia
en el espectrofotometro a 375 nm, calibrando el equipo con un blanco de H.SO. que se
trata de igual manera que las muestras.

Para calcular el porcentaje de lipidos se utiliza la siguiente férmula:

% Lipidos = 100 X [(A / FC) Ve / (P)

A = Absorbancia a 375 nm

FC = Factor de correccion o pendiente de la curva de calibracion.
Ve = Volumen del extracto (mL)

P = Peso de la muestra (mg
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Fig.37. Cuantificacion de lipidos totales por espectrofotometria.

Como referencia, se realizO una curva de calibracion de lipidos. En donde se
prepararon soluciones de una mezcla de lipidos de concentracion conocida de 30, 60, 90,
120, 150 y 180 pg mL". La pendiente depende del peso molecular de los lipidos, para este
caso se utilizé como referencia, para los triglicéridos, triestearina, para los esteroles se utilizé
colesterol y para los fosfolipidos, la fosfatidilserina. La siguiente grafica es una curva de
absorbancia y concentracion a partir de soluciones de concentracion conocida, ver Fig.38.
Lo anterior, sirve para interpolar la absorbancia de muestras de concentracion desconocida.
La operacion se realiza mediante el calculo de una regresion lineal simple entre las
concentraciones y las absorbancias de las diluciones (minimos cuadrados) donde:

Absorbancia 3,5,

0.3

0.25

©
no

©
—
o

©
—h

0.05

Concentracion = Absorbancia. a + b

y =0.0397x + 0.0111
R2=0.9777

y = 0.0283x + 0.0014
R? = 0.9608

¢ Fosfatidilserina

y =0.0307x - 0.0003

R? - 0.9945 Colesterol

Triestearina

1

50 100 150
Concentracion lipidica (ug mi-)

Fig.38. Curva de calibracion para la cuantificacion de lipidos totales.
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2.4.3 Extraccion de lipidos

La extraccion de lipidos se llevd a cabo mediante el aparto Soxhlet. La biomasa seca
de cada una de las muestras se introdujo en un cartucho de celulosa cubierta con algodon
dentro del equipo. Se ahadieron 200 mL de hexano y se calentd a 80 °C durante 24 horas
en recirculacion. Después de este tiempo se recupero el hexano en un rotavapor (Buchi R-
215) a una temperatura de 80°C a 65 rpm, ver Fig.39. La fraccion lipidica junto con hexano
se almacend en un tubo eppendorf de 1.5 mL previamente pesado y llevado a peso
constante (como en el apartado 2.3.2). El hexano remanente se evapord en una campana
de extraccion a 80°C durante 2h. Una vez retirado el hexano de la muestra, los lipidos fueron
determinados gravimétricamente por diferencia de pesos entre el tubo vacio y el tubo con
lipidos extraidos.

= ‘ It
Fig.39. Extraccion de lipidos neutros via Soxhlet y recuperacion del solvente.

66



2.4.4 Analisis cualitativo de la biomasa mediante FTIR

Se tomaron 15 mg de biomasa seca de cada una de las muestras. El andlisis
FTIR se llevd a cabo en un equipo Perkin Elmer FTIR System, equipado con un detector
mercurio-cadmio-telurio, ver Fig.40. El espectro fue registrado en el software Spectrum
GX en un rango de numero de onda entre 4000-650 cm™ a una resolucion de 4 cm™.
Bajo la modalidad de reflectancia total atenuada (ATR, por sus siglas en inglés,
Attenuated Total Reflectance). Cada muestra fue analizada por triplicado.

Fig.40. Equipo para el andlisis de Espectrometria Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR)
Las bandas de cada uno de los espectros fueron identificadas en relacion a la informacion
publicada para microalgas, ver Tabla 14.

Tabla14.Principales bandas de absorcién de microalgas en el infrarrojo. Adaptada de (Mayers, Flynn, y
Shields 2013).

Numero de onda (cm™) Asignacion de Banda Grupos Funcionales

3400-3200 vO-H/yN-H Agua, proteina
2960 vasCHs CHs grupo metilo
2930 vasCH2 CH: grupo metileno
2850 vCH2, vCHs CHz y CHs grupos metilo y metileno
1745 vC=0 Esteres de lipidos &cidos grasos
1655 vC=0 Proteina (Amida I)
1545 sN-H, \C-N Proteina (Amida II)
1455 sasCHz, sasCHs CH: y CHs grupos metilo y metileno
1390 ssCH2, CH3/sC-O CH: y CHs of proteinas/grupos carboxilicos
1240 vasP=0 Fosfodiéster de acidos nucleicos y fosfolipidos

1200-900 vC-0-C Polisacaridos/ siloxano

1075 and 950 vSi-O Siloxano, silicato, frustulos
980-940 P-O-P Polifosfatos

v= tension simétrica y vas=tension asimétrica, é = flexion simétrica, 6as=flexion asimétrica.



2.4.5 Perfil de acidos grasos mediante cromatografia de gases y masas

La cromatografia se llevd a cabo en Centro de Investigaciones Quimicas de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (CIQ-UAEM). El equipo utilizado fue un
cromatografo de gases 6890 acoplado a un espectrometro de masas 5973N marca Agilent,
ver Fig. 41. Se utilizé electroionizacion (El) a 70 eV. La columna capilar utilizada fue una HP
5MS con dimensiones de 30m x 0.250mm x 0.25 pm. Como gas acarreador se utilizé He.
La temperatura inicial del horno fue de 45 °C mientras que la del inyector fue de 250 °Cy
280 °C en la columna. El espectrometro de masas asociado al cromatoégrafo de gases fue
un MSD (Mass Selective Detector). Se mezclaron 500 pL de diclorometano con el extracto,
de los cuales, 1 pl de ésta mezcla se inyect6 al cromatografo. Los espectros de masa y los
tiempos de retencion se compararon con la base de datos de la biblioteca NIST (version
1.7a) para identificar los componentes presentes y asi determinar su concentracion.

Fig.41. Cromatografo de gases acoplado a detector de masas.

2.4.6 Analisis de remocién de nutrientes

Para el andlisis de la segunda etapa, se obtuvieron 15 mL cada tercer dia para cada
uno de los reactores. Siguiendo la metodologia propuesta por (Koroleff 1983) para la
determinacion de amonio y para la determinacion de ortofosfatos se utilizd la metodologia
propuesta por la (EPA - Environmental Protection Agency 1978).

2.4.6.1 Determinacion de Amonio (NH.)

El método consiste en la reaccion del amonio con el fenol, favorecido por el ion
hipoclorito en condiciones alcalinas, en donde las posibles formaciones de amoniaco por
pH son desfavorables y, por el contrario, las de amonio son favorables. El nitroprusiato de
sodio funciona como catalizador que favorece la intensidad del color en la reaccion. La cual
esta directamente relacionada con la concentracion de amonio en el medio de cultivo, ver
Fig. 42.
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Fig.42. Muestras de referencia para la determinacién de Amonio en los medios de cultivo.

La preparacion de los reactivos se hizo de la siguiente manera:

l. Solucion de Fenol: pesar 50 g de Fenol (CsHsOH) y aforar a 500 mL con alcohol
etilico.

Il. Solucion de nitroprusiato: disolver 1 g de nitroprusiato de Sodio (NaxFe(CN)sNO
2H,0) en 200 mL de agua.

. Reactivo alcalino: 100 g de citrato de sodio (NasCeHsO7) y 5 g de hidréxido de
sodio (NaOH) se disuelven en 500 mL de agua.

V. Solucion oxidante fresca: 10 mL reactivo alcalino + 3mL hipoclorito

Enseguida, se dio inicio al tratamiento de las muestras:

Se transfirié cada una de las muestras a tubos de vidrio de 10 mL, centrifugadas
a 5000 rpm por 20 min. Se descartd el sobrenadante considerando la posible carga
de NHs. Para este caso, se realizé una dilucion de 1:50 para las muestras de agua
residual y para el medio de control, debido a su alta carga de amonio. Para el caso de
los lixiviados de borrego unicamente se realizé una dilucion de 1:5, luego se agregaron
5 mL del sobrenadante de cada muestra en tubos de vidrio de 10 mL. A cada tubo
se le dio un tratamiento como lo muestra la Tabla 15. Al tubo de referencia se le
agregaron unicamente 5 mL de agua destilada y se realizé el mismo tratamiento que
los deméas tubos. Finalizado el proceso, se agitaron los tubos y se dejaron incubar
durante 2 h en completa oscuridad. Cubierto este tiempo, se leydo en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 640 nm. Para después calcular con base
en una curva estandar, las concentraciones de amonio en cada uno de los medios de
cultivo.



Para realizar la curva estandar, se preparan dos soluciones, la primera nombrada
“patron 17, en la cual se disuelven 0.3666 g de sulfato de amonio (NH4).SO4 en agua
destilada, se afora a 100 mL, esta solucion tendra una concentracion de 1 g de NH4 L. La
solucion nombrada “patron II” se compone de 0.5 mL de la solucion “patrén |7 aforada a
100 mL, teniendo una concentracion final de 5 mg de NH4 L. Se realizé la siguiente tabla
para la curva estandar, ver Fig. 43.

Tabla 15. Concentraciones de referencia para generar la curva estandar (Analisis de Amonio).

Concentracion (mg L Patrén 11 (mL) H20 (mL) Tratamiento

1

)
0.1 0.1 4.9
0.2 0.2 4.8 0.2 mL fenol + 0.2
0.4 0.4 4.6 mL nitroprusiato +
0.6 0.6 4.4 0.5 mL solucion
0.8 0.8 4.2 oxidante — leer a 640
1.0 1.0 4.0 nm

—_
|

y =0.9356x - 0.0195
R2 =0.9982

Absorbancia gagnm
© © o o o o o o
N W b~ 00 OO0 N © ©
1 1 1 1 1 1 1 1

©
—
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Concentracion de NH, (mg L™
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Fig.43. Curva de calibracion para la determinacion de la concentracion de amonio.

2.4.6.2 Determinacion de Ortofosfatos (PO4)

Se llevo a cabo bajo el método del acido ascorbico, que utiliza el molibdato de amonio
y el tartrato de antimonil potasico para reaccionar, en un medio acido, con los ortofosfatos
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del medio y asi formar un acido fosfomolibdico reducido por el acido ascorbico, 1o que
da como resultado una solucion azul intensa (azul de molibdeno). Este color al igual
que la prueba de amonio es linealmente dependiente de la concentracion de PO, en

el medio, ver Fig.44.

k\l\ VB KR 8«5 mM L8 LBL\

Fig.44. Método de acido ascorbico para la determinacion del Ortofosfatos en los medios de cultivo.

La preparacion de los reactivos se hizo de la siguiente manera:

l. Solucién de acido sulfurico 5N: se disolvieron 14 mL de H.SO4 concentrado en
H-O destilada y se afordé 100 mL.

Il. Solucion de tartrato de antimonil potasico: se disolvieron 0.2743 g de tartrato de
antimonil potasico K(SbO)CaH40s . 1/2H,0 en agua destilada, y se aforé a 100 mL.

Il Solucion de molibdato de amonio: se disolvieron 4 g de molibdato de amonio
(NH4)sM07024.4H,0 en agua destilada y se afor6 a 100 mL.

V. Solucion de acido ascorbico 0.1M: se disolvieron 1.76 g de acido ascorbico en

100 mL de agua destilada.
Tabla.16 Composicion para 10 mL de la mezcla de reactivos (Analisis de Ortofosfatos).

Reactivo Cantidad (mL)
Acido Sulfarico 5
Tartrato antimonil potasico 0.5
Molibdato de amonio 1.5
Acido ascoérbico 3
Mezcla 10
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Una vez preparada la mezcla de los reactivos, se transfirieron cada una de las muestras
a tubos de vidrio de 10 mL. Se centrifugaron a 5000 rpm por 20 min. Se descart6 el
sobrenadante considerando la posible carga de PQOs, para este caso, se realizé una dilucion
de 1:10 para todas las muestras de cultivo. Se agregaron a cada tubo 5 mL de muestra
(sobrenadante) y 0.8 mL de la mezcla de reactivos, como lo muestra la Tabla 16. Al tubo de
referencia o se le agregaron unicamente 5 mL de agua destilada y 0.8 mL de la mezcla de
reactivos. Se agitaron los tubos y se dejaron reposar por 15 min para después dar lectura
en el espectrofotbmetro a una longitud de onda de 880 nm.

La curva estandar se realizd con dos soluciones de referencia. La primera, nombrada
“Patron I” se elabord diluyendo 0.816g de fosfato monopotasico (KH.PO4) en agua destilada
hasta aforar a 250 mL. Esta solucion tendra una concentracion de 569.5 mg PO, L. Para
la solucion nombrada “patron II”, se tomd un volumen de 1.75 mL de la Solucion “Patron I”
y se afordé a 100 mL, se tendra una concentracion final de 10 mg PO, L. Se realiz6 la
siguiente tabla para la curva estandar, ver Tabla 17 y Fig. 45.

Tabla 17. Concentraciones de referencia para generar la curva estandar (Analisis de Ortofosfatos).

Concentracion (mg L Patrén 1 (mlL) H20 (mL) Tratamiento
)
1.0 0 4.5
2.0 1.0 4.0 0.8 mL mezcla de
3.0 1.5 3.5 reactivos + 15 min
4.0 2.0 3.0 reaccion — leer 880
5.0 2.5 2.5 nm
0 0 5.0
2.5
E o - y = 0.2776x + 0.5647
3 R2 = 0.9992
-g 1.5 -
C
©
g2 14
o
a
< 0.5 -
O ]
0 1 2 3 4 5 6

Concentracién de PO, (mg L)

Fig.45. Curva de calibracién para la determinacion de la concentracion de ortofosfatos.
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Capitulo I

3. Resultados y discusion

3.1Evaluacion de la cinética de crecimiento
3.1.1 Crecimiento y analisis en 150 mL

Los objetivos principales en el estudio de cinéticas de crecimiento es demostrar qué
tratamiento genera la mayor concentracion de biomasa, y la determinacion del tiempo
adecuado para su cosecha. Una forma sencilla para poder determinar el final y el inicio de
cada fase de crecimiento es mediante la suma progresiva del crecimiento especifico diario
y asi poder observar el cambio de velocidad de duplicacion. La grafica de la figura 46.
muestra el cambio de la pendiente de la tasa de crecimiento, indicando el cambio de fases
del cultivo. Por ejemplo, entre los primeros 10 dias, el cultivo llega a su fase de
desaceleracion debido a que los nutrientes comienzan a agotarse.
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Tiempo (dias)
—8— Agua Residual Lixiviado de Elefante Bayfolan (control)
Lixiviado de Borrego Lixiviado de Lombriz

Fig.46. Suma progresiva de duplicaciones de Verrucodesmus verrucosus en diferentes medios de
cultivo.

Entre los criterios de seleccion para los futuros escalados se tomaron en cuenta
factores como, el crecimiento especifico poblacional, sobre todo en la fase exponencial. El
cual esta directamente relacionado con el numero de divisiones celulares diarias, asi como
con el tiempo que tardaria en duplicarse la biomasa a la velocidad de crecimiento dada.
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Como se muestra en la Tabla 18, Los tres medios mas destacados para la siguiente fase
fueron el agua residual, el lixiviado de borrego y el medio de control.

Tabla 18. Valores de crecimiento. Tasa de crecimiento especifico u, Divisiones por dia (k) y tiempo de
duplicacién (150 mL)

Medio Tasa de Crecimiento Divisiones Tiempo de
de Cultivo Especifico, pimax (dia™) por dia, k duplicacién, td (dia)
Agua Residual 0.69 0.99 1.01
Lixiviado de Elefante 0.29 0.42 2.40
Bayfolan (Control) 0.22 0.32 3.11
Lixiviado de Borrego 0.35 0.51 1.98
Lixiviado de Lombriz 0.28 0.40 2.51

Valores obtenidos entre el comienzo y el final de la fase exponencial.

EnlaFig.47, se puede observar el crecimiento de la especie de trabajo en cinco medios
alternativos de cultivo. Los medios que tuvieron un mayor crecimiento celular fueron, el
medio de control y el agua residual con un promedio de 14 E° cel mL™" en 42 dias, mientras
que el lixiviado de elefante Unicamente produjo 9 E® cel mL™, aunque en un tiempo menor
(32 dias). El lixiviado de borrego y el lixiviado de lombriz tuvieron una produccion celular de
12 E® cel mL' en 40 dias. El medio de control comenzé la fase exponencial
aproximadamente a los 20 dias de iniciado el experimento esto puede deberse a que el
medio de cultivo en donde se inoculd la especie era el mismo ,prolongando la fase lag
(Voltolina et al. 1998). Por el contrario, el lixiviado de elefante tuvo una rapida respuesta para
la fase exponencial. Sin embargo, detuvo el crecimiento debido a un posible agotamiento
de nitrégeno o de la fuente de carbono. El crecimiento en al agua residual, lixiviado de
borrego y de la vermicomposta tuvieron una adaptacion rapida al medio, ademas de
alcanzar niveles de produccion de biomasa cercanas al medio de control aun bajo
concentraciones iniciales de amonio y fosfatos muy inferiores a este ultimo.
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Fig.47. Cinética de crecimiento para la especie Verrucodesmus verrucosus en diferentes medios
de cultivo para un volumen de 150 mL

Crecimientos celulares similares fueron mostrados en estudios realizados por V. Duong
con la especie Scenedesmus dimorphus en un medio de cultivo convencional (BBM Medio
Basal Bold) con una concentracion final de 14.59 E®cel mL ' y una velocidad especifica de
0.41 p (dia") (Duong et al. 2015). A su vez, Andrade et al. con la especie Scenedesmus
lograron concentraciones de 8.05 E° cel mL ' en experimentos al exterior con un volumen
de 150 L en tanques abiertos utilizando como medio de cultivo una mezcla de agua potable
con agua residual de pescaderia (Andrade et al. 2009). Chacon et al., utilizaron agua residual
filtrada proveniente de lagunas facultativas obteniendo una densidad celular de 9.35 E° cel
mL ' con el alga Scenedesmus sp. (Chacon et al. 2004). Con la especie Desmodesmus
spinosus se alcanzaron concentraciones cercanas a 14 EScel mL" en el medio de cultivo
TAP (Tris-Acetate-Phosphate por sus siglas en inglés) utilizado para especies que utilicen el
amonio como fuente nitrégeno en lugar de nitratos (Valdez-Ojeda et al. 2015).
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3.1.2 Crecimiento y andlisis para el escalado en 16y 10 litros
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Fig. 48. Cinética de crecimiento para la especie Verrucodesmus verrucosus en diferentes
medios de cultivo para un volumen de 10y 16 L.

En esta fase se seleccionaron tres medios de cultivo, el lixiviado de borrego, el agua
residual y el medio de control (Bayfoland forte). En la figura 48, se observa la cinética de
crecimiento durante un periodo de 51 dias, se alcanzé un maximo de crecimiento para la
fase estacionaria de 9 E° cel mL ' para el medio de control (Bayfoland), 3 E® cel mL ' para
el agua residual y 5 E® cel mL ' para el lixiviado de borrego. Al comparar los experimentos
de las fases uno y dos, se observa que la densidad celular alcanz6 valores mucho menores
a los de la primera etapa. Esto puede deberse a aspectos como la adicién de un sistema de
aireacion o la baja intensidad de luz que pudo resultar de aumentar el volumen de escalado
provocando sombreado en altas densidades de cultivo (Anon 2009).

V. Duong et al. obtuvieron crecimientos celulares del orden de 4.69 E° cel mL 'y una
velocidad especifica de 0.48 p (dia™) (Duong et al. 2015) en medio de cultivo BBM. Song et
al. utilizaron la especie Scenedesmus SDEC-8 en un medio de cultivo de agua residual
artificial logrando un concentracion celular de 2.5 E® cel ml 'y una tasa de crecimiento
especifico de 0.37 p (dia™) (Song et al. 2014) .
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Fig.49. Suma progresiva de duplicaciones de Verrucodesmus verrucosus en diferentes medios
de cultivoen 10y 16L.

La figura anterior, Fig.49., relacionada a la suma de las velocidades especificas. Puede
observarse que la especie en el lixiviado de borrego tuvo un rapido crecimiento en los
primeros 4 dias de cultivo, seguidos de un crecimiento mas lento durante toda su cinética.
Mientras que el agua residual alcanzé su fase de desaceleracion a los 14 dias. Diferente a
esto, el medio de control se mantuvo en crecimiento, hasta los 22 dias donde las células se
reprodujeron a tasas muy pequenas, aumentando de nuevo en los Uultimos cinco dias del
experimento.

Tabla 19. Valores de crecimiento. Tasa de crecimiento especifico y, Divisiones por
dia (k) y tiempo de duplicaciéon (10y 16 L).

Medio Tasa de Divisiones Tiempo de
de Cultivo Crecimiento por dia, k duplicacion, td (dia)
Especifico, pimax
(dia™)
Agua Residual 0.08 0.12 8.66
Bayfolan (Control) 0.23 0.33 3.02
Lixiviado de 0.10 0.15 6.68
Borrego
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Otra manera de analizar el crecimiento fue mediante las ecuaciones de crecimiento
celular (Seccion 2.3.1.1). En la tabla 19, se puede observar la tasa de crecimiento especifico
dada en un intervalo de tiempo durante la fase de crecimiento exponencial y con relacion a
ella se obtuvo el nimero de divisiones diarias y el tiempo de duplicacion.

Los lixiviados, en general, son un residuo de la descomposicion de la materia
organica. De ser utilizado y tratado, evitaria contaminacion de suelo y agua,
principalmente. Aunque también del aire, debido a las emisiones de metano a la
atmosfera que genera la descomposicion anaerobia. El reto de tratamiento de los
lixiviados se debe a su complejidad en composicion ya que esta puede ser muy variable
no soélo debido al tipo de fuente (rellenos sanitarios, agricultura, ganaderia, desechos
de alimentos y procesos de compostaje y vermicompostaje, por mencionar algunos)
sino también al tiempo en que estos se generan. Los componentes principales de la
mayoria de los lixiviados son nitrégeno amoniacal, fosfatos, sustancias humicas,
metales pesados y algunos fenoles. Los lixiviados frescos, generalmente contienen
altos niveles de amonio y materia organica biodegradable, mientras que los mas viejos
tiene menor carga de amonio quedando en su mayoria materia organica Nno
biodegradable (Huo et al. 2008).

Se debe puntualizar que las condiciones y especies de trabajo son diferentes y
dado que la especie Verrucodesmus verrucosus es una especie que no ha sido
reportada en la literatura para trabajos biotecnolégicos ni de biorremediacion se puede
comparar solo con especies de la misma familia Scenedesmaceae de los géneros
Scenedesmus y Desmodesmus.

El tratamiento de aguas residuales es una manera importante de reducir los
contaminantes presentes en dichas aguas. Sin embargo, aun despues de los
tratamientos biologicos para el control de microorganismos, el efluente aun cuenta con
cantidades considerables de nutrientes (nitrégeno y fosforo, principalmente) y de ser
descargados a los cuerpos de agua puede causar eutrofizacion y danos al ecosistema.
Los resultados de esta tesis y otros estudios han demostrado la capacidad de las
microalgas para remover contaminantes de las aguas residuales y otros efluentes.
Siendo un sistema mas econdémico de remocion y a su vez de produccion de biomasa
(Sriram y Seenivasan 2012). Wang et al. obtuvieron valores de tasas de crecimiento
especifico entre 0.34 y 0.95 (dia™") para el concentrado de agua residual después de la
etapa de sedimentacion de lodos, como en este trabajo Wang etal. 2010). Este
efluente puede utilizarse crudo o también puede esterilizarse para eliminar cualquier
patdbgeno o competencia microbiana, ya sea mediante luz UV o en autoclave. En un
estudio realizado por VY. Li et al. (Li et al. 2011) se obtuvieron tasas de crecimiento
especifico para la fase exponencial de 0.48 y 0.68 (dia™") para el concentrado de agua



residual en autoclave y crudo respectivamente. Para este estudio se obtuvieron tasas
maximas de crecimiento de 0.69 y 0.08 (dia™) para 150 mL y 10 L respectivamente.

Martinez et al., reportaron con la especie Scenedesmus obliquus en medios de cultivo
provenientes de extracto de suelo y agua residual sintética con una produccion de biomasa
maxima y crecimiento especifico de 72 y 85 mg L7, 0.16 y 0.33 d' respectivamente
(Martinez, Cruz, y Pellon A. 2010), demostrando una mejor adaptacion al agua residual
sintética, con velocidades de produccion de biomasa mayores y tiempos de duplicacion
mas cortos. En otro reporte en donde se utilizaron residuos de citrato industrial,
caracterizando por sus altos contenidos de CNPK, se incub¢ el alga verde Scendesmus sp.
en 2L de cultivo con 10 mL de acido citrico de desecho, logrando tasas de crecimiento
especifico de 0.29 d' dentro de un periodo de 10 dias. El crecimiento tan rapido en este
medio lo atribuyen al contenido inicial de macro y micronutrientes especialmente carbon y
nitrégeno (El-Sayed 2070). Toyub et al. estudiaron la especie Scenedesmus obliquus en
diferentes concentraciones de agua proveniente de la industria de dulces comparandola con
un medio tipico en el cultivo de algas (Medio Basal Bold). Obtuvieron tasas de crecimiento
especifico entre 0.32 y 0.38 d', comprado con 0.42 del medio de control. Demostrando
que, con concentraciones relativamente bajas, 2.5% , se puede utilizar un medio de desecho
como cultivo de microalgas y suplir medios de cultivo que pueden ser costosos e inviables
a gran escala (Toyub et al. 2012). Algunas otras tasas de crecimiento especifico similares se
obtuvieron en trabajos utilizando agua residual sintética durante 30 dias con la especie
Scenedesmus rubescens, con velocidades de 0.0314 p (dia-1) y 0.16 p (dia-1) para la
especie Scenedesmus quadricauda (Aravantinou et al 2013; Han et al. 2014). Asi como de
0.37 p (dia-1) para la especie Scenedesmus sp. LX1 en el medio BG-11 modificado con un
crecimiento celular de 0.85 E6 cel mL', 0.12 p (dia’) para la especie Scenedesmus
dimorphus en medio de cultivo “Chlorella”, 0.34 p (dia) para la especie Scenedesmus
obliquus y 0.38 p (dia) para Scenedesmus sp. en medios convencionales BG11 y BBM
respectivamente (Mandal y Mallick 2009; Ruangsomboon et al. 2013; Wu y Miao 2014a; Xin
et al. 2011). Es importante observar que, si bien los resultados de este estudio son, en
algunos casos, superiores a los de algunos autores y en algunos casos inferiores se debe a
los diversos efectos de los medios de cultivo, asi como los parametros de crecimiento. Por
mencionar algunos de los reportados: el volumen cambia desde 200mL hasta 2 L. Algunos
de ellos alimentados con aire, la mayoria en matraces Erlenmeyer de vidrio algunos con
botellas plasticas, ciclo de luz de 12:12 0 14:10, intensidad luminosa entre 60 a 200 pmol
m=2 sy temperaturas entre 25y 30 °C.
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3.2 Evaluacion de los rendimientos de produccion de biomasa

Contar con la mayor cantidad de biomasa es uno de los grandes retos para el proceso
de cultivo de microalgas. Como puede observarse en la Tabla 20, el reactor que obtuvo
mayor cantidad de biomasa por unidad de volumen, fue el medio de control seguido del
agua residual y el lixiviado respectivamente. A pesar de estos resultados para lograr esta
cantidad de biomasa se tendria que esperar demasiados dias en el reactor, si es que en los
siguientes escalados a mayor volumen se comportara igual la especie. Para este caso es
mejor cosechar en el dia 14 que es donde la mayoria de los medios ya alcanzaron su fase
estacionaria y no esperar hasta el dia 51 donde practicamente la concentracion celular no
cambia excepto, como ya se menciono, para el medio de control.

Tabla 20. Rendimiento de produccion de biomasa de
la especie Verrucodesmus verrucosus en diferentes
medios de cultivo.

Medio Rendimiento del
de Cultivo Reactor (g L)
Agua Residual 0.3497
Bayfolan (Control) 0.771
Lixiviado de Borrego 0.4935

Los rendimientos de biomasa son muy variados en la literatura, ya que existen
diferentes variables que estan ligadas con el crecimiento celular. En primer lugar, la especie.
Pueden ser especies locales, como en este caso, especies de colecciones internacionales
O hasta especies genéticamente modificadas. Otro aspecto importante son las
caracteristicas de medio de cultivo, como son: artificial, comercial, natural, efluentes de agua
residual etc..) y el tercer aspecto lo representan las condiciones de cultivo : tipo de cultivo
(autodtrofo, heterotréfico, mixotrofico), el tipo de luz (artificial o natural) , ciclo de luz ,
intensidad de luz, volumen del reactor, tipo de reactor , transferencia de masa (agitacion,
gasificacion, de gasificacion), la temperatura , el pH, concentracion de CO, y concentracion
de O.. En la siguiente tabla, Tabla 21, se muestra una comparativa con otros estudios, asi
como algunas de las condiciones de cultivo.
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Tabla 21. Comparativa con otros estudios para los rendimientos de produccién de biomasa para algunas
especies de la familia Scenedesmaceae

Medio Especie Volumen Fotoperiodo Temperatura Intensidad Rendimiento
de Cultivo (L) (h) (°C) (umol m2 del Reactor Referencia
s7) (gL
MBB y Scenedesmus 0.3 16:08 27 120 0.41 (Jietal 2015)
residuos de obliquus
comida
AR artificial Scenedesmus 0.5 - 25 40 0.80 (Song et al. 2014)
SDEC-8
AR artificial S. 1 - 25 4000 lux 0.46 (Han et al. 2014)
quadricauda
SDEC-1

DG suerode  Scenedesmus - - - - 0.22 (Franchino et al.
quesoy obliquus 2013)

excreta de
ganado

AR Scenedesmus 150 12:12 30 natural 0.37 (Andrade et al.

pescaderia sp. 2009)

AR tratada- Scendesmus 600 12:12 27-32 120 0.208 (Hena et al.
granja sp 2015)
lechera

AR cruda Desmodesmus 20 12:12 - - 0.58 (Komolafe et al.
sp. 2014)
DG. granja Desmodesmus 0.05 15:9 24 120 0.412 (Jietal 2014)
porcina sp. EJ9-6
Excreta de Scenedesmus 1 12:12 20 228 ~0.5 (de la Nolie
cerdo obliquus 71989)
AR tratada Scenedesmus 1 12:12 27 - ~0.7 (Sacristan de
acutus Alva et al. 2013)
AR Scenedesmus 0.5 16:08 25 120 1.25 (Ansari et al.
acuicultura obliquus 2017)

MBB, Medio Basal Bold; AR, Agua Residual; DG, Digestato

3.3

pigmentos

Analisis de la calidad de la biomasa con base a su

contenido de

El valor maximo de clorofila para la fase uno, se dio en el medio de control con 1.29

ug mL seguido del agua residual y el lixiviado de lombriz, ambos con valores cercanos a
0.7 pyg mL". La produccion de clorofila para el caso del segundo escalado fue similar, Los
valores maximos de produccion de clorofila se dieron al principio del muestreo para el caso
del lixiviado de borrego con una concentracion inicial de 1.09 ug mL 'y a los 16 dias para el
agua residual y el medio de control (2.13 ug mL "y 2.58 pg mL' respectivamente), ver Fig.50.
Chacon et al. obtuvieron una concentracion de clorofila y carotenoides totales de 9.52 pg
mL'y 5.40 yg mL" respectivamente, utilizando la especie Scenedesmus sp. en agua
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residual Unicamente filtrada. Lo que sugiere una relacion directa entre el contenido de
nutrientes esenciales y la acumulacion de clorofilas (Chacon et al. 2004) . En otros
experimentos utilizando agua residual obtenida de una planta de tratamiento después del
tratamiento con lodos activados observaron una concentracion mayor de clorofila en
comparacion con agua residual antes de la etapa de lodos activados de alrededor de 12 mg
mL'y 5 mg mL'respectivamente, demostrando que un tratamiento terciario con microalgas
es mas factible que un tratamiento primario o secundario (Hena et al. 2015).
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Fig.50. Produccion de Clorofila a para la especie Verrucodesmus verrucosus en diferentes
medios de cultivo

El valor maximo de carotenoides totales para la primera fase se dio en el medio de
control con 0.97 ug mL" seguido del agua residual con una produccion de 0.8 ug mL". Las
concentraciones para el lixiviado de elefante, de lombriz y de borrego fueron 0.26 ,0.34 y
028 pg mL™" respectivamente. Las concentraciones para la segunda fase permanecieron
similares al primer experimento, Fig.51. Los valores maximos de produccion de carotenoides
se dieron a los 16 dias del muestreo, 0.31 ug mL" para el caso del lixiviado de borrego 0.55
g mL para el caso del agua residual y 0.63 ug mL™" con el valor maximo para el medio de
control. Nwoba et al. utilizaron efluentes de digestion anaerobia porcinos para cultivar las
algas Chlorella sp. y Scenedesmus sp. en reactores tipo “raceway” y helicoidales, 160 y 40
L respectivamente. Los valores de contenido de clorofila-a variaron para el reactor helicoidal
desde 1.46 a 3.67 mg L'y para el reactor tipo “raceway”, varioé entre 1y 1.76 mg L' (Nwoba
et al. 2016).
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Fig.51. Produccion de carotenoides para la especie Verrucodesmus verrucosus en diferentes
medios de cultivo

La escasez de nitrogeno afecta drasticamente el crecimiento celular, si comparamos
la curva de remocion de amonio del apartado siguiente, Fig.50., asi como la produccion de
clorofila y carotenoides, observamos que al momento de que este se consume en mayor
medida, la produccion de ambos pigmentos decrece .En el caso del agua residual alrededor
de los dias 14-16 , para el medio de control desde el dia 18 y el lixiviado de borrego desde
el comienzo del experimento fue decayendo la produccion del pigmento. Esto puede
deberse a las bajas concentraciones de amonio en el medio, alrededor de 2 (mg NH4 L)
comparado con 63 (Mg NH. L") en el agua residual y 25 (mg NH4 L") en el medio de control.
Esto se debe a que nitrdgeno interviene en la sintesis de proteinas, acidos nucleicos y
clorofilas, entre las biomoléculas mas importantes. También puede contribuir al contenido
de RUBISCO dando como resultado una baja asimilacion de carbono (Geider et al. 1993).

3.4 Evaluacion de la remocion de Amonio y Ortofosfatos

Para la fase uno, el amonio total disminuy® drasticamente en el agua residual y en el
medio Bayfolan forte en los 61 dias de cultivo, de 120 mg L'a 0.35mgL'y 28 mg L' a
0.24 mg L' respectivamente logrando altas tasas de remocion (cerca del 100%). Los demas
medios, lixiviado de elefante, lixiviados de lombriz y lixiviados de borrego obtuvieron tasas
de remocion de 84%, 61% y 30 % respectivamente, durante el mismo periodo de cultivo.
En el segundo escalado, el valor maximo de remocion se dio en el agua residual a los 35
dias de muestreo pasando de una concentracion de 63.35 mg NH, L' a 0.35 mg NH, L™
alrededor de un 99% de eficiencia seguido de un 89% para el lixiviado de borrego de 2.23
mg NHs L a 0.23 mg NH, Ly 64% para el medio de control de 25.22 mg NHs L' a 9.02
mg NH. L'.Es importante mencionar que para los 15 primeros dias en el agua residual ya
se habia removido la mayoria del amonio, tal como lo muestra la Fig. 52.
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Fig. 52. Remociéon de Amonio en diferentes medios de cultivo para la especie V. verrucosus.

Los valores de la eficiencia en remocion de nitrégeno y fosforo reportados varian
dependiendo de la composicion del medio y las condiciones de cultivo, principalmente las
concentraciones iniciales de nutrientes, la intensidad de luz, los ciclos de luz-oscuridad y por
Supuesto el tipo de especie. En este estudio se alcanzaron remociones similares a otros
reportes , en el caso del agua residual y el lixiviado, el consumo fue mas acelerado que en
el medio de control, esto puede deberse a que las bacterias presentes en estos medios
pudieron descomponer otras formas de nitrégeno en fuentes asimilables para el alga (Zhou
et al. 2013). El lixiviado de borrego a pesar de tener una concentracion inicial mucho menor
que los otros dos medios demostro en el rendimiento de biomasa tener una concentracion
mas alta que el agua residual, 1o que sugiere que no se necesitan cantidades tan grandes
de amonio para obtener una concentracion considerable comparada con los otros dos
medios. Tal como lo muestra Hena et. al , comparando agua residual tratada y sin tratar con
concentraciones de amonio de 0.62 ppm y 162 ppm respectivamente, teniendo una mejor
tasa de remocion, cercana al 100%, el agua tratada, asi como una mayor produccion de
biomasa (Hena et al. 2015).
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Fig. 53. Remocién de Ortofosfatos en diferentes medios de cultivo para la especie V. verrucosus

La tasa de remocion maxima para el fésforo en forma de ortofosfatos en la primera
fase se produjo en el medio comercial Bayfolan seguida del lixiviado de elefante con una
concentracion inicial y final de 25.5 POsmg L' a 4.4 POsmg L'y 1.4 PO, mg L' a 0.46 PO,
mg L™ respetivamente. Para los otros medios de cultivo el porcentaje de remocion fue de
36% para lixiviado de lombriz y 27% para agua residual. El lixiviado de borrego no present6
cambios significativos. Para la segunda fase, en el dia 51 se alcanzo el valor maximo de
remocion de ortofosfatos, este se produjo en el agua residual con un 78% de eficiencia de
6.37 POsmg L' a 1.42 PO, mg L', seguido del lixiviado de borrego con una tasa de
remocion del 49% de 9.46 PO.mg L' a 4.87 PO, mg L. En el caso del medio de control
aumento y este permanecio estable durante el experimento con una concentracion media
entre 37 y 50 PO,mg L, Fig.53.

Para el caso de la remocion de fosforo sobre todo en el medio de control, en
experimentos con estanques de algas de alto-rendimiento (High-rate algal pond (HRAP)) se
observé un aumento en la concentracion de Ortofosfatos (PO4) de 10 a 15 mg L. Similar a
este estudio en donde aumento de 40 a 50 mg L",puede estar ligado al incremento en el
pH lo que resulta en la precipitacion de fosfato como un compuesto insoluble (Mustafa,
Phang, y Chu 2012). Otro aspecto sefalado por Andrade et al., es que las células muertas
de las microalgas provocan el rompimiento de las mismas y por lo tanto la liberacion de
fosforo total al medio (Andrade et al. 2009) 1o que puede incrementar la concentracion de
dicho nutriente.

Las remociones de amonio y fosfatos de este estudio, reflejan que el amonio es el
nutriente limitante para el crecimiento microalgal es por ello que a lo largo de la cinética de
crecimiento la relacion N:P se ve afectada impidiendo el desarrollo del cultivo de manera
Optima. Se estima que una relacion N:P de 10 para microalgas de agua dulce es el Optimo
para el crecimiento (Bohutskyi etal. 2016). Tal es el caso para la relacion inicial del
experimento con agua residual que en un tiempo muy corto removio al amonio disponible,
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mientras que en los otros dos medios de cultivo la relacion N:P fue mucho mas baja,
prolongando la asimilacion de nutrientes y por lo tanto el crecimiento de la especie. En la
Tabla 22, se muestran algunas condiciones de crecimiento y especies reportadas con
algunos medios de cultivo similares a los presentados en este trabajo, sobre todo para las
aguas residuales y algunas excretas animales, asi como las eficiencias de remocion en
amonio y ortofosfatos.

Tabla 22. Eficiencia de remocién de nutrientes para algunas especies de la familia Scenedesmaceae

Medio de Especie Volumen Fotoperiodo Intensidad Temperatura Remocién Remocién Referencia
Cultivo L) ({umolm2s') (°C) de la fuente de la fuente
de de Fésforo
Nitrégeno (%)
(%)
AR Scenedesmus 0.5 - 40 25 NT-99.18 FT-98.9 (Song etal.
Artificial SDEC-8 2014)
AR S. quadricauda 1 4000 lux 25 NT-37 FT-65 (Han et al. 2014)
Artificial SDEC-13
AR Scenedesmus 30 250-800 28 NO3-65% PO4-71.3 (Usha etal.
Industria sp 2016)
papelera
DG suero Scenedesmus @ - - - - NHs4- 83.7 P0O4-96.1 (Franchino
de queso y obliquus etal. 2013)
excreta de
ganado
AR Scenedesmus 150 12:12 Luz solar 30 NH4-100 PO4-77.54 (Andrade etal.
pescaderia sp. 2009)
AR Scenedesmus 0.3 - 1800 lux - NHz-98 PO4-95 (Lekshmi et al.
abundans 2015)
AR Scenedesmus 0.2 12:12 137 26 NH4-100 PO4-48.70 (Chacon et al.
sp. 2004)
AR Desmodesmus 20 12:12 - - NT-80 PO4-38.70 (Komolafe et al.
sp. 2014)
DG granja Desmodesmus .050 15:09 120 24 NH4-100 PO4-100 (Jietal 2014)
porcina sp. EJ9-6
Excreta de Scenedesmus 1 12:12 228 20 NH4-90 PO4-80.4 (de la Noue
cerdo obliquus 1989)
AR tratada  Scenedesmus 1 12:12 - 27 NOz-43 PO4-64.3 (Sacristan  de
acutus Alva et al. 2013)
AR Scenedesmus 0.2 14:10 60 25 NT-98 PO4-98 (Xin et al. 2010)
domestica  sp. LX7
AR Scenedesmus - - - 10 NT-89 FT-86 (Arbib etal.
obliquus 2013)
AR Scenedesmus 150 - Luz solar 11-23 NT-95 FT-92 (Gouveia etal.
municipal obliquus 2016)
AR Scenedesmus 0.5 16:08 120 25 NH;-88.7 PO4-100 (Ansari etal.
acuicultura obliquus 2017)
DG Scenedesmus 0.2 - 140 27 NT-99 FT-98 (G. Kim etal
sp 2015)

AR, Agua Residual; DG, Digestato
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3.5 Andlisis del contenido de lipidos de la biomasa

En la primera fase no se cuantificaron lipidos debido a la cantidad minima de biomasa
producida por lo cultivos, la cual no fue suficiente para la metodologia utilizada para la
cuantificacion de lipidos totales. Para la segunda fase la cuantificacion de lipidos totales
mostré un porcentaje de 38% de lipidos en peso seco para el medio de control, seguido de
37% para el agua residual y 33% para el lixiviado de borrego, Fig.54. Estos resultados son
favorables ya que basandose en la literatura un valor de 30% ya es considerado como valor
medio entre las diversas especies estudiadas (Chisti 2007).

Bayfolan forte (Control)

Agua Residual

Lixiviado de Borrego

m Contenido de lipidos totales (%)

Fig.54.Contenido de lipidos totales para la especie V. verrucosus en diferentes medios de cultivo

Los experimentos llevados a cabo en este estudio fueron en condiciones en donde no
se llevo a cabo ninguna técnica de estrés celular, ya sea por medio de un medio deficiente
en nitrdgeno que es la mas utilizada o por la modificacion del periodo de luz oscuridad
(12:12). También se puede lograr modificando la temperatura o la concentracion de algun
nutriente en especifico, por lo que se espera que en futuros trabajos se pueda realizar estrés
metabdlico para aumentar el contenido lipidico y mejorar el rendimiento de la especie.

Sin embargo, los resultados en la produccion de lipidos son comparables e incluso
estan por encima de algunos otros que se reportan con especies de la misma familia en
medios de cultivo similares, tal como lo muestra la siguiente tabla, Tabla 23.
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Tabla 23. Comparativa en el contenido de lipidos para algunas especies de la familia Scenedesmaceae

Medio de Especie Volumen Fotoperiodo Intensidad Temperatura Contenido Referencia
Cultivo (L) (umol m2 (°C) de lipidos
s™) totales
(%)
MBB+ Scenedesmus 0.3 16:08 120 27 19.7 (Ji etal.
desperdicio obliquus 2015)
de alimento
AR Artificial Scenedesmus 0.5 - 40 25 18.29 (Song etal.
SDEC-8 2014)
AR Artificial S. 1 - 4000 lux 25 25 (Han etal.
quadricauda 2014)
SDEC-13
AR Scenedesmus 30 - 250-800 28 15.8 (Usha et al.
Industria sp 2016)
papelera
AR Scenedesmus 1.5 14:10 143 20 49% (Alvarez-
obliquus Diaz  etal.
2015)
AR granja Scendesmus 600 12:12 120 27-32 15.73 (Hena et al.
lechera sp 2015)
AR Desmodesmus 20 12:12 - - ~13 (Komolafe
sp. etal. 2014)
AR Scenedesmus 0.5 - 80 30 35 (Yun etal
Comida bijuga 2015)
10%
AR Desmodesmus 1 16:08 440 - 9.3 (Samort  y
communis Samori
2012)
AR Scenedesmus 0.2 14:10 60 25 33 Xin  etal
domestica  sp. LX7 2010)
AR Scenedesmus - - - 10 20 (Arbib et al.
obliquus 2013)
AR Scenedesmus 150 - Luz solar 11-23 8.1 (Gouveia
municipal obliquus etal. 2016)
AR Scenedesmus 0.5 16:08 120 25 30.85 (Ansari et al.
acuicultura obliquus 2017)
DG Scenedesmus 0.06 12:12 80 25 13.5 (Singh et al.
desechos bijuga 2011)
ave de
corral
AR Scenedesmus 0.9 - 150 21 5 (Aravantinou
sintética rubescens etal. 2013)

MBB, Medio Basal Bold; AR, Agua Residual; DG, Digestato
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3.6 Andlisis del extracto de lipidos contenidos en la biomasa
3.6.1 Analisis del extracto

El resultado de la espectrometria de la Figura 55, indica el analisis promedio de los tres
diferentes extractos; (Bay) para el medio de control, (AR) para el agua residual y (LB) para el
lixiviado de borrego. Como patrén de referencia se utilizé un aceite comercial de canola. En
los graficos se pueden observar dos areas de interés para este estudio, delimitadas entre
las bandas 1700 cm™y 1750 cm™ y la segunda entre 2800 y 3000 cm™, representando los
ésteres (C=0) y los grupos metilo y metileno (CH.y CHs), respectivamente (Dilek (Yalcin)
Duygu, 2012).

Otros autores también han obtenido espectros similares comparando el extracto de
alga con aceites de referencia como aceite de coco o directamente trioleina pura, con la
finalidad de comparar las bandas correspondientes con grupos de triacilglicéridos (TAGS)
que corresponden a los picos de banda alrededor de 1745 cm™. Asi como con las bandas
caracteristicas de enlaces de carbono-hidrégeno entre 2960 y 2850 cm™, compuesta
principalmente por cadenas alifaticas (Mahapatra y Ramachandra 2013; Miglio et al.
2013).Las deformidades de los picos obtenidos en este estudio para los anchos de banda
antes mencionados pueden deberse a que el extracto aun puede tener restos de biomasa
u otras biomoléculas que fueron arrastradas en la extraccion, que por ser cantidades muy
pequefias de material no fue posible su purificacion, como lo es para el caso del aceite
comercial (canola). El espectro resultante sirve como base cualitativa, en este caso,
demostrando que el extracto obtenido a partir del hexano y la biomasa liofilizada en su gran
mayoria es aceite de microalga, confirmando esto con los perfiles de acidos grasos de las
siguientes secciones.
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Fig. 55. Comparativa entre los espectros FTIR de los extractos obtenidos de la biomasa de V.
verrucosus y aceite de canola.

3.6.2 Andlisis de la biomasa residual previa y posterior a la extraccion de lipidos

El analisis FTIR se aplicé a la biomasa liofilizada antes y despues de someterla a
la extraccion via Soxhlet para tener una referencia de lo que le sucede a la biomasa
en su composicion despues de la extraccion via hexano. En la siguiente figura, Fig.56.,
se puede observar que en la region (L) lipidos hubo una reduccién alrededor del pico
2950 cm™ que representa al grupo metilo, grupo del cual estan formados los acidos
grasos (Blokker et al. 1998; Dilek 2012). Otra observacion relevante es quelas zonas
de (C) y (P) carbohidratos y proteinas no cambian significativamente con la extraccion,
lo cual sugiere que la biomasa puede ser utilizada para otra aplicaciones tales como
digestion anaerobia para la produccion de biogas, fermentacion alcohdlica para la
obtencion de bioetanol, asi como una evaluacion de las caracteristicas protéicas de
la biomasa con fines comerciales.
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Existen diversos reportes en donde la biomasa cosechada es valorizada y fraccionada
para la obtencidon de mas de un bioenergéticos con el fin de aumentar el rendimiento
energético del proceso, asi como el valor econémico de productos y co-productos. Un
ejemplo de esto , son los reportes de extraccion de lipidos seguida de una digestion
anaerobia para la obtencién de metano (Hernandez et al. 2014, Sialve et al. 2009). También
existen reportes de la utilizacion de la biomasa para la produccion de biodiesel junto con la
produccion de bioetanol mediante hidrdlisis acida (Dong et al. 2016; Wang et al. 2014), asi
como las tecnologias para convertir ya sea mediante procesos termoquimicos o bioquimicos
la biomasa resultante en electricidad, metano hidrogeno, bio-carbdn, gas de sintesis etc.
(Brennan y Owende 2010).

3.6.3 Rendimiento de extraccion de lipidos

El rendimiento determina la cantidad de extracto recuperado de la biomasa liofilizada.
Es importante mencionar que la cantidad que se muestra en la tabla 24., incluye, ademas
de los acidos grasos, algunos otros componentes que se encontraron en la biomasa en el
momento de la extraccion.

Tabla 24. Rendimiento de extraccion de aceite para la V. verrucosus en diferentes medios de
cultivo.

Biomasa en Extraccion de Rendimiento de
Medios de cultivo Soxhlet (g) Aceite (Q) Extraccion
Agua Residual 3 0.5502 18.34 %
Bayfolan Forte (control) 3 0.2441 8.14 %
Lixiviado de Borrego 3 0.4355 14.52 %

Los resultados se obtuvieron bajo un minimo de biomasa colocado en el dedal
de celulosa, que fueron tres gramos para el agua residual y lixiviado de borrego.
Aunqgue para el medio de control se colocaron cerca de 12 g lo cual pudo haber
afectado la capacidad de extraccion del equipo Soxhlet. Por tal motivo, el rendimiento
fue mucho menor que los otros dos medios. En la tabla anterior los valores de peso
de aceite y rendimiento de extraccion, se ajustaron a tres gramos para todos los casos.
Al tomar en cuenta los valores de lipidos totales de la Fig.52., sabemos que estos
incluyen tanto los lipidos polares como los no polares. Para la extraccion unicamente
se utilizé hexano, el cual es selectivo para lipidos no polares, por lo que el porcentaje
basado Unicamente en los lipidos totales y no en el peso total de la biomasa es mayor.
21.4 % para el medio de control, 43.7 % para el lixiviado de borrego y 49% para el
agua residual.
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Experimentos con extraccion Soxhlet, reportan que, para tiempos de extraccion
similares a los de este estudio, se obtuvieron porcentajes que van desde 1.1 hasta 6.5 %
de lipidos con base al peso seco, durante 20 horas de extraccion con hexano para diferentes
microalgas (Rios et al. 2013), los cuales son mas bajos que los que obtuvimos en este
reporte. En un estudio comparativo entre diferentes métodos de extraccion se mostré un
rendimiento de lipidos de 59.3 % utilizando hexano mediante extraccion himeda, 6.1 % con
hexano presurizado, 45.2 , 5.8 y 45% via Soxhlet también con hexano (Mubarak et al. 2015).
Por lo que los resultados obtenidos en esta tesis son comparables y en algunos casos
superiores a los reportados por otros autores, Tabla 25.

Tabla 25. Rendimientos de extraccion de
lipidos via Soxhlet comparados entre algunas
especies de la familia Scenedesmaceae

Especie Rendimiento Referencia
de
extraccién
(%)
Scenedesmus 22.4 (Hernandez
almeriensis etal 2014)
Scenedesmus ~20 (Taher et al.
sp. 2014)
Scenedesmus 29 (Solana et
obliquus 276- al. 2014)
7
Scenedesmus 5.9 (Shin etal.
sp. 2014)

3.6.4 Perfil de Acidos grasos

En la Tabla 26, se muestran los acidos grasos obtenidos por cromatografia de gases
acoplado a espectrometro de masas. Se puede observar que los tres medios de cultivo
tienen en su mayoria acido palmitico y el acido elaidico, ademas de concentraciones
similares. Con porcentajes alrededor de 22% y 45 % respectivamente. Lo que sugiere que,
no importando el medio de cultivo, en este caso, la especie V. verrucosus es la que
metaboliza hacia estos acidos grasos. Lo cual requiere mas investigacion al respecto. Se
observd que en el medio de control aparece un acido graso esencial como lo es el acido
dihomo-gamma-linolénico (omega 6), lo que puede indicar que su formacion dependa en su
mayoria al propio medio de cultivo. Por otro lado, en el agua residual y el lixiviado de borrego,
todos los acidos grasos son saturados e insaturados. Esto es conveniente ya que entre
mayor sea el porcentaje de estos dos tipos de &cidos grasos en el aceite, mejor es la calidad
de biodiesel producido (Wu y Miao 2014b).
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Tabla 26. Perfil de acidos grasos para la especie V. verrucosus en diferentes medios de cultivo

Acido Graso (AG) Medio de cultivo (% de AG respecto al
total)
Nombre Nombre tipico Control Agua Residual  Lixiviado Borrego
Corto )
8:0 Acido Caprilico - 0.30 0.49
12:0 Acido Laurico - - 0.21
14:0 Acido Miristico 0.71 1.74 0.61
15:0 Acido Pentadecanoico - - 0.11
16:0 Acido Palmitico 26.26 23.25 21.68
18:0 Acido Esteédrico - 1.37 3.39
18:1 9t (n-9) Acido Elaidico 46.02 45.92 49.48
20:3 (w-6) ADGL 20.74 - -

El &cido palmitico es uno de los acidos grasos mas comunes en la literatura y por
lo tanto los mas comunes para la produccion de biodiesel (Gerpen et al. 2004). El
aceite de palma contiene en su mayoria este acido graso entre 32 y 45 %
(Sadrolhosseini et al. 2011). En el caso de las microalgas también es un acido graso
que normalmente se encuentra en altas concentraciones. 45.5 % para Spirulina
platensis , 16 % para Scenedesmus obliquus , 20.4% Chlorella vulgaris , 41.7 %
Dunaliella bardawil por mencionar algunas especies (Richmond y Hu 2013).

El acido elaidico se ha encontrado en diversos reportes relacionados con la
produccion de microalgas. Un disefio experimetal con agua residual doméstica en dos
fases, la primera (8dias) , llamada fase de crecimiento y en una segunda (8 dias),
llamada fase de agotamiento de nutrientes, se anadieron de manera separada
nitrégeno, foésforo, carbdno y potasio a cada undo de los medios en fase de
crecimiento . Con el objetivo de evaluar los cambios en el perfil de acidos grasos. Los
resultados mostraron que Unicamente en el cultivo con adicion de nitrégeno (nitrato de
sodio) se formo el &cido elaidco. Mientras que el acido palmitico Unicamente se formo
en el medio de control (sin adicién extra de nutrientes) y con la adicion de carbono
(glucosa) (Prathima Devi et al. 2012). Esto podria explicar que en nuestro resultados a
pesar que en el medio de control no se asimilara al 100% el fosforo, el acido elaidico
se haya formado durante la etapa de agotamiento de la fuente de nitrégeno. Por otro
lado, en el estudio de Holbrook et al., se obervaron producciones mayores de acido
elaidico utilizando agua residual con valores de 34.3 % y 24.7 de acido palmitico.
Comparable con el contenido del aceite de soya , 55.3 % de acido elaidico y 9.4 % de
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palmitico. En este estudio,también se compara el aceite producido por esta especie con el
perfil de &cidos grasos del aceite de maiz y de soya, que son las principales fuentes de
biodiesel en Estados Unidos (Holbrook et al. 2014). En la siguiente tabla,Tabla. 27., se
muestran algunos perfiles de &cidos grasos , especies y medios de cultivo. Unicamente se
hace la comparacion de los acidos grasos que se obtuvieron en este estudio y no se
presenta el perfil completo que los autores publicaron. En la tabla destaca el acido elaidico
como unico presente en la especie Desmodesmus comminus , €l autor reporta que se
cultivd en agua residual de tratamiento secundario con un 2% de CO,anadido en la mezcla
de aire ,con una intensidad de 440 pyE m=2 s~y una concentracion muy pobre de nutrientes
lo que lleva a tasas de crecimiento especificas muy lentas, pero con una alta produccion en
acidos grasos saturados e insaturados, alrededor de 70%, muy similares a los resultados
de esta tesis.

Tabla 27. Perfil de acidos grasos para algunas especies de la familia Scenedesmaceae en diferentes

medios de cultivo.

Medio de Acidosgrasos 80 12:0 14:0 150 16:0 18:0 18:1 18:1 20:3 AGS AGI AGP Referencia
Cultivo 9c ot (%) (%) (%)
Especie
AR Scenedesmus - - ~25 - ~27.5 - ~12.5 - ~30 ~15 ~45 (Usha et al.
Industria sp 2016)
papelera
AR Scenedesmus - - 03 - 261 5 492 - 333 551 125  (Alvarez-
obliquus Diaz etal.
2015)
BG11 Scenedesmus - - 0.06 1.20 23.47 2.61 58.88 - 27.48 62.46 10.06 (Wuy Miao
obliquus 2014a)
Bold Desmodesmus - - - - ~30 ~5 ~30 - ~35 ~32 ~25 (Ho etal
Modificado sp. F2 2014)
AR Desmodesmus - - - - 245 2 224 204 26.5 428 30.7 (Samon vy
communis Samor
2012)
AR Scenedesmus 0.40 - 235 - 369 58 189 - 60.25 20.83 12.13 (Gouveia
municipal obliquus et al. 2016)
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4 Conclusiones

La especie Verrucodesmus verrucosus demostré adaptarse a los medios de cultivos
propuestos, tanto lixiviados como agua residual. Esto sugiere que la microalga tiene el
potencial para crecer en medios alternativos de cultivo y servir como un mecanismo
biolégico para el tratamiento de efluentes residuales, evitado principalmente eutrofizacion y
otros tipos de contaminacion. Por otro lado, se observd que no es necesario contar con
tiempos de incubacion demasiado largos ya que alrededor de los 14 dias se puede cosechar
la biomasa.

La concentracion celular obtenida en este estudio fue de 0.35 g L para el lixiviado de
borrego, 0.78 g L' para el medio de control y 0.35 g L' para el agua residual. Si bien los
valores son similares o superiores a algunos reportes. Es necesario realizar mas
experimentos para lograr una mayor concentracion de biomasa en tiempos de incubacion
mas cortos, para que sea un proceso Mas sustentable y rentable a escalas mayores.
Ademas, es necesario investigar los efectos que tienen los diferentes parametros de cultivo
sobre la especie Verrucodesmus verrucosus. Los contenidos de pigmentos y carotenos
demostraron tener una produccion entre los 16 y 21 dias de cultivo, precisamente en la
etapa de desaceleracion.

La especie Verrucodesmus verrucosus alcanzoé tasas de remocion de amonio hasta
del 100% para el agua residual y cerca del 90% en los primeros 15 dias. También removio
cerca del 80% de fésforo de este medio, teniendo el mejor desempeno de este estudio. Un
aspecto importante de esta seccion, es que el lixiviado de borrego a pesar de contar con
tasas muy bajas de amonio, alrededor de 2 mg NH. L' (10 veces menos que el medio de
control y casi 30 veces menos que el agua residual), obtuvo una concentracion celular
superior al agua residual y una produccion de lipidos considerable, por 1o que también se
sugiere como un medio de cultivo apto para el crecimiento de esta especie.

El porcentaje de lipidos obtenidos en el agua residual de 37.4 % fue muy cercano al
medio de control de 38%, contra 33.2% del lixiviado de borrego, por lo que se sugiere que
los nutrientes necesarios para el medio de cultivo pueden obtenerse de los efluentes
residuales, eliminando los costos de fertilizantes inorganicos comerciales y mejorando el
balance energético del sistema, asi como el balance medioambiental.

En la espectroscopia Infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) Se observaron
similitudes en los espectros de aceite comercial con los del extracto de Verrucodesmus
verrucosus, en particular entre las bandas 1700 cm™ y 1750 cm™ y la segunda entre 2800
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y 3000 cm™, representando los ésteres (C=0) y los grupos metilo y metileno (CH2 y
CH3), demostrando que el extracto obtenido en su mayoria es aceite de microalga.

Los andlisis de la biomasa antes y después de la extraccion por FTIR, muestran
disminuciones y hasta la eliminacion de bandas asociadas al grupo de acidos grasos,
alrededor de 2950 cm™, lo que significa que si hubo remocién de lipidos no polares.
Por otra parte, las bandas caracteristicas de los grupos amina y polisacaridos no
cambiaron drasticamente. Se determind que la biomasa aun pude utilizarse en
procesos de digestion anaerobia para la produccion de biogas o procesos de
fermentacion alcohdlica para la produccion de etanol o en ultimo caso la gasificacion
de la biomasa como fuentes de otros bioenergéticos.

La extraccion por Soxhlet tuvo rendimientos desde 21.4% hasta casi el 50% de
extraccion de lipidos polares en relacion al porcentaje de lipidos totales de la especie.

Se obtuvo una concentracion de alrededor de 70% de lipidos saturados e
insaturados para todos los experimentos, siendo los &cidos grasos mas
representativos el acido palmitico (aprox. 22%) y acido elaidico (aprox. 45 %). Esta
composicion es comparable con el aceite de soya y de maiz, fuentes principales en
Estados Unidos para la produccion de biodiesel. Por lo que se concluye que la especie
cuenta con las caracteristicas fisico-quimicas para la utilizacion en un proceso de
transesterificacion para la produccion de biodiesel.
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4.1 Recomendaciones

La especie de trabajo requiere mas investigacion ya que es primera vez que se trabaja
con fines bioenergéticos y de bioremediacion ambiental, y por tanto son primeros registros
de su potencial.

Se deben realizar experimentos con concentraciones de nutrientes variables para
observar los limites de crecimiento de la especie, asi como a la afectacion a la produccion
de lipidos.

Las corridas experimentales pueden hacerse hasta 14 dias ya que se observé que es
el periodo en que la especie llega a su fase estacionaria y por lo tanto al agotamiento de
nutrientes del medio.

Sera necesario investigar como afectan parametros como luz, temperatura, pH,
nutrientes, volumen de cultivo y tipo de reactor en la produccion no sélo de lipidos sino de
carbohidratos y proteinas.

Una vez que se demostrd la factibilidad de la especie para crecer en efluentes
residuales, es necesario caracterizar previa y posteriormente a la incubacion para observar
los tiempos de remocion no soélo de amonio y ortofosfatos, sino también de otros elementos
como el DBO, DQO, nitrégeno total, y hasta la remocion de metales pesados.
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