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Resumen

Debido al potencial del CO, como gas de efecto invernadero (GEI), se ha tenido la
necesidad de desarrollar tecnologias para capturar y almacenar carbono, a fin de evitar su
emision a la atmosfera. Aunque los gases de combustion requieren un enfriamiento previo
para su tratamiento con microalgas, lo que representa un alto consumo energético y por
tanto un incremento en los costos de operacidn. Una opciéon para reducir los costos
asociados al enfriamiento de los gases de combustion es el empleo de microalgas termofilas
pues, son capaces de crecer en temperaturas = a 39 °C. Posteriormente las microalgas
pueden disponerse de manera adecuada o emplearse como precursores de compuestos de

valor agregado.

Previo a la aplicacion de microalgas termofilas, en el tratamiento de gases de combustion,
es necesaria la caracterizacion cinética de las microalgas. Para ello se colectaron consorcios
de microalgas termdfilas en Rio Caliente, Jalisco (60°C). Posteriormente se realizé la
caracterizacidn cinética (CC), bajo condiciones representativas del tratamiento de gases de
combustidn: temperaturas 35y 40°C, con mezclas de CO, del 3 y15% (v/v). Adicionalmente
se realizaron CC en condiciones representativas de los gases de combustion bajo diferentes

intensidades luminosas.

Los resultados indican que en los cultivos de microalgas a 35°C, la capacidad de
transferencia de masa (CO,) tedrica fue de 6.424 g CO, L* d* mientras que, de manera
experimental la maxima tasa de fijacion de carbono fue de 72. 4 + 5.78 mg CO, L*'d™ con
COs 15% (v/v) y PAR 130 (1 mol f m™ s?), lo cual demuestra que la limitante para el
tratamiento de CO, en condiciones representativas de los gases de combustién fue debida

a la reaccion biologica.
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1 Introduccion

El calentamiento global se define como el aumento gradual (observado o proyectado) de la
temperatura en la superficie de la Tierra debido al incremento de las emisiones de gases de
efecto invernadero (IPCC, 2014).

Las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) estan constituidas por compuestos
gaseosos que esta presentes y/o se liberan a la atmosfera y que pueden ser de origen natural
o antropogénico. Dichos gases son capaces de absorber y ademads emitir radiacion, esta
propiedad de emitir radiacidn en todas direcciones aunada al incremento antropogénico
de emisiones de GEI provoca un incremento en la temperatura de la superficie de la Tierra,

a este fendmeno se le conoce como efecto invernadero (IPCC, 2014).

En el ambiente existen GEI de origen exclusivamente antropogénico como los
halocarburos, sustancias que contienen cloro y bromo, compuestos de azufre como el
hexafluoruro (SFe), hidrofluorocarbonos (HFC) y perfluorocarbonos (PFCs) (IPCC, 2014).
Gases como CO,, N,O y CH, existen en la naturaleza, sin embargo, las actividades
antropogénicas contribuyen significativamente a incrementar su contenido en Ila
atmosfera. Dentro de los principales gases de efecto invernadero en la atmosfera terrestre
se encuentran: el vapor de agua (H,O), el diéxido de carbono (CO,), el 6xido nitroso (N,O),

el metano (CH,) y el ozono (O;).

El potencial de calentamiento global (por sus siglas en inglés, GWP) representa el efecto
combinado de los diferentes tiempos en que los GEI permanecen en la atmosfera aunado a
su eficacia relativa para causar el forzamiento radiativo. El CO; es el principal gas que afecta
el equilibrio radiativo de la Tierra y por tanto es el gas de referencia para comparar otros
gases de efecto invernadero, de manera que el CO, tiene un GWP 1, mientras que el CH, de

25, el N,O 298 con una permanencia en la atmosfera terrestre a 100 afios (IPCC, 2014).

Se estima que las actividades antropogénicas contribuyen con el 77% del total de emisiones

de gases de efecto invernadero (Songolzadeh et al., 2014). Actividades como la

13



deforestacion, la generacidon de energia y mediante la quema de combustibles fosiles son
las principales actividades antropogénicas que han intensificado las emisiones de GEI

(Cheah et al., 2015).

El didxido de carbono es el gas mas abundante derivado de las actividades antropogénicas.
Se estima que el 52% de los GEI corresponden a CO,, ya que es un subproducto de
actividades antropogénicas tales como: procesos industriales (por ejemplo, produccion de
cemento), y de la quema de combustibles fosiles tales como el petroleo, gas, carbdn ademas
de la quema de biomasa. Todas las actividades anteriores con llevan a la generacion de

gases de combustion (Cheah et al., 2015).

Ya que el CO, es el principal GEI se ha tenido la necesidad de secuestrar y capturar carbono;
la captura de carbono hace referencia al almacenamiento de carbono mientras que se habla
de “captura y utilizacion de CO,” para hacer referencia a los procesos que almacenan CO,,
proveniente de una corriente industrial y ademas lo transforman en un producto (IPCC,

2018). En la Tabla 1 se muestran algunas tecnologias para la captura de carbono.

Tabla 1. Tecnologias para la captura de carbono, elaborada a partir de Steward y
Hessami, (2005).

Tecnologia de Captura de Descripcion del proceso

CO.,

Absorcion con Es un proceso comercial en el cual se utiliza MEA que en
monoetanolamina (MEA) contacto con el CO, lo absorbe. La MEA se puede calentar para

liberar el CO,, almacenarlo y finalmente reusar la MEA. Sin
embargo, calentar la MEA implica un gasto energético y por

ende no es econdmicamente viable.
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Adsorcion desecante

Eliminacion mediante

inyeccion directa

Vetas de Carbon

Fijacion fotosintética

Se pueden aplicar gases de combustién a un desecante,
(materiales solidos, adsorbentes, en cuya superficie se retiene

el compuesto de interés), por ejemplo la zeolita.

Se refiere al proceso en el cual el CO, se bombea directamente
a un sumidero geoldgico (capaz de almacenar varias
megatoneladas), eventualmente los sumideros perderdn una
parte del gas, sin embargo han contribuido significativamente

a capturar carbono.

El dioxido de carbono se inyecta en vetas de carbon donde se
difunde a través de la estructura porosa del mismo y finalmente
se adsorbe fisicamente de manera que es posible la retencion

de CO, de forma permanente.

La captura y utilizacion de CO, a través de microorganismos,
capaces de realizar fotosintesis oxigénica y fijar carbono en
biomasa mediante el ciclo de Calvin-Benson, creciendo bajo

condiciones ambientales controladas.

2 Marco Teorico

2.1

Gases de combustion

2.1.1

Generalidades

Las emisiones antropogénicas de CO, se generan principalmente por la quema de

combustibles fdsiles y carbon, a estas emisiones se les conoce como gases de combustion.

La reaccion de combustion mas idealizada considera como combustible a un hidrocarburo

(HC) y como comburente al oxigeno (O.), de la cual se derivan como productos CO, y agua.
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De acuerdo con Martinez (1992), la reaccion de combustion de un hidrocarburo se puede

representar, de manera general, por la Ecuacion 1.

X, [CH,O\NSyl+ X,[0:]+ X5[N,]+ X,4[H.Ol+ Xslimpurezas del hidrocarburo] = Xe¢[CO,]
+X,[H,O)+ X5[O,]+ Xg[N, ]+Xi0[CO] +Xu[SO.] +X1.[NO,] +Xi5[Cenizas]

Ecuacioén 1

Las constantes Xi son los coeficientes estequiométricos, los cuales dependeran de las
condiciones iniciales y la cdmara de combustion, aunque generalmente se basan en una

mol del combustible, CH,O\N\S,, (Martinez, 1992).

El nitrégeno molecular (N,), es el componente mas abundante en la atmosfera (= 78% v/v),
por lo que también representa el constituyente mas abundante de los gases de combustion

que se producen durante una combustion tipica (Martinez, 1992).

En la actualidad se emplean comtinmente dos tipos de combustion: i) la combustion tipica
que se realiza con oxigeno atmosférico, y ii) la oxi-combustidén que se realiza mediante la

inyeccion de oxigeno practicamente (Songolzadeh et al., 2014).

2.1.2 Composicion

El CO, es el principal constituyente de los gases de combustidon debido al efecto conjunto
de su concentracion y a su potencial de calentamiento global (GWP) IPCC, 2014. La
concentracion del CO2 en los gases de combustion varia dependiendo del tipo de
combustible a partir del cual se hayan originado, en la Tabla 2 se muestra la concentracion

de CO, en los gases de combustion, de los combustibles mas comunes en la actualidad.
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Tabla 2.Concentracién de CO, de los gases de combustion
seguin el combustible de origen.

Combustible Concentracion de CO, (% v/v)
Gas natural 3as

Carbon 12al15

Diésel 12al 15

Elaborada a partir de Songolzadeh et al. (2014).

Como se muestra en la Ecuacion 1, una combustion tradicional (con aire) con un

hidrocarburo ademas del CO, y vapor de agua contiene diversos 6xidos de nitrégeno (NO,),

oxidos de azufre (SOx), e incluso la reaccion puede ser mas compleja dependiendo el tipo

de combustible empleado (Gonzdlez, 2015). En algunos casos también puede contener

metales tales como el niquel (Ni), vanadio (V) y mercurio (Hg) y algunos compuestos

organicos volatiles (COVs) como tolueno, benceno, etilbenceno, m-xileno, p-xileno,

principalmente. En el caso del en el caso de carbdn, incluso puede contener metales

pesados como mercurio y plomo.

En la Tabla 3 se muestran las concentraciones tipicas de los contaminantes mdas comunes,

presentes en los gases de combustidn, originados a partir de la quema de combustibles

fosiles y carbdn (Stepan, 2002).
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Tabla 3. Compuestos de importancia en los gases de combustién, elaborada a partir de
Stepan et al., (2002).

Compuesto Concentracion
SOx 200 ppmy- 400 ppmy
NOx 120 ppmy- 400 ppmy
Cenizas Hasta 10% peso

Para el caso de los combustibles liquidos y gaseosos, la humedad y cenizas son
despreciables mientras que la combustion de carbén comtinmente emite gases de

combustion con =5% peso de humedad y hasta un 10% (p/p) de cenizas (Martinez, 1992).

2.1.3 Temperaturay presion

Cuando los gases de combustion son generados tienen temperaturas cercanas superiores a
los 100 °C, una vez que los gases de combustion (combustion tipica) salen de las chimeneas
alcanzan temperaturas cercanas a los 127 °C, eventualmente la temperatura puede
descender hasta alcanzar el equilibrio con la temperatura del ambiente. Mientras que las

presiones de los gases de combustion son las presiones atmosféricas (Songolzadeh et al.,

2014).

En la Tabla 4 se muestra las condiciones y composiciones tipicas de los gases de combustion

originados partir de la quema de carbdn una planta de generacion de energia.

18



Tabla 4. Condiciones y composiciones representativas del gas de combustién emitido
en una planta de generacion energia, elaborada a partir de Stepan et al., (2002).

Temperatura CO. % 0. % SO, NOx

0 (v/v) (v/v) (ppmy) (ppm)
Promedio 115.3 12.1 5.5 422.9 123.6
Alto 122.2 12.4 6.6 450.5 142.4
Bajo 109.1 1.8 4.7 399.3 106.2

2.1.4 Condiciones representativas de los gases de combustién

El presente trabajo se enfoca en el tratamiento de gases de combustidn, originados a partir
de una combustion tipica. De acuerdo Songolzadeh et al., (2014) para el tratamiento de los
gases de combustion es necesario tomar en cuenta las siguientes caracteristicas o

condiciones de estado:

1. Composicion
2. Temperatura

3. Presion

En el presente trabajo se denominard “condiciones representativas de los gases de
combustién” a mezclas con concentraciones de CO, tipicas de los gases de combustion (3

y 15 % v/v), a presion atmosféricas y en temperaturas de 35-40°C.

2.2 Tratamiento bioldgico de emisiones de CO.

2.2.1 Generalidades de las microalgas

Las microalgas son organismos fotosintéticos que tienen una gran capacidad para fijar CO,

pues, son hasta 50 veces mas eficientes que las plantas terrestres (Cheng et al., 2013; Lam et
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al., 2012). Aunque el “término microalga”, no pertenece formalmente a la taxonomia pues
hace referencia a un grupo de organismos polifiléticos (historia y linaje evolutivo diferente),
este término hace referencia a organismos fotosintéticos, microscopicos, que de manera
general miden entre 2 a 50 um sin embargo, su tamafio puede variar en funcién de la especie
(Barsanti y Gualtieri, 2014). Por lo que en este trabajo el termino microalga hara referencia

a cianobacterias y clordfitas.

Adicionalmente las microalgas tienen alta productividad de biomasa, acumulan lipidos,
generan productos de valor agregado como pigmentos y carotenos, estos ultimos son

precursores de terpenos por lo que tiene valor nutricional.

Debido a su “capacidades cinéticas” (tasa de fijacion de carbono, tasa especifica de
crecimiento y productividad), las microalgas son empleadas en diversas tecnologias para la
remocion de CO, proveniente de diversas corrientes por ejemplo: i) en el enriquecimiento
de biogas que tiene un alto contenido de CO,, entre 15 hasta 55% (v/v) (Franco-Morgado et
al., 2017); ii) el tratamiento conjunto de emisiones de CO, y agua residual (Kumar et al.,
2019); iii) la captura de carbono para la obtencién de precursores biodiésel como lipidos
(Aslam et al., 2017); iv) el tratamiento de gases de combustion con la generacion de biomasa

(Songolzadeh et al., 2014)

Actualmente el término microalga se encuentra estrechamente ligado al desarrollo
biotecnologico, por lo que se hace referencia a “microalgas comerciales” para referirse a
cepas que se desarrollan 6ptimamente en temperaturas cercanas a los 25°C y se cultivan
con la finalidad de obtener biomasa valorizada y /o compuestos de valor agregado, ademas
estas cepas no son capaces de sobrevivir en temperaturas =40°C (Béchet et al., 2010; Ras et

al., 2013).

La fotosintesis oxigénica es un proceso bioquimico, mediante el cual algunos organismos
tienen la capacidad de utilizar a la luz como fuente de energia primaria para luego sintetizar
compuestos organicos como glucosa a partir de carbono inorganico, con la produccién

simultanea de oxigeno molecular (Campbell y Jane, 2007).
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De manera general, la fotosintesis oxigénica puede definirse con la Ecuacion 2:

6 CO, (g + 6 H,O () + energia luminica — Ce Hi, O (aq) + 6 O: (g)
Ecuacion 2

En el presente trabajo se hara referencia a la fotosintesis oxigénica, simplemente como
fotosintesis. Durante la fotosintesis se oxida el agua (H,O) y se libera oxigeno molecular
(O,) a este proceso se le denomina fotosintesis oxigénica (Campbell y Jane, 2007), a

continuacion, se le denominara simplemente fotosintesis.
La fotosintesis se lleva a cabo en dos etapas:
1) Las reacciones dependientes de la luz (fotosintesis), donde se obtiene la energia primaria.

2) Las reacciones conocidas como ciclo de Calvin- Benson, en donde se genera carbono

organico (Campbell y Jane, 2007).

2.2.2 Radiacion fotosintéticamente activa (PAR)

La luz es la fuente primaria de energia para las microalgas por lo que, la disponibilidad de
energia luminica tiene un efecto directo en las “capacidades cinéticas” (la tasa de fijacién
de carbono, tasa especifica de crecimiento y la productividad) de las microalgas. La
disponibilidad de la luz también tiene un efecto en los rendimientos (biomasa/carbono),

asi como la composicion de la biomasa (Zhang, 2015).

Los organismos fotosintéticos como las microalgas requieren de la luz, que corresponde a
las longitudes de onda entre 400 - 700 nm, a este rango se le ha denominado radiacion
fotosintéticamente activa (PAR por sus siglas en inglés). Este concepto se debe a que sélo
la energia que tienen los fotones de dicha region espectral se puede convertir en energia
quimica a través de los procesos de fotosintesis de las plantas y microalgas. PAR se puede
expresar en términos de irradiancia solar en el rango espectral arriba citado (W m™), o de
manera comun para los cultivos de microalgas, se expresa como en flujo de fotones

fotosintéticos (umol m=2s?) (Sun et al., 2017).
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2.2.3 Nutricién de las microalgas

El carbono es el elemento mas importante en la nutricion de las microalgas. Se estima que
la biomasa seca de las microalgas contiene aproximadamente el 50% (p/p) de carbono
derivado de la fijacién de CO, (Lam et al., 2012), también se ha reportado que
aproximadamente por cada 1 kg de biomasa de microalgas producida se fijan 1.83 kg de CO,

(Chisti, 2007; Jiang et al., 2013).

La biomasa de las microalgas contiene tres veces mas nutrientes que la biomasa de las
plantas terrestres debido a que, su contenido en celulosa es menor, por lo que los cultivos
de microalgas requieren mayor demanda de nutrientes incluso que los cultivos agricolas

(Markou et al., 2014).

Las microalgas requieren nutrientes esenciales conocidos como macronutrientes (C, N, P,
S, K) que son indispensables para el desarrollo y crecimiento celular asi que, la deficiencia
de alguno de estos nutrientes conducira a la reduccion celular, por lo tanto, los
macronutrientes deben estar presentes en el medio de cultivo en forma biodisponible y en

proporciones adecuadas (Markou et al., 2014).

Para suplir las concentraciones adecuadas de nutrientes se considera una composicidon
elemental de la biomasa: C106: N 16: P:1, que ha sido ampliamente aceptada y reportada

(Bahr et al., 2013).

Las microalgas también requieren algunos elementos en concentraciones traza
denominados micronutrientes; sin embargo, su disponibilidad en el medio de cultivo es
necesaria para el crecimiento de las microalgas. Los micronutrientes escenciales son: Mg,
S, Ca, Na, Cl, Fe, Zn, Cu, Mo, Mn, B y Co. El agua residual asi como el agua de mar son

buenas fuentes para la mayoria de estos micronutrientes (Markou et al., 2014).

2.2.4 Efecto de los gases de combustion sobre las microalgas

Estudios previos (con la misma concentracion de CO,) demuestran que la inyeccion de

gases de combustion en cultivos de microalgas puede incrementar la productividad de la
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biomasa hasta en un 30% respecto la inyeccién de CO, puro, posiblemente este efecto se
deba a la presencia de nitrégeno y azufre presentes en los gases de combustion (Sayre,

2010).

Actualmente en muchos de los cultivos a gran escala de microalgas se emplean mezclas
comerciales de CO, y su precio puede representar entre el 8% - 27% del costo del cultivo,
por lo que emplear CO, a partir de gases de combustion para el cultivo de microalgas es
una opcion viable econémica pues reduciria los costos asociados al suministro de CO, y

ambientalmente pues es una tecnologia de captura de carbono (Yen et al., 2015).

En la Tabla 5 se muestran diferentes productividades de microalgas obtenidas a partir de
concentraciones de CO, tipicas de gases de combustién. También se puede observar como
el tipo de operacidn de los fotobiorreactores afecta directamente la produccion de biomasa
y fijacion de carbono. Como se ha mencionado antes, un factor importante para elegir el
tipo de microalga es la tolerancia que ésta presenta a las concentraciones de CO, (Cheah et

al., 2015).
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Tabla 5. Productividades de diferentes microalgas creciendo con concentraciones de
CO, de los gases de combustion.

Cepa Flujp CO,  Sistemade T Productividad Pco, Referencia
de Gas v/v Cultivo (°C) (mgL'd?) (mgL™
(vm) (%) &
Chlorella sp. 15 0.83 Matraces 45 106 -- Maedaetal .,
lote
(lote) (1995)
Chlorella sp. 15 0.83 Matraces 30 90 --
(lote)
Chlorella  sp. 15 0.5 Botes 25 108 204 Lee et al,
KR-1 (2002)
(Lote)
Euglena 10 0.03 Columna de 28 214 114 Chae et al,
gracilis burbujeo (2006)
(semi-
continuo)
Aphanothece 15 1.0 Columna de 35 769 1446 Schenk et al.,
microscopica burbujeo (2008)
(lote)
Spirulina sp. 12 0.3 Columna de 30 200 376 Morrais y

burbujeo

Acosta
(2007)

vvm: volumen de aire por volumen de liquido por minuto.

Pco,: Tasa fijacién CO, (mgLd™)

2.2.5 Efecto de la temperatura en el cultivo de microalgas

Lopez- Sandoval et al., (2016), clasificaron a los microorganismos, basandose en el intervalo

de temperatura que pueden tolerar de la siguiente manera: psicréfilos (-7 a 18 °C),

mesofilos (9 a 48 °C), termofilos (39 a 73 °C) y extremofilos (65 a 110 °C).
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Sin embargo, hay que considerar que la temperatura éptima para que lleve a cabo la
fotosintesis se encuentra entre 25°C - 35°C de manera general (Barsanti y Gualtieri, 2014;
Ras et al., 2013), lo cual explica porque la mayor diversidad de microalgas acudticas se
presente entre los 20- 30°C (mesofilas), mientras que la diversidad disminuye
drasticamente a partir de los 40°C (termdfilas). Incluso esta reportado que el limite maximo
de temperatura para las microalgas eucariontes oscila alrededor de los 40°C, mientras que
de manera excepcional algunas cianobacterias pueden desarrollarse hasta los 60°C por lo
que se les considera extremofilas, tales como: Oedogonium sp, Mougeotia sp, Spirogyra sp.,

Ulothrix sp., Closterium sp. (Sandoval et al., 2016).

Aunque las temperaturas dptimas de crecimiento de las microalgas estan asociadas a las
condiciones ambientales de su lugar de origen, asi como las caracteristicas intrinsecas de
la especie, las temperaturas elevadas por encima de su punto 6ptimo de crecimiento, son
mas perjudiciales incluso que las bajas temperaturas tanto para las microalgas mesdfilas

como para las termofilas (Ras et al., 2013).

Algunas microalgas como Microcystis aeruginosa y Scenedesmus acutus, expuestas al
incremento de temperatura, aumentaron su tasa de respiracion y por ende se redujo su
tamafio celular. Lo que sugiere que la reduccion en el tamafo celular podria ser una
respuesta para contrarrestar el desequilibrio entre los procesos catabdlicos y anabdlicos

debidos al incremento de temperatura (Ras et al., 2013).

Otros efectos comunes que resultan del incremento de la temperatura son la
desnaturalizacion, inactivaciéon o modificacion de las proteinas involucradas en los
procesos fotosintéticos, por ejemplo, un desequilibrio entre el suministro y consumo de
energia debido a cambios ambientales por temperatura puede modificar del complejo
enzimatico ribulosa 1, 5 bifosfato (RuBisCO), a este fendmeno se le conoce como

aclimatacion a la temperatura fotosintética (Ras et al., 2013).

25



La enzima RuBisCO cataliza dos vias metabdlicas competitivas: la fotosintesis y la
fotorrespiracién pues tiene una doble actividad enzimatica, para funcionar como

carboxilasa u oxigenasa (Staehr y Birkeland, 2006).

En las microalgas el efecto mas comun observado en altas temperaturas es la inhibicion de
los fotosistemas I y II, como resultado se generan radicales del oxigeno (moléculas que
pertenecen a al grupo de las especies reactivas del oxigeno, por sus siglas en inglés ROS),
que causan desequilibrios en la membrana, asi como dafios en compuestos bioquimicos

por ejemplo la peroxidacion de acidos grasos dentro de la célula (Ras et al., 2013).

Las microalgas se caracterizan por tener una plasticidad genética que les permite adaptarse
a condiciones desfavorables ante el incremento de temperatura (Ras et al., 2013). Se
desarroll6 un estudio en el que Scenedesmus intermedius, colectada en aguas continentales
pudo adaptarse a 30°C después de 15 generaciones, a 35°C después de 30 generaciones y
finalmente la microalga logro adaptarse a 40°C después de 135 generaciones (Huertas et al.,

2011).

2.3 Absorcion de CO,

La principal limitacién para suministrar CO, a las microalgas se encuentra en primera
instancia a la absorcién del CO, en el medio de cultivo ya que la biodisponibilidad de
carbono es un factor limitante para el crecimiento de las microalgas (Pires et al., 2012;

Stepan, 2002).

La solubilidad de los gases disminuye inversamente proporcional al incremento de la
temperatura, por lo tanto, la temperatura de los gases de combustiéon condicionara la

solubilidad (Pires et al., 2012; Stepan, 2002).

Una vez que se logra solubilizar el CO, en el medio de cultivo, las altas concentraciones de
CO, pueden generar un descenso en el pH, limitando o incluso inhibiendo el crecimiento

de las microalgas (Pires et al., 2012; Stepan, 2002).
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Aunque el CO, es el principal componente de los gases de combustién deben considerarse
a los SOx y NOx por su efecto perjudicial en la atmosfera. En la Tabla 6 se muestran las
constantes de la ley de Henry para los principales componentes de un gas de combustion

bajo diferentes temperaturas.

Tabla 6. Constantes de la ley de Henry para los principales componentes de los gases
de combustion bajo diferentes temperaturas, elaborada a partir de (Stepan,

2002).
Gas Temperatura Constante de Henry
(oc) Ht
0 171
Dioxido de carbono (CO.) 20 0.87
60 0.35
o) 79.78
Didxido de azufre (SO.,) 20 39.37
60 18.76
0 0.073
Oxido de nitrégeno (NO) 20 0.05
60 0.295

H'= Concentracién Acuosa / Concentracion del gas; (adimensional). Para mas detalles
consultar Sander, (2015).

Los valores en la Tabla 6 se reportan para la solubilidad de cada compuesto sin la
interferencia del resto de gases de los que componen la mezcla del gas de combustién. Por
otro lado, a medida que los gases contenidos en las emisiones de combustion reaccionan
con el agua y oxigeno, éstas forman nuevas especies quimicas, lo que puede modificar la

solubilidad real de los gases.

El centro de investigacion de energia y medio ambiente de los Estados Unidos evalu6 la
solubilidad combinada de los principales compuestos de los gases de combustion en
condiciones de presiéon y temperatura estandar (0°C y 1 Atm de presion), a través del
programa FacAct. Se simul6 el gas de combustion de una planta de energia (que emplea

carbon) en contacto con medio de cultivo para microalgas Bold Basal (BBM). El programa
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también estimo la concentracidn de todas las especies presentes en el gas de combustion
(vapor, cenizas, CO,, O,, SO,, NOxy N,), basandose en la quimica de las cenizas de carbon

de la central eléctrica de Dakota del Norte, EUA (Stepan, 2002).

100
90
80
70
60
50
40

% CO, Transferencia al equilibrio

1 2 3 4 5 6 7
Proporcion L/G (v/v)

Figura 1. Simulacién de la solubilidad de un gas de combustién en BBM (Stepan, 2002).
Como se muestra en la Figura 1 el modelo predijo que se requiere una relacion inferior a 3:1
gas-liquido (v/v) para obtener una transferencia de masa de CO, al medio de cultivo del
100%, ademds con esta relacién 3:1 el O,, SO, y NOx estan también en solucién (Stepan,
2002). El modelo también predijo que bajo dichas condiciones en la relacion gas-liquido 6:1
habria un 50% de transferencia de masa del CO, al liquido. Mientras que en una relacion

12:1 solamente el 10% del gas de combustion se solubilizaria (Stepan, 2002).

2.4 Crecimiento de microalgas en fotobiorreactor de tanque agitado

Para el caso de los microorganismos, el crecimiento celular se define como el aumento de
los constituyentes celulares reflejados en el incremento en el nimero de células para el caso
de los microorganismos que se multiplican por fision binaria y gemacién, mientras que para
los microorganismos cenociticos presentan un incremento de tamafo sin tener un

incremento en el nidmero de células.
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El crecimiento celular requiere el aporte de energia que se suministra través de sustratos
(medios de cultivo y luz en el caso de los procesos fotosintéticos), para que se lleve a cabo
la sintesis de material celular para crecimiento y generaciéon de metabolitos, por lo que se
requieren estar biodisponibles todos los elementos necesarios para la formacién de

material celular adicional (Casablancas et al., 1998).

Los procesos de crecimiento celular obedecen las leyes de conservacion de la materia por
lo tanto es posible cuantificar los nutrientes requeridos para el crecimiento celular, la
formacion de productos derivados del crecimiento celular (metabolitos), entonces es

posible la aplicacion de balances de materia (Casablancas et al., 1998).

En los balances de masas y modelos matemadticos no es posible considerar todos los
componentes del medio de cultivo, por lo que se consideran sdlo los nutrientes de interés,

capaces de limitar el crecimiento celular (sustrato limitante).

En el caso particular de los organismos fotosintéticos la luz, es la fuente primaria de energia
por lo que su disponibilidad, tiene un efecto directo en el crecimiento en este sentido la luz
se puede considerar un sustrato limitante (Zhang, 2015). Para el caso de los sustratos
limitantes se utilizan las correspondientes reacciones metabolicas cuyas relaciones molares
se representan en ecuaciones estequiométricas (Casablancas et al., 1998). Como se ha
mencionada en la seccion 2.2.3 Nutricion, el carbono es el elemento mas importante en la
nutricion de las microalgas pues la biomasa seca contiene alrededor de 50% (p/p) de

carbono derivado de CO, (Lam et al., 2012).

Para estudiar a una poblacion de microrganismos como a las microalgas de manera practica
se considera que todas las células son homogéneas y se comportan de la misma forma, es
decir, que la poblacidn se considera como un sistema no estructurado y no segregado. De
esta forma se pueden emplear modelos que describen la velocidad de reaccién bioldgica
como el Modelo de Monod, en el que se asume que a pesar de que se necesitan muchos
sustratos sélo uno serd limitante para la produccion de biomasa (Dunn et al., 2003;

Casablancas et al., 1998).
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En general, cuando se hacen estudios cinéticos de una poblacidn celular, estos se realizan
en tanques agitados y los regimenes de alimentacién son tres: 1) cultivo en lote, 2) cultivo

lote alimentado, 3) cultivo continuo.

2.4.1 Cultivo discontinuo o lote

Al inicio del cultivo se coloca medio nutritivo en el fotobiorreactor y se inocula con el
microorganismo en cuestidon. Posteriormente, no hay renovaciéon del medio de cultivo por
lo que alguno de los nutrientes eventualmente se agota y habra una limitacién por sustrato.
Por ejemplo, en los cultivos de microalgas el incremento de biomasa reduce la
disponibilidad de la luz. Por otro lado, bajo este régimen también puede ocurrir la
acumulacion de algtn producto téxico, que ha sido producido derivado del metabolismo

de los propios microorganismos como se ejemplifica en la Figura 2.

En este caso los términos de entrada y salida del material son nulos por lo que el balance
de biomasa general se puede expresar como en la Ecuacion 3 de acuerdo con Dunn et al.,

2003; Casablancas et al., 1998).

N
A

Generacion por }

{Acumulacién} = { 1 .
reacciéon bioquimica

Ecuacioén 3

Figura 2. Cultivo en lote

Un modelo ampliamente usado para describir la velocidad de crecimiento celular en
funcion de un sustrato limitante es la ecuacién empirica de Monod, y ésta ultima se incluye

en el balance general como lo indica la Ecuacion 4.
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ax umax * S * X
—:u*X:
K, +S

dt

t=0 X=0

Ecuacion 4
X: Biomasa (g L)
S: Sustrato (g L?)
i: Tasa especifica de crecimiento (d?)
Hmax: Tasa especifica de crecimiento maxima (d™)
Ks: Constante de afinidad por el sustrato (g L?)

Donde 1t puede ser pmax cuando el cultivo registra S >> Ks.

Aplicando el balance al sustrato en un reactor con volumen constante la velocidad de
ds . .
consumo del sustrato (E) , dependera de dos factores, si el sustrato es usado para

crecimiento (Ys/x), o para la formacion de productos (Ysp). La Ecuacidén 5 muestra el
balance correspondiente, donde el signo negativo indica que el sustrato desaparece con el

tiempo.
Balance de Sustrato

ds
T *X*Y%+rP*Y%

Ecuacion 5

S: Sustrato (g L?)

Ys/x: Rendimiento Sustrato/Biomasa (g g?)
Ys/p: Rendimiento Sustrato/Producto (g g?)
rp: Tasa de generacion de producto (g L™ d?)

2.4.2 Cultivo lote alimentado

En este caso el medio de cultivo se alimenta en cargas sucesivas ya sea de forma ciclica o

continua sin que haya una salida del producto, asi que, el volumen del medio de reaccién
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varia a lo largo del proceso (Figura 3). Esta configuracién permite modificar las
concentraciones de los sustratos y nutrientes con el objetivo de anadir el sustrato a medida
que se consume para, permitir determinadas velocidades de reaccidn, de esta forma se
minimiza la inhibicién del crecimiento microbiano debido al producto o bien cuando hay
inhibicién por sustrato. A continuacion en la Ecuacion 6 se presenta el balance de masa,

que aplica tanto a la biomasa como al sustrato/producto:

{ Tasade } _ {Tasa de Alimentacic’m} — {Tasa de transformacién}

Acumulacion) de especie de especie
Ecuacion 6

R
~

Medio
de
Cultivo

~

Figura 3. Cultivo discontinuo alimentado
De manera general, el medio de cultivo alimentado debe estar estéril, ademas se considera
que el medio de cultivo de entrada, tiene la misma densidad que el medio de cultivo
presente en el biorreactor. Si se considera que la densidad del fluido en la corriente de
entrada es igual a la del biorreactor, se puede establecer que la variacion de volumen en el
tiempo serd igual al caudal alimentado y por lo tanto el balance general se describe con la
Ecuacion 7.
dC; Qe

= =7 (Cei = Ci) Fry

t=0; C=Ci
Ecuacion 7

Qe: Caudal de alimentacion (L h)

Ci: Concentracion de especie i (g L)

Ce,i: Concentracidn de especie i a la entrada del sistema (g L)
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ri: Velocidad global del proceso referida a la especie i (mg L*d™?)

Balance de Biomasa (X) considerando una entrada inerte

dX ¥ Qe ¥
—=u*xX ——=*
a " v
t=0; X=X0
Ecuacion 8
Balance de Sustrato (S)
dS Qe
— =2 (Se—5)- X
- v e Ve T
t=0; 5=50
Ecuacién 9

Se: Sustrato en la corriente de alimentacion (g L)

2.4.3 Cultivo continuo

De acuerdo con Casablancas et al., (1998) el biorreactor tiene una entrada y una salida. En
este régimen de alimentacion, se suministra el medio de cultivo que generalmente es estéril
mientras que la corriente de salida tiene la misma composicion que el interior del
biorreactor. La entrada y la salida tienen el mismo caudal asi que el biorreactor mantiene
un volumen constante como se muestra en la Figura 4, por lo que, una vez que se han fijado
las condiciones de operacion las células alcanzaran un determinado estado estacionario en
consecuencia es posible mantener a las células en un estado definido y reproducible (si se
cumple con la Ecuacién 1), sin embargo, los experimentos en continuo requieren un mayor
tiempo de ejecucidn para generar el estado estacionario. Los cultivos en continuo son mas

susceptibles a contaminacién que los cultivos discontinuos. De acuerdo con Duun et al.,
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(2003), en la Ecuacién 10 se presenta el balance de masa considerando un estado

estacionario:

{tasa de flujo mésico}
que entra al sistema

_ { tasa de flujo masico } T {tasa de transformacioén en}
ala salida del sistema el sistema

Ecuacién 1o

Y
N

Entrada:
medio de
cultivo

Salida: medio de
cultivo y biomasa

N~

Figura 4. Cultivo continuo.

Dado que en la mayoria de los casos el biorreactor se alimenta con una solucién estéril

(Xe=0) se obtiene la condicion de estado estacionario y se expresa con la Ecuacion 1.

pn=D>D
D: tasa de dilucion (d?)
Ecuacién 11
De manera general y de acuerdo con Casablancas et al., (1998) el producto en la corriente
de entrada es nulo (Pe=0), por lo que introduciendo el cociente entre el producto obtenido
y el crecimiento microbiano (Yp/x), denominado rendimiento, se obtiene la Ecuacion 12 que

relaciona la productividad global (rp) con la tasa especifica de crecimiento;.

Tp=D*P=YP/X*|,[*X
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Ecuacion 12

rp: Productividad de metabolito (mg L™ d™)

Yp/x: Rendimiento producto/biomasa (mg/mg)

P: Producto (mg L?)

Si se considera el crecimiento microbiano definido de acuerdo con la cinética de Monod en
un quimiostato en estado estacionario, los balances de biomasa, sustrato y producto en un

biorreactor se pueden describir mediante las ecuaciones: Ecuacién 13, Ecuacion 14 y

Ecuacion 15 de acuerdo con Casablancas et al., (1998).

Biomasa (X)

X=Y [5 D+ Ks ]
= *
X/ST17¢ " umax — D
Ecuacion 13
Sustrato (S)
_ DxKs
~ pmax — D
Ecuacion 14
Producto (P)
P = Y P/X * X

Ecuacion 15

Balances de masa dinamicos o estado no estacionario (transitorio):

Los biorreactores tienen diversas aplicaciones por lo que, las condiciones pueden cambiar
con el tiempo, en estas circunstancias un balance de masa en estado estacionario es
inadecuado asi que, debe ser reemplazado por un balance de masa en estado dindmico, que

se puede expresar de acuerdo con la Ecuacion 16.
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tasade tasade flujo tasade flujo tasade

acumulacion ( _ masico _ masico - ) transformacion
de masa en de entrada ala salida del en
el sistema al sistema sistema el sistema

Ecuacion 16

Si el biorreactor opera en un régimen no estacionario es necesario introducir el término de
acumulacion para los balances de materia que se presentan en las siguientes ecuaciones

(Ecuacién 17, Ecuacién 18 y Ecuacion 19) de acuerdo con Casablancas et al., (1998).

Biomasa (X)

ax
—=-DxX)+pux*xX

dt
t=0; X=X0
Ecuacién 17
Sustrato (S)
ds il T
—=D*x(S,—=S5)—X|—|———
g =P Ge= =Xy 1~y
t=0; 5=50
Ecuacion 18
Producto (P)
dP
P —D*P+mn,
t=0; P=P0

Ecuacion 19
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3 Antecedentes

Anbalagan et al. (2017) reportaron el tratamiento simultaneo de CO, y tolueno, simulando
un gas combustion de un motor diésel de combustidn interna, (4 pistones, cetano 45 que
es el mds comun en los automoviles de la Union Europea), a través de un consorcio de
microalgas-bacterias en medio nutritivo. El tratamiento del gas de combustion (24% v/v de
CO,, 76% v/v de N, y 498 mg m3 de tolueno), se realizo en un fotobiorreactor tubular
acoplado a una columna de absorcion vertical a temperaturas entre 27-30 °C, ademas
emplearon diluciones de agua residual como fuente de nutrientes. De esta manera
demostraron el potencial de un consorcio de microalgas y bacterias marinas para el
tratamiento simultdneo de CO, y COVs (tolueno). El O, generado por las microalgas fue
suficiente para mantener el crecimiento de las bacterias, que oxidaron el tolueno. Ademas,
demostraron que las diluciones de agua residual son una fuente de nutrientes capaz de
soportar el crecimiento del consorcio alga-bacteria a un bajo costo. Concluyeron que para
una columna de absorcién acoplada al fotobiorreactor tubular se debe aplicar una relacion
L/G optima = 15, donde se registraron eficiencias de remocién de hasta del 95% de CO, y

89 % para el tolueno con una productividad de la biomasa de 42 mg L'd".

Anbalagan et al., (2017) reportaron su configuracion de fotobiorreactor tubular en plexiglds,
que incluye una columna de absorcidn, y una camara de mezclado. Esta configuracion
demostro ser adecuada para el tratamiento de gases de combustion, pues la columna de
absorcion con una proporcion L/G =15 permiti6 incrementar la captura de CO, y por
consiguiente la Px mejord. Adicionalmente la cdmara de mezclado promueve la desorcion
del oxigeno, que puede tener efectos negativos sobre la biomasa microalgal (como se ha
comentado anteriormente). Sin embargo, a pesar de que se suministré PAR 1,767 (umol m
2 5), de manera interna la intensidad luminosa fue de 270- 471 pmol m™ s™. Est4 reportado
que la intensidad de la luz de saturacion (Is), para microalgas es cercana a 140-210 pmol
fotones m= s (Kumar et al., 2011; Zhang, 2015; Zhao y Su, 2014). La Is de Chlorella sp. y es
cercana a 200 pmol fotones m™ s™. Adicionalmente estd reportado que un cultivo de

microalgas con una concentracion de 1.9 gL reduce la irradiancia externa alrededor de
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33%, ademds el material del fotobiorreactor también reducira la irradiancia (Cobos-
Vasconcelos et al., 2016), en este sentido en necesario caracterizar la biomasa microalgal en

condiciones de baja intensidad luminosa.

Béchet et al. (2010) reportaron un modelo que predice la temperatura del medio de cultivo
de un fotobiorreactor de tipo columna en funciéon de diferentes parametros como la
ubicacion, geometria del reactor, irradiacién de la luz. El modelo se bas6 en un balance de
calor en la fase liquida y predijo que si dicho fotobiorreactor se opera en California (USA),
en verano la temperatura podria exceder los 40°C, lo que representaria que ninguna cepa
comercial de microalgas podria sobrevivir. De acuerdo a una proyeccion hecha en este
trabajo se establecio que un fotobiorreactor a gran escala tendria que disipar 18,000 GJ afio’
"ha™ de energia térmica para mantener temperaturas por debajo de los 25°C, mientras que
si la temperatura se mantuviera por debajo de los 35°C dicha energia térmica se reduce a
5,500 GJ afio™® ha™. Lo anterior enfatiza la importancia de obtener y caracterizar
cinéticamente a microalgas termofilas con la finalidad de reducir los costos de operacién

del tratamiento basado en microalgas de los gases de combustion.

Actualmente existen pocos trabajos de las capacidades cinéticas de las microalgas
termofilas debido, a que de manera comercial son poco empleadas para la obtencion de

productos de valor agregado (Zhang, 2015).

Adicionalmente las microalgas termdfilas, generalmente poseen capacidades cinéticas (Px,
Pco. y ) mads bajas que las microalgas mesofilas. Por un lado se piensa que se debe a
parametros fisicoquimicos, asociados a la disminucién de la solubilidad del CO, en altas
temperaturas, lo cual limita la transferencia de masa (CO.) al medio de cultivo, lo cual
podria condicionar el crecimiento de las microalgas. Por otra parte se piensa que las CCM
de las microalgas termofilas son limitadas en altas concentraciones de CO, pues en
ambientes naturales con altas temperaturas, generalmente habra bajas concentraciones de
CO,; tomado en cuenta que la concentracion atmosférica de CO, 0.0038% (v/v), aunado a
la disminucion de la solubilidad de los gases con el incremento de la temperatura. En otros

términos se ha demostrado que en algunas cepas de microalgas la actividad de la enzima
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anhidrasa carbonica, reduce su afinidad al CO, bajo altas temperaturas. (Cheah et al., 2015;

Vuppaladadiyam et al., 2018; Zhao y Su, 2014).

Sin embargo, debido una capacidad fotosintética eficiente, la robustez de las células en
condiciones adversas como actividades metabdlicas complejas en altas temperaturas, la
fijacién de CO, y algunos casos de nitrégeno, son candidatas destacados para la produccion
de grandes cantidades de biomasa, deben explorarse mds a fondo para diversas
aplicaciones, como la produccién de biocombustibles y otros bioquimicos de valor

agregado (Patel et al., 2019; Vuppaladadiyam et al., 2018).

Citando textualmente a Patel et al., (2019): <<Teniendo en cuenta todas las caracteristicas
positivas anteriores, no es de extrafiar que las microalgas termdfilas y las cianobacterias se
consideren una “cdmara del tesoro” para la investigacion basica y para las aplicaciones

biotecnologicas del futuro>>.

4 Justificacion

El tratamiento de CO, contenido en gases de combustion mediante microalgas requiere un
enfriamiento previo de la corriente gaseosa, lo que representa un incremento en los costos
de operaciéon asociados al alto consumo energético del proceso. Por lo tanto, es
recomendable el empleo de microalgas termdfilas con previa caracterizacion cinética de
sus capacidades de fijacion de CO, (crecimiento >35°C) bajo condiciones representativas

del tratamiento de emisiones de gases de combustion.
5 Objetivos

5.1 Objetivo General:

Caracterizar cinéticamente el crecimiento de consorcios de microalgas termofilas en

condiciones representativas del tratamiento de gases de combustion.
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5.1.1 Objetivos Particulares:

v" Colectar muestras en ambientes termales para obtencion de consorcios de
microalgas termofilas.

v" Identificar taxondmicamente los consorcios de microalgas obtenidos de ambientes
termales.

v Evaluar cinéticamente los consorcios de microalgas en temperaturas >35°C,

concentracion de CO, 3-15% v/v, e intensidades luminosas PAR 35-130 p mol m™s™.
6 Hipotesis

Los consorcios de microalgas termofilas seran capaces de fijar CO, en temperaturas
superiores a los 35°C, con tasas especificas de crecimiento y productividades equiparables

a las reportadas para microalgas comerciales.

7 Metodologia

La metodologia general de esta investigacion se ha dividido en tres etapas experimentales,

que se resumen en la Figura 5, posteriormente se detalla cada una de ellas.

) P

Figura 5. Metodologia General

7.1 Colecta de microalgas

7.1.1 Colecta de consorcios de microalgas termofilas

Para obtener los consorcios de microalgas termofilas (CMT), se realizé una estancia

académica en la empresa Microalgas Oleas de México, S.A de C.V, Jalisco, México.
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El muestreo se realizo en el Rio Caliente ubicado en el Bosque de la Primavera, Zapopan,
Jalisco. Debido a que el rio presenta temperaturas en un rango de 25- 70°C en su cauce por
el bosque de la Primavera, ademads cuenta con pozas termales con temperaturas alrededor
de los 90°C (Diaz-Vera 2014). La Figura 6 hace referencia a la ubicacion geografica del
bosque. Las muestras se tomaron en botellas de polietileno de alta densidad y tubos

estériles Falcon™.

Se colecto en 6 puntos diferentes a lo largo del rio, entorno a las coordenadas: 20° 40’ 48.1”
N; 103° 34’ 37.8 W. Los puntos de muestreo tenian una profundidad de 10- 30 cm y una

distancia aproximada de 50 m entre si.

@ México "

o ¢
: ®e

Figura 6. Ubicacion del Bosque de la Primavera Jalisco, México.

7.1.1 Caracterizacion fisicoquimica del agua de colecta

Con una sonda multiparamétrica HANNA [H-9828, se obtuvieron in situ los siguientes
parametros: temperatura, conductividad, solidos suspendidos totales, salinidad, oxigeno
disuelto y pH. Ademas se colecté agua para realizar andlisis (“kit” Viscolor ECO) de los

siguientes parametros:

1) Fosfatos 931-084

2) Nitratos 931-041

3) Hierro 931-225

4) Dureza total 931-014

5) Dureza de carbonatos 931-204
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La Figura 7 indica el numero de muestras de microalgas y agua colectada.

Se colectaron

7 puntos
entre 3y5
geterrr)inaiién muestras por |:| Alrededor de 30
e parametros punto muestras
f|5|;c:|q:|gr3;cos (incluyenso roca I:I

y sedimentos)

Figura 7. Muestras colectadas de microalgas termdfilas.

=.1.2 Tratamiento de los consorcios colectados

Después de la colecta, los CMT en suspension se sembraron en 25 mL de medio BGu y se
colocaron en tubos Falcon™ de 50 mL. En el caso de CTM con morfologia filamentosa,
previo a la siembra en medio BGui, se realiz6 una limpieza manual y con agua destilada para
retirar sedimentos adheridos. Los cultivos se mantuvieron con iluminacion de lamparas

LED, a 50 PAR pmol m™ s™ en ciclos de luz- oscuridad 12:12. A temperatura ambiente.

A continuaciéon en la Tabla 7, se detalla la composicion del medio de cultivo BGu,
modificado para evitar limitaciones de nitrégeno, fésforo y azufre con base a lo reportado

por Franco-Morgado et al., (2017).
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Tabla 7. Preparacion de Medio BG 11 modificado

Soluciones Stock Stock de metales traza
Reactivo Concentracion
Reactivo Concentracion [g/L]
L
[8/L] H,BO, 2.86
CaCl,* 36.0
MnCl,*4H,O 1.81
CeHsO, 6.0
ZnS0O4*7H.0 0.22
C6H11FeNO7 6.0
Na2MoO,*2H,O 0.39
EDTA-Na, 1.0
CuSO,*sH,0O 0.08
Na.S.05*s5 H,O 49.8
Co(NOs),*6H.O 0.05

Medio GB11 modificado

Solucion stock Alicuotas [mL]
NaNO; 2.10 [g/L]
K.HPO, 1.0 [g/L]
MgSO, *7 H,O 1.4 [g/L]

stock CaCl,*2H,O 1.0 mL

stock C¢HsgO, 1.0 mL

stock C¢H,,FeNO, 1.0 mL

stock Na,S,0; *5 H,O 1.0 mL
stock Metales traza 1.0 mL

*Aforadoa 1.0L
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7.2 Adaptaciony seleccion de los consorcios termofilos

7.2.1 Adaptacién de los consorcios de microalgas

Una vez en el laboratorio de ingenieria ambiental (LIA) del Instituto de Ingenieria-UNAM,
todos los cultivos CTM colectados en el Rio Caliente, se resembraron cada mes, en medio
BGu modificado (ver Tabla 7), con 5.0 mL de in6culo y 20 mL de medio, en tubos Falcon™.
Durante el primer mes después de la colecta, los cultivos permanecieron en tubos Falcon™
de 50 mL, periddicamente recibieron agitacion manual, con iluminaciéon LED luz blanca

fria 50 PAR pmol m™ s™ y en temperatura ambiente.

Posteriormente los CTM fueron los cultivados en una incubadora orbital Prendo INO 650
V, con iluminacién LED a 100 pmol m™ s, 120 rpm, durante un mes a 35°C, finalmente la
temperatura se incremento a 40°C (sin cambiar el resto de las condiciones de cultivo), los
CMT permanecieron en dichas condiciones hasta que se realizaron las cinéticas de

crecimiento.

=.2.2 Seleccion de los consorcios de microalgas

Los CTM fueron observados al microscopio, en algunos casos se aplico tinta china,
safranina o fucsina para permitir y con base en los criterios de la Tabla 8, se seleccionaron
18 consorcios, con los que se realizé una cinética de crecimiento para elegir sélo 3 indculos

que fueron empleados en la fase experimental 3.
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Tabla 8. Criterios para seleccionar consorcios.

Condicion Se resiembra Se descarta Metodologia
Observacién al
. Células verdes, sin dafos Células lisadas, microscopio
Morfologia " . .
aparentes en la pared celular clordticas Tinta china
Kumar y Sing (1979).
Observacién al
Con abundantes: . :
. Preferentemente alta . . microscopio
Diversidad . . protozoarios, bacterias u : .
diversidad de microalgas Tinta china
hongos. .
Kumar y Sing (1979).
En aglomerados y natas
. Preferentemente en .
Crecimiento que se adhieren a las -—-

suspension

paredes del matraz.

Las actividades para la seleccion de cultivos pueden resumirse en los siguientes

puntos:

1. Resiembra en tubos Falcon™ de todas las muestras de campo

2. Seleccién de cultivos, ver Tabla 8.

3. Escalamiento de 18 cultivos (se aproxima a la mitad del total de muestras

colectadas), en matraces Erlenmeyer de 250 mL.

4. Cinética de crecimiento preliminar para elegir los 3 indculos con mayor potencial.

7.3 Caracterizacion cinética

7.3.1 Aproximacion experimental

7.3.1.1 Caracterizacion cinética en condiciones representativas de los gases de combustion

La caracterizacion cinética cada experimento se realizd por triplicado. Ademas se

incluyeron controles, sin suministro de CO,, de esta manera se realizaron un total de 12
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experimentos con 48 fotobiorreactores (matraces Erlenmeyer), que se representa en la

Tabla 9.

Tabla 9. Caracterizacion cinética en condiciones representativas
de los gases de combustion.

Parametro Condicion expel\l{?n;ieentos
Temperatura 35y 40°C 2
CO, CO. (3y15 % Vv/V) 2
Consorcio A/ ByC 3
I?ut :;E;ig;ad 130 PAR (pmol m=s?) 1
Total de experimentos 12

7.3.1.2 Caracterizacion cinética bajo diferentes intensidades PAR

Después de la caracterizacion cinética en condiciones representativas de los gases de
combustion se eligio el consorcio y los parametros operacionales bajo los cuales se
obtuvieran los maximos desemperios. Para posteriormente realizar una caracterizacion
cinética bajo diferentes intensidades luminosas. Se incluyen controles sin suministro de

CO:.. La Tabla 10 muestra las condiciones de los cultivos.
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Tabla 10. Caracterizacion cinética en diferentes intensidades
luminosas.

Condiciones representativas de los gases de combustion

Parametro Condicion No de
experimentos
Consorcio A 1
Temperatura 35 (°C) 1
CO, 15 (v/v) 1
Intensidad PAR 35,65y 130 (umolfms!) 3
luminosa
Total de experimentos 3
*f: fotones

7.3.2 Condiciones de cultivo

Las condiciones de los cultivos en continuo, para las diferentes caracterizaciones cinéticas:
i) condiciones representativas de los gases de combustion y ii) diferentes intensidades

luminosas se muestran en Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de cultivo para las cinéticas con base en Gonzalez- Sanchez y
Posten, (2017).

Parametro Condiciéon Unidades
Cultivo en continuo 14 dias. [d]
Reactor Matraz Erlenmeyer 500 [mL]
Volumen 200 [mL]
Medio de cultivo BG1, modificado [mL]
Agitacion orbital 120 [rpm]
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7.3.1 Sistema experimental

El sistema experimental (incubadora modificada Prendo INO 650 V) permiti6 controlar la
intensidad luminosa, temperatura y agitacion. Las mezclas sintéticas de CO, se
almacenaron bolsas Tedlar™ y fueron suministradas mediante una bomba peristaltica

como se esquematiza en la Figura 8.

4 )

CO2/Aire

Bolsa Tedlar

Bomba

peristaltica
SSS Temperatura Heminactén LED
———  homogénea uminacion

Figura 8. Esquema del sistema experimental.

7.3.2 Transferencia de masa (CO,) al sistema

Se utilizé un modelo matematico (Ecuacién 20), para obtener la capacidad de transferencia
de masa (J.a) del CO, al medio acuoso en el sistema experimental que considera la

ternperatura.

(j.a) = Kla (PpCO, * H* — (DCO, 7°)

Ecuacion 20

(J.a): Transferencia de masa (CO.)

Kia: Coeficiente global de transferencia de masa
Pp CO,: Presion parcial del CO,

H®: Constantde de Henry

DCO.,: CO, disuelto

Kia: 10 (h?)
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El modelo incluye las constantes de Henry (H!), para el CO, en cada temperatura
considerada (Sander, 2015), y un coeficiente de transferencia de masa (Kia) de 10 h™
reportado por Reynoso- Cereceda et al., (2016), para matraces Erlenmeyer de 500 mL, con
un volumen de liquido de 200 mL, agitacién orbital de 120 rpm y una temperatura de 37°C,
dichas condiciones experimentales fueron las mismas que se emplearon en este estudio con
excepcion de la temperatura, la cual fue muy similar. Consider6 una tasa de transferencia

maxima (DCO,”?), considerando que todo el CO, disuelto es consumido por las microalgas.

7.3.3 Determinacidn de los pardmetros cinéticos
Capacidades cinéticas (CCM)

En el presente trabajo hace referencia a los siguientes parametros: tasa especifica de

crecimiento (p), productividad (Px) y tasa de fijacion de CO, (Pco.).

Tasa especifica de crecimiento

Para calcular la tasa especifica de crecimiento se consideré un quimiostato debido a las
condiciones de operacion: volumen constante, agitaciéon continua, mezcla homogénea,
alimentacion de medio de cultivo BGi1 sin biomasa. Se considerd un régimen en estado no
estacionario de acuerdo con la Ecuacion 21. La ecuaciéon anterior se evalud
aproximadamente a t= 15 d, donde se consideré por ensayos previos en lote, que el
consorcio alcanza su maximo crecimiento y a ese tiempo se asume un pseudo-estado
estacionario.

X ip
=—In—
W=7 %,

Ecuacién 21

p: Tasa especifica de crecimiento (d™)
Xo: Biomasa inicial (mgL™)

X: Biomasa al tiempo t (mgL™)

D: tasa de dilucion (d™?)
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Productividad de la biomasa

De acuerdo con Vuppaladadiyam et al. (2018) y Markou et al. (2014), se asume que el
carbono es completamente asimilativo por lo que la productividad de la biomasa se calculo

con la Ecuacién 22.

Px =p*X

Ecuacion 22

Px: Productividad de biomasa (mg L d?)
X: Biomasa al tiempo t (mgL™)
|L: tasa especifica de crecimiento (d™?)

Tasa de fijacion de carbono

Como se ha mencionado anteriormente el carbono es el elemento mas importante en la
nutricion de las microalgas por lo que, la fijacion de carbono refleja la bioconversion de

carbono en biomasa. La tasa de fijacion de carbono se estim6 mediante la Ecuacién 23.

PM.,
PCOZ :Y(X/C)*Px ( PM 2)
Cc

Ecuacion 23

PCO,: tasa de fijacién de carbono (mg C L*d?)
Yx/c: Rendimiento biomasa/carbono (mgx/mgc)
Px: Productividad de biomasa (mg L'd™)
PMCQO,: Masa molar CO,

PMC: Masa molar C

Yx/c: 0.5 (Franco-Morgado et al., 2017).

Tasa de consumo de Nitréogeno

= (e o)
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Ecuacidn 24

rn: Tasa de consumo de nitrégeno (mg N L* d™?)
Yn/x: Cociente entre el incremento de biomasa y el consumo de nitrégeno (mgN/mgX)
Yn/x: 0.1 (Franco-Morgado et al., 2017)

Productividad de Lipidos

P,=pxL
Pi: Productividad de lipidos (mg L* d™)
L: Concentracion de lipidos al tiempo t (mg L")

Ecuacion 25

Productividad de carbohidratos

Pea = 1+ Ca

P1: Productividad de carbohidratos (mg L™ d™)
Ca: Concentracion de carbohidratos al tiempo t (mg L)

Ecuacién 26

Balance de carbono

Entrada = CO, No consumido + PCO,

Ecuacion 27

».3.4 Determinaciones analiticas

Las determinaciones analiticas se realizaron de acuerdo con la literatura citada en la Tabla
12, para cuantificar los siguientes parametros: biomasa (X), carbono organico total (COT),

carbono inorganico (IC), carbono orgdnico total (TC), nitrégeno total (TN).
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Tabla 12. Determinaciones Analiticas.

Parametro Fundamento Método Analitico Fuente

Biomasa Gravimetria Solidos suspendidos totales APHA, 2017.

COoT Quimioluminiscencia TOC-Shimadzu-TLM-L Franco-Morgado
Oxidacion catalitica et al., 2017.

IC Quimioluminiscencia TOC-Shimadzu-TLM-L Franco-Morgado
acidificacion et al., 2017.

TN Quimioluminiscencia TOC-Shimadzu-TLM-L Franco-Morgado
combustion et al., 2017.

pH Potenciométrico Electrodo de vidrio Franco-Morgado

et al., 2017.

Radiacion Fotoeléctrico Medior Li-COR 250 A Bahr et al., 2015.

PAR

Lipidos Colorimétrico Sulfo-fosfo vainillina Knight et al., 1972.

Carbohidratos Colorimétrico Fenol- disulfénico Toledo-Cervantes

et al., 2013

COT: Carbono Orgénico Total

7.3.5 Clasificacion taxonémica

TC: Carbono total

7.3.5.1 Clasificacion taxondmica de la colecta

PAR: Radiacion fotosintéticamente Activa

El material colectado fue observado en un microscopio optico Zeiss, Alemania y se

obtuvieron fotografias mediante una camara Axiocam ERc 5s, adaptada al microscopio. Con

las claves dicotémicas de: Webhr et al., (2014); Komarek y Anagnostidis, (2002); Komarek y

Anagnostidis (1999); Komarek y Fott (1983); se determiné el género de algunas de las

cianobacterias colectadas en campo.
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7.3.5.2 Clasificacion taxondmica de los consorcios A, By C

Para todos los consorcios, se parti6 de material vivo en el cual fueron realizadas
observaciones por microscopia éptica 100 (Microscopio Leica- Alemania), se tomaron
fotografias con una cdmara de 20 megapixeles (Leica- adaptada al microscopio) y filtro azul,
ademads se realizaron las tinciones mencionadas en la Tabla 13. Se emplearon las siguientes
claves dicotomicas: Wehr et al., (2014); Bicudo y Menezes (2017); Comas (1996); Komarek y

Fott (1983).

Tabla 13. Métodos de tincion reportados por Kumar y Sing (1979).

Tincion Estructura tenida

Lugol Almidoén como sustancia de reserva.
Verde brillante Presencia de una pared lisa.

Azul de cresil Confirma que tienen una capa

delgada de mucilago.

Acetocarmin Presencia de nucleo.

8 Resultados y discusion

8.1 Colecta de consorcios termdfilos

La Tabla 14 muestra los pardmetros fisicoquimicos para cada muestra colectada (las
mediciones se realizaron de manera puntual). La mayoria de las muestras fueron colectadas
en temperaturas alrededor de los 65 °C y s6lo una muestra a 26.1 °C. La salinidad y la
conductividad practicamente, no presentan diferencias entre los diferentes puntos de

colecta.
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Tabla 14. Caracterizacion in situ del agua, en cada punto de muestreo.

Punto de colecta

1 2 3 4 5 6 7
PARAMETROS (in situ)

653 66.7 66.7 66.6 67.2 50.0 261
Temperatura (°C)

13 13 13 13 13 13 12
Conductividad (uS cm™)

08 08 08 08 09 08 o038
Solidos suspendidos totales (mg L)

06 06 06 06 06 06 0.6
Salinidad (PSU)

_ 33 24 27 345 44 71 67
Oxigeno disuelto(mg L)

pH 71 69 70 69 70 74 7.8

La Tabla 15 muestra la composicion del agua origen de las microalgas termofilas realizada
en el Rio Caliente, Jalisco en cuanto a los macronutrientes esenciales para su nutricion tales
como: fosforo, nitrogeno y el hierro, que son esenciales para el crecimiento de las
cianobacterias (Markou et al., 2014). Se pudo observar que existe una baja concentracién
de nutrientes, lo cual indica una calidad de agua buena de acuerdo al Indice de Calidad del

Agua (De la Mora et al., 2013).
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Tabla 15. Composicion del agua en los puntos de colecta.

Puntos de colecta
PARAMETROS (laboratorio) 1 2 3 4 5 6 7
Nitrégeno (NOs-N)

(mg L7 02 02 02 02 02 05 0.5
Nitratos

(NOs-) (mg L) 1 1 1 1 1 2.5 2.5
Fosforo (PO,4-P) (mg L?) 02 02 02 02 02 025 0.25
Fosfatos (PO,3")

(mg L7) 06 06 06 06 06 075 0.75
Oxido Fosférico (P,Os)

(mg L) 5 5 5 5 5 5 5
Hierro

(mg L7) 0.04 N/D N/D N/D o0.02 0.02 0.02

Dureza de Carbonatos (CaCOs)

(mg L) 540 360 360 360 540 540 540
dureza Total

(Ca0)  (mmol L) 200 200 200 200 200 200 200
CaCO; (mmol L7?) 360 360 360 360 360 360 360
N/D: No detectable

El carbono constituye, de manera general el 50% del peso de la biomasa microalgal, por lo
que es el principal macroelemento, mientras que el nitrogeno constituye el segundo mas
abundante de la biomasa de las microalgas y tipicamente se encuentra en concentraciones
del 5-10% peso. Por su parte, el fésforo puede representar 0.05- 3.3% del peso de la biomasa.
El hierro es necesario para las microalgas en cantidades traza (oligoelemento) pues dicho
elemento es fundamental para la formacién de algunos aminoacidos, complejos
enzimaticos, asi como para la asimilacion de nitrégeno y transferencia de electrones. El
calcio es un constituyente de las paredes celulares y tipicamente forma parte de la biomasa
microalgal de 0.2 - 1.4% pero puede alcanzar hasta un 8% del total del contenido de la
biomasa (Markou et al., 2014). Dichos macronutrientes fueron detectados durante la
colecta en Rio Caliente, Jalisco como se muestra en la Tabla 15. Sin embargo, las

concentraciones son inferiores a las reportadas para los medios de cultivo que se emplean
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comunmente, por ejemplo: BBGu (Rippka et al., 1979), Bold Basal Medium (Bischoff y
Bold, 1963).

8.2 Clasificacion Taxonomica

8.2.1 Clasificacion taxondmica de las microalgas colectadas en campo

En la Tabla 16 se muestran los géneros de microalgas que fue posible identificar mediante
claves dicotomicas (Wher et al., 2014; Vinyard, 1977), para los consorcios colectados en Rio

Caliente, Jalisco.

Tabla 16. Clasificacién taxondémica de las microalgas colectadas en campo.

Punto de colecta

Microorganismo 1 2 3 456 7
Synechoccocus sp. 1 * *
Jaaginema sp. L
Epigloesphaera/Aphanotheces sp. *
Nostocal sp. *
Leptolyngbya sp. * *
Pseudoanabaena sp. *
Eucapsis sp. LR
Chroococcus sp. LR
Rhizochlonium sp. *
Denticula sp. *
Oscilatoria sp. *
Desmidia sp. *
Spyrogyra sp *
Mougeotia sp. *
Diatomeas L .
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Los géneros Chroococcus sp., Pseudoanabaena sp., Synechoccocus sp. Denticula sp.,
Nostocal (Nostoc) sp. han sido reportados previamente como microalgas termofilas
(Lopez- Sandoval et al., 2016). En la Figura 9: a) Eucapsis sp. b) Chroococcus sp. c)
Epigloesphaera/Aphanotheces d) Denticula thermalis c) Sin identificar f) sin identificar g)

sin identificar h) sin identificar.

Figura 9. Fotografias obtenidas en el microscopio con un aumento 100x.
Microalgas in vivo, observadas después de la colecta.

8.2.2 C(lasificacion taxonomica de los consorcios empleados en la

caracterizacion cinética

Una vez en el LIA los consorcios colectados en Rio Caliente, Jalisco fueron resembrados en
medio BGu cada 15 dia y se desecharon aquellos que no cumplian con las caracteristicas

deseadas (ver Tabla 8). La Figura 10 muestra los diferentes consorcios en fase de adaptacidn.
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Figura 10. Consorcios en fase de adaptacion.
Se observan las diferentes morfologias de los consorcios previo a las caracterizaciones cinéticas.

Para realizar la caracterizacion cinética los consorcios fueron seleccionados por su
morfologia, preferentemente en suspension, de acuerdo con las caracteristicas presentadas
en la Tabla 8. Pues, es deseable reducir la bio-incrustacién (biofouling), o bien promover la
inmovilizacion de las microalgas (aunque de formar controlada, por ejemplo, con alginato),
para cosecharlas, para incrementar la vida util de los fotobiorreactores y las membranas
(cuando es el caso como en tratamientos de agua residual), asi como disminuir los cotos
asociados a la limpieza y reemplazo de piezas, ademads de evitar detener los procesos
durante los procedimientos de lavado y reemplazo. Adicionalmente la incrustacion o
adhesion de las microalgas a las paredes de los fotobiorreactores reducen la disponibilidad

de la luz. (Cao et al., 2020; Lien et al., 2018).

En la Figura 11 se muestran los consorcios 17, 19 y 20 elegidos para la caracterizacidon
cinética. Estos consorcios fueron colectados en los puntos 7, 5y 4, respectivamente (ver
Tabla 14 y Tabla 15) posteriormente fueron renombrados como consorcios: A, B y C

respectivamente.
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Figura 11. Consorcio 19, 17 y 20 posteriormente renombrados como consorcios B, Ay C,
respectivamente.

8.2.2.1 Clasificacion taxondmica del Consorcio A

El consorcio “A” que estd integrado por Chlorella vulgaris cf. y es monoalgal. Para observar
estructuras que permitieran la determinacién taxonémica del consorcio A fue necesario
realizar las siguientes tinciones: lugol, verde brillante, azul de cresil, acetocarmi. A

continuacidn, se presenta su clasificacion taxondémica (CT).

Dominio: Eukarya
Filo: Chlorophyta
Familia: Chlorellaceae

Género: Chlorella
Especie: vulgaris cf.

cf: Debe confirmarse la especie por técnicas de biologia molecular, aislar la cepa e incluso

microscopia electrdnica, para analizar caracteres ultraestructurales.

Descripcion: Células uninucleadas, esféricas, ovales y elipsoidales de 3-4 p m de diametro;
solitarias rodeadas de mucilago; cloroplasto parietal con 1-2 pirenoides, pared celular lisa,

reproduccidn por autosporas de igual tamafio que se liberan por rompimiento de la pared
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materna hasta de 7 pm de didmetro. Células adultas generalmente elipsoidales (3 um de

ancho x 7 pm de largo). Leptotipo Beyerinck [Beijerinck] 1890.

CT con base en: Komarek y Fott (1983): 583, lamina 168, figs. 2y 3; Comas, (1996): 11 fig. 20c;
Bicudo y Menezes, (2017): 230, figs. 12.5 y 12.6. En la Figura 12 se pueden observar
microfotografias de las principales estructuras que permitieron la determinacion de

Chlorella vulgaris cf.

8.2.2.2 C(lasificacion taxonomica de las microalgas presentes en Consorcio By C

En los consorcios se identificé Chlorella Vulgaris cf. suspendida en el medio de cultivo
mientras que, el precipitado estuvo constituido por una Cyanoprocariota filamentosa
(Leptolyngbya) de 2-3 pm de didmetro y una microalga verde (Trebouxia) grande con 20-25
um de didmetro y otras chicas de 3-4 um de didmetro (sin identificar). Para la
determinacion taxonomica (DT) del consorcio “B y C” fue necesario realizar las siguientes
tinciones: azul de cresil y lugol. A continuacidn, se presenta la clasificacion taxonémica de

las microalgas identificadas.

Dominio: Bacteria

Filo: Cyanobacteria
Familia: Leptolyngbyaceae
Género: Leptolyngbya

Descripcién: Filamento con un tricoma de 2-3 pm de didmetro, sin movilidad, no hay
heterocisto. Forma masas enmarafiadas con tricomas flexuosos. Tricoma con contenido
celular homogéneo, sin aerotopos, células apicales no atenuadas. Leptotipo de

[Anagnostidis y Komarek].

CT con base en: Bicudo y Menezes, (2017): 45, figs. 4.10-4.12 En la Figura 13 se puede observar

la morfologia de Leptolyngbya.

Dominio: Bacteria

Filo: Cyanobacteria
Familia: Trebouxiaceae
Género: Trebouxia sp.
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Descripcion: Células esféricas de 20-25 pm de didmetro, con una pared gruesa de 2 pm de
ancho, cloroplasto irregularmente lobulado, con un pirenoide. Autosporas del mismo
tamarfio. Leptotipo [Anagnostidis y Komdrek]. Determinacion taxonomica con base en:
Wehr et al., (2015): 367, figs. 33E y 34C.

A continuacidn se presentan microfotografias de Chlorella vulgaris cf., Leptolyngbya sp. y

Trebouxia sp en: Figura 12, Figura 13, y Figura 14 respectivamente.

En la Figura 12, se pueden observar las siguientes estructuras: a) Autoesporas del mismo
tamaiio; b) pirenoides; c) capa de mucilago; d) variacion de formas de las células; e)
rompimiento de pared materna que permitieron la determinacién taxondmica de Chlorella

vulgaris cf.

Figura 12. Microfotografia de Chlorella vulgaris cf. a 100x.
In vivo con filtro azul y aceite de inmersion

En la Figura 13 se muestra un filamento de Leptolyngbya sp. La microfotografia fue tomada

a 100x, con filtro azul y aceite de inmersion.
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Figura 13. Microfotografia de Leptolyngya sp. a 100x.
In vivo con filtro azul y aceite de inmersion

Figura 14. Microfotografias Trebouxia sp. a 100x.
In vivo con filtro azul y aceite de inmersién

En Figura 14 se pueden observar las siguientes estructuras: a) Células esféricas 20-25 um de

didmetro con cloroplasto lobulado; b) autoesporas del mismo tamaiio; ¢) pared gruesa 2
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pm empleadas para realizar la determinacion taxonomica de Trebouxia sp. La

microfotografia fue tomada con filtro azul y aceite de inmersion.

Tabla 17. Clasificacion taxondmica de las microalgas predominantes en
los consorcios empleados en la caracterizacién cinética.

Consorcio
Microalga A B C
Chlorella vulgaris cf. *
Leptolyngbya sp. * * *
Trebouxia sp. * * *

8.3 Transferencia de masa de CO; en los ensayos cinéticos de microalgas

Se utilizé6 un modelo matematico (Ecuacion 20 y Figura 15), basado en un balance masa de
CO:. en los matraces Erlenmeyer para obtener la capacidad de transferencia de masa (J.a)
del CO, al sistema acuoso del sistema experimental en temperaturas de 35°C (308.15 K) y

40°C (313.15 K).
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Figura 15. Modelo de transferencia de masa (J.a) del CO, al sistema experimental.

Con base en los resultados del modelo matematico de transferencia de masa (Figura 15), el
sistema experimental tiene la capacidad de transferir 0.0304 mol CO, L*h™a 35 °C (308.15
K) , mientras que a 40°C (313.15) la transferencia de masa es de 0.0269 mol CO, L* h*

equivalentes a 6.424 y 5.672 g CO, L™ d respectivamente, como se muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Transferencia de masa (CO.).

Parametro 35° C 40°C
CO, (mol L*d™) 0.1460 0.1289
CO, (gL*d?) 6.424 5.672
C(gL*d?) 1.752 1.371

El CO, fue suministrado tomando como referencia las tasas de fijacién de carbono,
reportadas para cultivos en matraces Erlenmeyer, con la finalidad de evitar la acidificacion
del medio de cultivo por la acumulacion excesiva de CO, disuelto. Esta demostrado que

cuando el suministro de CO, coincide con las capacidades de fijacion de carbono de las
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microalgas, los cultivos se realizan con éxito incluso cuando se suministran en

concentraciones de CO, de 100% (v/v) (Olaizola, 2003).

Se establecid la carga de CO, que se muestra en la Tabla 19 con base en Kumar et al., (2019)
a partir de sus tasas de fijacion de CO, (0.007 g CO, L* d*) para cultivos en lote, en
condiciones similares a este estudio. En el primer experimento el CO, se suministro de
manera continua mientras que, para el resto de los experimentos se suministré sélo durante

12 horas, de manera simultdnea al periodo de luz.

Tabla 19. Suministro de CO, en los cultivos.

Temperatura 35°C 40°C

*Mezcla de CO, Md Mc Md Mc

Flujo (mL min™) 1.54 1.54 1.54 0.47

Carga CO, (gL*d ™) 0.050 0.126 0.025 0.126

Ciclos Continuo  12h 12h 12 h
(24h)

*Mezclas diluidas (Md) = 3% CO- (v/V)
* Mezclas concentradas (Mc)= 15% CO; (v/v)

8.4 Caracterizacion cinética de los consorcios de microalgas en

temperaturas de 35y 40°Cy concentraciones de CO, de 3y 15% (v/v)

8.4.1 Curvas de crecimiento

Para el caso de la caracterizacion cinética en temperaturas de 35y 40 °C en concentraciones
de CO, Mc y Md, fue necesario cuantificar la biomasa a través de solidos suspendidos
totales periodicamente, para obtener curvas de crecimiento de cada experimento y se
asumid un estado pseudo-estacionario de acuerdo con la Ecuacién 21. En la Figura 16 se

aprecian las curvas de crecimiento para el experimento a 40°C y CO, Mc. Curvas similares
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fueron obtenidas para el resto de los experimentos con excepcion de los consorcios “B”
durante el experimento a 40°C y CO, Md pues, no se registro un incremento de biomasa y

por ende la productividad fue nula.
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Figura 16. Curvas de crecimiento de los consorcios “A, By C” con CO, Md, bajo 40 °C.

8.4.2 Tasa especifica de crecimiento

La tasa especifica de crecimiento () se calculé a partir de la Ecuacion 21, para experimentos
en continuo, que considera la tasa de dilucion (flujo volumétrico promedio/V matraz). En
la Figura 17 y la Figura 18 se muestran la p para dos diferentes temperaturas (35 y 40°C) y
dos concentraciones de CO, 3% y 15 % (v/v), denominadas mezcla diluida (Md) y mezcla

concentrada (Mc) respectivamente.
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Figura 17.Tasa especifica de crecimiento de los consorcios A, B, y C con CO, Md (3% v/v), bajo
diferentes temperaturas.
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Figura 18. Tasa especifica de crecimiento para los consorcios A, B, y C con CO, Mc (15% v/v), bajo
diferentes temperaturas.

Como se parecia en la Figura 17, con una concentracion de CO, Md, a 35°C los consorcios

“A, B y C” lograron un mayor crecimiento (42%, 100% y 75% respectivamente), en
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comparacion a 40°C. Lo cual sugiere que el incremento de temperatura tuvo efectos
negativos sobre la biomasa, teniendo en cuenta que las altas temperaturas reducen la
funcionalidad de las enzimas (ya sea por inactivacion o desnaturalizacion), como resultado
habra efectos negativos sobre el crecimiento y las productividades (Ras et al., 2013). Sin
embargo, en la Figura 18 se observa un efecto contrario, pues el aumento de 35°C a 40 °C
de temperatura, mejord las p en 71% 57% y 30% para los consorcios “A, B y ”
respectivamente. Como se observa en la Tabla 19, aunque se emple6 la concentracion Mc

en ambas temperaturas, las cargas de CO, fueron diferentes:

1) 35°C carga de 25 mg CO,L'd" a
2) 40°C carga de 50 mg CO, L'd™

La diferencia entre las cargas de CO.,, sugiere que la temperatura no tuvo un efecto negativo

y el incremento en la carga de CO, contribuyé a mejorar p.

La Tabla 20 muestra que las p obtenidas son equiparables con los valores reportados. Los
consorcios “A, By C” en 40°C, con CO, Mc tuvieron p de 0.285 + 0.009 y 0.258 + 0.0o1 d7,
semejante a Liang et al., (2019) quienes obtuvieron p 0.253 d* también con mezclas de CO,
15% (v/v). En la tabla también se observan crecimientos nulos en condiciones de cultivo
semejantes a los del presente estudio, por lo tanto, los datos mostrados en la Figura 17 no

representan datos erréneos o atipicos.
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Tabla 20. Tasas especificas de crecimiento para microalgas termdfilas, cultivadas con
CO, en concentraciones representativas de gases de combustion.

11 Concentracion Temperatura Microalga Referencia
(d") CO, % (v/v) (°C)
0.228 5 45 Thermosynechococcus E542 Liang et al.,
0.237 10 (2019)
No 15
crecio
0.244 5 45 Thermosynechococcus E542 Liang et al.,
0.247 10 (con control de pH) (2019)
0.253 15
0.110 5 50 Thermosynechococcus Eberly y Ely
0.120 10 elongatus (2012)
0.130 20
No 30
crecio
0.285 15 40 Consorcio A Presente estudio
0.235 15 35 Consorcio B Presente estudio

8.4.3 Productividad de biomasa microalgal

La productividad de biomasa (Px) es uno de los indicadores mas significativos cuando se
estudia la fijacion de carbono en los cultivos de microalgas, pues refleja la bio-conversion

de CO, en términos de biomasa (Cheah et al., 2015).

Para calcular las Px de los consorcios microalgales, se supuso un cultivo en continuo en

estado pseudo-estacionario, empleando la Ecuacidn 22. Las Px obtenidas los consorcios se

muestran en la Tabla 21.
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Tabla 21. Productividades obtenidas para los consorcios “A, By C" en concentraciones de
CO, Md y Mc, bajo diferentes temperaturas.

Cargade Temperatura Mezclas CO, Consorcio Consorcio Consorcio
CO. A B C
(mgL™d™) Productividad Productividad Productividad
(mgL*d?) (mgL*d?) (mgL*d?)
25 40 °C Md 10.014+ s/c 2.451 £
0.753 0.565
40 40 °C Mc 35.850 + 33.418 £ 22,117 +
2.087 0.824 1.609
50 35 °C Md 14.625 + 35.425 + 30.153 +
2.919 1.340 4.496
126 35 °C Mc 14.326 + 25.013 + 25.099 *
2.626 0.520 0.466

Md: 3 % CO, (v/v); Mc:15% CO, (v/v)

En cuanto a las cargas de CO,, en la Tabla 21 se aprecia que con la menor carga de CO2 (25
mg L-1 d-1), se obtuvieron las Px mas bajas para todos los consorcios. También se observa
que el aumento de la carga hasta CO, 50 mg L d?, mejoro las Px. Aunque al llegar a la carga
mads alta de CO, 126 mg L d*, las Px no volvieron a incrementar. Zhang, (2015) report6 que
las microalgas pueden crecer en amplios rangos de CO, que incluyen las concentraciones
atmosféricas 0.0038 % (v/v) hasta concentraciones del 100% (v/v), aunque esto dependera
de la cepa de microalga, la estrategia que use para consumo de carbono inorganico, asi
como sus mecanismos de concentracion de carbono (MCC), por ello algunas microalgas se
desarrollan exitosamente en ambientes ricos CO, mientras que, otras son sumamente
sensibles. Esto explicaria porque los consorcios “B y C” obtuvieron las mejores Px, con una
carga de 50 mg L d, a diferencia del consorcio “A”, que obtuvo su mejor Px con CO, 40

mg L*d™

Respecto a las temperaturas, se observa que a 40°C el consorcio “A” obtuvo mejores Px que
los consorcios “B y C”. Mientras que a 35°C ocurre de manera inversa, las mejores

productividades fueron para los consorcios “By C”.
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El consorcio “A” fue monoalgal integrado por Chlorella vulgaris cf., como se ha mencionado
en la seccidn Clasificacion taxondmica de los consorcios A, B y C. Mientras que “cf” indica
se requiere confirmar la especie mediante estudios de microscopia electronica y biologia
molecular. El consorcio “A” obtuvo la mayor productividad de biomasa (35 + 2.087 mg L™
d™, a 40°C con una carga de CO, 40 mg L™ d*, por lo que podria tratarse de una variedad
termofilica. Kessler (1985), trabajé con 17 variedades diferentes de Chlorella vulgaris,
concluyendo que la temperatura optima de crecimiento para dichas cepas fue un rango
amplio de 26-36 °C, por lo que el género Chlorella tiene gran capacidad de colonizar
diversos ambientes. Mientras que Ras et al (2013) reportaron que existen variedades

termofilicas de Chlorella sorokiniana y su temperatura dptima de crecimiento es a 40°C.

Los consorcios “B” y “C” obtuvieron Px semejantes entre si, en todas las condiciones de
cultivo, debido a que estan integrados por los mismos géneros: Chlorella vulgaris cf.,

Trebouxia sp. y Leptolyngbya sp.

De acuerdo con Malavasi et al., (2020) el género Trebouxia es catalogado como extremdfilo,
pues se ha registrado su presencia en ambientes aridos como Hanksville, Utah, e incluso
en regiones polares. Prihantini et al., (2019) reportaron que el género Leptolyngbya puede
crecer de manera general en temperaturas de 22- 40°C y algunas especies se desarrollan
hasta los 70 °C, por lo que colectaron cianobacterias en dos diferentes ambientes termales
de Indonesia: 1) En Gunung Pancar a 69°C colectaron Leptolyngbya HS-16, y 2) En Maribaya
a 42°C obtuvieron a Leptolyngbya HS-36. Ambas cepas fueron capaces de crecer en cultivos
con temperaturas de 20- 50°C, sin embargo, a pesar de ser colectadas en ambientes
termofilos, las productividades de biomasa mas altas fueron a 35°C. Obtuvieron Px de 570
y 280 mgL*d™ para Leptolyngbya HS-16 y Leptolyngbya HS-36 respectivamente, por lo que
los autores concluyeron que ambas cepas tienen potencial de crecer bajo condiciones
termofilas, aunque podrian ser termotolerantes pues sus Px mas altas se registraron a tan
solo 35°C. De manera semejante, en este estudio Leptolyngbya sp. a pesar de que fue
colectada en un ambiente termal, podria ser termotolerante, pues los consorcios “B y C

obtuvieron sus maximas Px a 35°C.
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Respecto a las productividades de biomasa, con CO, en las concentraciones tipicas de los
gases de combustion (3- 15% v/v), se reportan Px desde los 40 mg L*d™ (Kumar et al., 2019)

hasta los 80oo mg L'd™" (Jacob-Lopes et al., 2009).

La Figura 19 muestra algunas de las productividades obtenidas para el consorcio “A y B” asi
como las reportadas por Zhao y Su, (2014) para diferentes microalgas, mientras la Tabla 22

muestra los detalles de las condiciones de cultivo.

Tabla 22. Detalles de las condiciones de cultivo de las productividades reportadas por
Zhao y Su, (2014).
Microalga Abreviatura Productividad CO. Intensidad Temperatura

(mgL*d?) % luminosa (°C)
(v/v) (pmol
m3s?)
Chlorella sp. CS 400 15 110 45
Scenedesmus SO 140 18 44.8 30
obliquus
Euglena EG 10 10 4480 28
gracilis
Consorcio A-40 °C 35.85 15 130 40
*A
Isochrysis IG 27 0.0038 15 18
galbana
Chaetoceros CcC 20 0.0038 183.6 20
calcitrans
Consorcio B-35°C 35.42 15 130 35
*B

* Presente estudio
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Figura 19. Productividades de diferentes microalgas, elaborada a partir de Zhao y Su (2014).
CS: Chlorella vulgaris; SO: Scenedesmus obliquus; EG: Euglena gracilis; A-40 °C: Consorcio A; B:35
°C: Consorcio B; IG: Isochrysis galbana; CC: Chaetoceros calcitrans.

Las productividades obtenidas en este estudio son comparables a las obtenidas en
temperatura ambiente por Kumar et al., (2019) en un rango de 40-60 mg L'd* y a las
obtenidas por Kassim et al., (2017) a temperatura de 30°C en rangos de 59- 65 mg L'd" con
concentraciones de CO, de 5% (v/v) y de 59-67 mg L'd™ con concentraciones de CO, de

15% (v/v).

Liang et al., (2019) realizaron un estudio con la cyanobacteria Thermosynechococcus
elongatus colectada en un ambiente termal (67°C), cultivada con regulacion de pH con
NaOH vy sin regulacion de pH, bajo las siguientes condiciones: incubadora con agitacién
orbital (129 rpm), matraces Erlenmeyer de 500 mL (llenados a 350 mL), medio de cultivo
BGu, iluminacion de 70 pmol m™ s?, ciclos de luz-oscuridad, temperatura de 45°C,
unicamente 4 h de suministro de mezclas sintéticas de gas de combustion con una
concentracion de CO, 15 % (v/v). Estas condiciones fueron semejantes a las del presente

estudio y obtuvieron las productividades de la Tabla 23.
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Tabla 23. Productividades reportadas para microalgas termofilas.

Productividad Concentracion Temperatura Microalga Referencia
(mg L*d™) CO. % (v/v) (°C)
65 5 Thermosynechococcus Tesicall,
78 10 45 E542 (2019)
No crecio 15 9
82 5 Thermosynechococcus Liang et al.,
89 10 45 E542 (2019)
97 15 (con control de pH)
70 5
70 10 o Thermosynechococcus Eberly y Ely
90 20 2 elongatus (2012)
No crecio 30
68 15 40 Consorcio A PreseI}te
estudio
56 15 35 Presente

Consorcio C .
estudio

La Tabla 23 muestra que la mezcla de CO, 15 % (v/v) sin control de pH, no tuvo crecimiento
ademas se observa que la regulacién a pH 7.0 mejoro la productividad. En contraste en esta
tesis, el CO, se suministré con base en productividades tedricas, por lo que se logro un
tratamiento continuo de CO, durante las 12 h de luz, sin necesidad de regular el pH (como
se muestra mas adelante), aunque se obtuvieron Px mds bajas, aunque en el mismo orden

de magnitud.

Se ha reportado ampliamente que las altas concentraciones de CO, (10-20% v/v) reducen
la productividad de la biomasa debido al descenso de pH en el medio de cultivo (Zhao y
Su, 2014) sin embargo, en el presente estudio la carga de CO, se suministré con base en las
tasas de fijacion de CO, reportadas por Kumar et al. (2019), como se muestra mas adelante
no hubo descensos drasticos de pH, lo cual pudo haber favorecido las productividades en
ambas temperaturas. Adicionalmente fue posible mantener un suministro de CO,

continuo, durante los periodos de luz.

En ambientes naturales las microalgas pueden crecen en concentraciones de CO, cercanas
a 0.0038 % (v/v) por lo que concentraciones de 1% (v/v) son consideradas como altas y

concentraciones alrededor del 5% (v/v) son consideradas téxicas (Zhao y Su, 2014). Por lo
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que los consorcios de microalgas “A, B y C” fueron capaces de crecer en concentraciones de
CO, altas y toxicas. Las Px obtenidas son menores respecto a las que se han alcanzado para
cepas comerciales, no obstante, son equiparables a las reportadas para microalgas
termofilas con suministros de CO, en concentraciones representativas de los gases de

combustion.

8.4.4 Tasa de fijacién de carbono

Las microalgas fijan y almacenan CO., esencialmente a través de fotosintesis por lo que, la
tasa de fijacion de CO, y la productividad de la biomasa dependen en gran medida de las
condiciones de operacion del cultivo por ejemplo, la carga de CO,, la iluminacion, la
temperatura, asi como la cepa de microalga empleada. Los valores 6ptimos de estos
parametros, para lograr productividades y tasas de fijacion de CO, altas suelen ser
diferentes para cada especie de microalgas. (Zhao y Su, 2014; Cheah et al, 2015). Para

calcular la tasa de fijacion de carbono se empled la Ecuacion 23.

__ 70
o
< 60
—
oT4]
g 50
o
S 40
o
30
o
8 20
=
S 10
2 N
[7,]
€ 0
A B C A B C
B 35°c  Consorcio W 40°C

Figura 20. Tasa de fijacion de carbono con mezclas de CO, Md, bajo diferentes temperaturas.
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Figura 21. Tasa de fijacién de carbono con mezclas de CO, Mc, bajo diferentes temperaturas.

La Figura 20 muestra que a 35 °C todos los consorcios microalgales fueron capaces de fijar
carbono y su Pco, aumentd respecto a 40°C (68%, y 97% respectivamente para los
consorcios “A y “C), mientras que para “B” la Pco, incrementé hasta 100%. En contraste la
Figura 21 muestra que las Pco. incrementaron bajo temperatura de 40 °C. No obstante, el
incrementd de Pco, fue el resultado de incrementar la carga de CO,, con ello la
productividad de la biomasa mejor6 (como se ha mostrado anteriormente) y por tanto la

fijacion de carbono también se increment.

En la Tabla 24 se muestran tasas de fijacion de carbono obtenidas para cepas de microalgas
termofilas y Tetraselmis suecica (cepa comercial), cultivadas con diferentes
concentraciones de CO,. Se puede observar que las Pco, obtenidas en este estudio son bajas

respecto a las obtenidas por otros estudios.
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Tabla 24. Tasas de fijacion de CO, reportadas para microalgas termofilas.

Tasade  Concentracion T Microalga Referencia
fijacion de CO. (v/v) (°C)
CO.
(mg L'd™)
140 5 %
130 10 % Thermosynechococcus
170 20% >0 elongatus sl 7 Ly (20
No crecié 30%
14 5% . Onoy Cuello
s 0.0038% 50 Chlorogleopsis sp (2007).
0,
65.661 157 40 Consorcio A Presente estudio
3.827
0,
61266 + 15% 35 Consorcio B Presente estudio
1.510
0
11;; 13; gz) 2o Tetraselmis suecica Kassim y Meng
481 30% (cepa comercial) (2017)
8.4.5

8.4.6 Balance de carbono

Para obtener los balances de carbono se empel6 la Ecuacion 27, asume que el CO, es

completamente asimilativo.

Tabla 25. Balance de CO,

Parametros Tasa de fijacion de CO, (mg L d?) CO,No consumido (mg L*d™")
Temperatura CO, CargadeCO, | Consorcio Consorcio Consorcio | Consorcio Consorcio Consorcio
) i) (mg L d™) A B C A B C

40 3% 25 18.359+ C/N 4.493 = 6.641+ 25 20.507
1.381 2.932 1.381 2.932

40 15% 40 65.661+ 43.254 + 40.548+ -15.661+ -3.000% -0.548+
3.827 0.058 2.950 5.088 0.059 2.950

35 3% 50 26.812+ 61.266+ 55.281+ 23.188+ -11.266+ -0.6001+
5.353 1.510 8.242 5.353 2.451 2.217

35 15% 126 26.264+ 47.507+ 46.015+ 99.736+ 78.00+ 79.985+
4.733 0.960 0.854 4.733 0.960 0.854

C/N: Crecimiento nulo
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Como se aprecia en la Tabla 25, con la menor carga de CO, (25 mg L* d*) a 40 °C, se
obtuvieron las Pco, mas bajas, para todos los consorcios. Incluso en el caso del consorcio
“B”, el crecimiento fue nulo y por consiguiente no fijé carbono. Como se ha mencionado
anteriormente (productividad de la biomasa microalgal 8.4.3), los consorcios “B y C”
obtuvieron las Px mas altas a temperaturas de 35°C, entonces es posible que los consorcios
sean termotolerantes. La enzima anhidrasa carbonica (CA), reduce su afinidad por el CO,
con el incremento de temperatura (Kumar et al., 2011). Por consiguiente, la mayor
diversidad de microalgas se desarrolla 6ptimamente en temperaturas de 25 °C- 35°C
(Barsanti y Gualtieri, 2014). La concentracién de CO, en la atmésfera es cercana a 0.0038%
(v/v), entonces las concentraciones de CO, = 1% (v/v) se consideran altas, mientras que
concentraciones CO, 25% (v/v) se consideran toxicas (Cheah et al., 2015). En este sentido
es posible que el increment6 de temperatura a 40°C, en conjunto con la alta concentraciéon

CO:. (15% v/v) tuvieran un efecto negativo sobre los consorcios “By C”.

Con una carga de CO, 40 mg L™ d?, las tasas de fijacion de carbono mejoraron. El consorcio
“A” obtuvo la mayor Pco. (57.085 + 5.088 mg L* d?), aunque obtuvo valores negativos de
CO. no consumido (-17.085 + 5.088), posiblemente de manera experimental, se haya sobre
estimado la productividad de la biomasa y por ende la Pco.. En cuanto a los consorcios “B
y C” los valores negativos de CO, no consumido, son despreciables (-3.0 y -0.5 mg L™ d?
respectivamente). En este caso los valores negativos, indican que toda la carga de CO, fue
consumida. En esta cinética a pesar de que la temperatura fue de 40°C y la carga de CO, 40
mg L™ d” (incremento 63% respecto a CO, 25 mg L™ d?), todos los consorcios registraron
crecimiento de biomasa y por ende fijacién de carbono. Maeda et al., (1995) trabajaron
cultivos de Chlorella sp. con mezclas de CO,:10%, 50% y 100% (v/v), entre sus conclusiones
indicaron que la preadaptacion de las microalgas a bajas concentraciones de CO, conduce
a la tolerabilidad de mayores concentraciones. En este estudio primero se emple¢ la carga
de CO, 25 mg L' d* (3% v/v) y posteriormente se increment6 a CO, 40 mg L™ d* (15% v/v),
los consorcios pudieron adaptarse a las altas concentraciones de CO, bajo 40°C, entonces

al incrementar la carga y la concentracion de CO, mejoraron las Px y Pco..

78



Para la carga de CO, 50 mg L* d, la mayor Pco. se registré en el consorcio “B” (64.945 =
2.45 mg L1 d"), seguida del consorcio “C” (55.281 + 8.242 mg L. d?) y finalmente el consorcio
“A” (26.812 + 5.353 mg L' d). Para el consorcio “B” se registraron valores negativos de CO,
no consumido (-15 + 2.451mg), no obstante “A” no fijé toda la carga de CO, (23.188+ 5.353),
esto sugiere que “B” pudo consumirla, pues los consorcios “A, By C” crecieron de manera

paralela en la incubadora (Figura 8. Esquema del sistema experimental.)

Con el aumento de la carga de CO, a 126 mg L* d?, la tasa de fijacién de carbono no
incrementd, como en los casos anteriores. El consorcio “A” mantuvo la misma Pco,,
mientras que los consorcios “B y C" disminuyeron su Pco, 26% y 17% respectivamente, en
comparacion a la carga de CO, 50 mg L' d. Ras et al., (2011) reportaron que las microalgas
pueden tolerar el CO, hasta cierta concentracion, después de la cual se vuelve perjudicial
para el crecimiento por dos razones: 1) El estrés ambiental inducido por la mayor
concentracion de CO,, disminuye la capacidad bioldgica para fijar carbono. 2) A mayor
concentracion de CO,, el pH del cultivo disminuye debido a la formaciéon de una gran
cantidad de tampon de bicarbonato, el pH no tuvo un descenso drastico (seccion 8.4.8) o
por debajo de la neutralidad (7.0), esto sugiere que la carga de CO, a 126 mg L' d* indujo

un estrés ambiental que disminuy®9 la fijacion de carbono.

8.4.7 Destino del CO,

Una vez fijado el CO; en la biomasa microalgal, una parte del carbono puede metabolizarse
y excretarse en forma de compuestos organicos (i.e. exopolisacaridos, proteinas). La Tabla
26 muestra el COT disuelto, cuantificado al inicio y final de cada cinética. Se observa que
el COT tiende a incrementar al concluir la cinética. Se ha reportado que las microalgas son
capaces de excretar compuestos organicos que acttian como inhibidores de crecimiento, a
fin de limitar la competencia de otras especies (Barsanti y Gualtieri 2014). También se ha
reportado que las microalgas distribuyen sus productos fotosintéticos como: almidon,
polisacaridos solubles en agua y triacilgliceroles para regular la energia principalmente en
periodos de oscuridad (Vuppaladadiyam et al., 2018). La excrecién de compuestos

organicosy los mecanismos de particién de carbono pueden explicar el incremento de COT
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al final de las cinéticas como se muestra en la Tabla 26. Adicionalmente, la mayor
concentracion de COT se registro al final de la cinética a 35°C y CO, 15% (v/v) posiblemente,

debido a que la carga de CO, se realiz6 de manera continua (Tabla 19).

Tabla 26. Carbono Organico Total (COT)

T Concentracion Tiempo ConsorcioA  Consorcio B Consorcio C
(°C) CO. (d) coT coT coT
(v/v) (mgL™) (mg L) (mgL™)
35 3% 0 35+ 3 23+0 30 £ 10
14 54+ 6 45 *1 19 + 20
35 15 % 0 26 £1 211 21+1
14 290 %4 37+5 35%3
40 3% 0 18 £ 2 19+1 240
14 32 12 30+ 6 45+ 31
[0)
40 15 % 0 1n1+0 9*2 9*o0
14 23+7 13+3 13+3

En la Tabla 27 se muestra el carbono inorganico disuelto (CID), se puede observar que el
CID tiende a incrementar al final de la cinética debido al suministro de mezclas de CO.,.
Como se observa en la Tabla 27, la cinética a 35°C y CO, 15% (v/v) el incremento de CID fue

el mas alto posiblemente porque la carga de CO, se realizé de manera continua durante 24
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h, incluyendo los ciclos de oscuridad. Para el resto de cinéticas el incremento de CID es
minimo debido a que, el suministro de CO, se realizo basado en productividades de
biomasa reportadas. Estd ampliamente documentado que el CO, suministrado con base en
las productividades reduce la acumulaciéon de CO,, evita la acidificacion del cultivo y reduce
las fugas de CO, por desorcion. Adicionalmente, también se ha reportado que los gases de
combustion altamente concentrados en CO, con caudales bajos, tendran como resultado

concentraciones bajas de CID (Jacob-Lopes et al., 2009; Vuppaladadiyam et al., 2018).

Tabla 27. Carbono Inorgénico disuelto (CID)

T Concentracion Tiempo Consorcio Consorcio Consorcio
(°C) CO, (v/v) (d) A B C
CID (mgL?) CID (mg L?Y) CID (mgL?)
35 3% 0 13+0 12+0 1n+o
14 307 23 +3 n+4
35 15% 0 11+0 9*o0 10+ 0
14 16 + 3 18+2 12+5
40 3% 0 8+o0 12+0 10 =
14 9+3 12+1 12+2
40 15% o 6+o0 5+1 6+
14 2+1 6+2 3+1

La velocidad de absorcion de CO, debe ser menor o igual que la velocidad de suministro de
CO, para evitar la acumulacion. Es deseable el control cuidadoso en el suministro de CO,
con la finalidad de minimizar los cambios en el pH y reducir la desorcion de CO,

(Vuppaladadiyamet al., 2018).

8.4.8 Efecto de las altas concentraciones de CO, sobre el pH

Durante los experimentos en 35 °C el pH se midié puntualmente para obtener las graficas

que se muestran en la Figura 22 y hasta la Figura 25.
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Figura 22. Monitoreo del pH bajo temperatura de 35°C y mezclas de CO, Md.
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Figura 23. Monitoreo del pH bajo temperatura de 35°C y mezclas de CO, Mc.
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Figura 24. Monitoreo del pH a temperatura de 40°C y mezclas de CO, Md.
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Figura 25. Monitoreo del pH a temperatura de 40°C y mezclas de CO, Mc.
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Como se aprecia en la Figura 22, el pH oscilo sin embargo, nunca estuvo por debajo de 7.0
y se mantuvo en un intervalo entre 7.5 - 9.5 esto se explica porque cuando el CO, esta
disuelto este reacciona con las moléculas de agua y forma un sistema buffer acido- base
débil (Markou et al., 2014; Zhang, 2015), donde el ion HCO;™ predomina a pH 6.5-10.0 lo

cual se explica mediante la Ecuacion 28.
CO, + H,0 S H,CO3 = HCO3- + HY < CO52- + 2HY

Ecuacion 28

Para los experimentos a 40°C el pH se monitore6 puntualmente a lo largo del experimento

como se muestra a continuacion en la Figura 24.

Como se aprecia en la Figura 22 hasta la Figura 25, el pH tuvo menores oscilaciones y las
desviaciones estandar disminuyen desde el primer experimento hasta el ultimo debido a

que la configuracion del suministro de gas se mejoré de manera técnica.

Para la concentracion de CO, Md, el pH se mantuvo alrededor de 8.5 mientras que a
concentracion de CO, Mc, el pH se mantuvo cercano a 7.2 debido al sistema buffer acido-
base débil en el que predomina el ion HCO;5 como se ha explicado anteriormente en la
Ecuacién 28. La reaccidn de hidrolisis del CO, en el agua es una reaccién practicamente
instantdnea (fraccion de segundos) por lo que, las velocidades de fijacion de carbono de las

microalgas no interfieren con el sistema buffer acido- base débil (Markouk et al., 2014).

Al igual que en este estudio hay reportes previos en donde la alcalinidad de los cultivos no
cambia como resultado de la inyeccion, consumo (por microalgas), o desorcion del CO,
debido a que, en sistemas acuosos las diferentes especies de carbono inorgdnico existen en
equilibrio y la reaccion de interconversion entre ellas es tan rdpida que la velocidad de
consumo de alguna de especie de carbono no afecta el equilibrio (Kumar et al., 2011; Valdés

et al., 2012).
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8.5 Caracterizacion cinética del consorcio A en diferentes intensidades PAR

a35°Cy CO; 15% (v/v)

8.5.1 Curvas de crecimiento diferentes intensidades PAR

Para realizar la caracterizacion cinética en diferentes intensidades PAR se eligid el
consorcio “A” debido a que se traté de un cultivo monoalgal de Chlorella vulgaris cf. (ver
seccidn 7.3.5.2), su morfologia en suspension permitié un cultivo homogéneo, ademas este
consorcio obtuvo productividades y tasas especificas de crecimiento positivas en todos los

experimentos anteriores a diferencia de los otros consorcios.

La cinética de crecimiento se realizé con mezclas de CO, Mc, una carga de 0.126 mg CO,L"
1d'y 35°C. Se incluyeron intensidades luminosas: 35, 65 y 130 PAR (pumol fotones m™ s™).
De manera simultdnea a los tratamientos (con carga de CQ.), en el sistema experimental
se incluyeron controles, es decir cultivos sin carga de CO.. La Figura 26 muestra una

fotografia del sistema experimental.

Figura 26. Sistema experimental con diferentes intensidades [uminosas.
El sistema permite el control de la intensidad luminosa, temperatura, agitacion y suministro de
carga de CO..
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En la Figura 27 muestra las curvas de crecimiento del consorcio “A” bajo diferentes
intensidades luminosas: 35, 65y 130 PAR (umol f m™2s?) . Se puede observar que al final de
la cinética la mayor concentracion de biomasa corresponde a tratamiento y control PAR
130 (umol f ms?), mientras que PAR 35y 65 (umol f m™s™) obtuvieron las concentraciones

mas bajas de biomasa.
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Figura 27. Curvas de crecimiento del consorcio A en diferentes intensidades PAR.

8.5.2 Tasas especificas de crecimiento a diferentes PAR

La Figura 28 muestra las p del consorcio “A”, con diferentes intensidades luminosas: PAR

35, 65y 130 (umol f m=s?).

Los resultados de la Figura 28 muestran que a PAR 35 y 65 (umol f m™ s?), las tasas
especificas de crecimiento son semejantes, a pesar de que la intensidad luminosa casi se
duplicd y se registro un incremento de la p hasta PAR 130 (umol f m™ s7), los controles

tuvieron el mismo comportamiento.
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Se realiz6 un analisis estadistico ANOVA para evaluar diferencias significativas entre los
diferentes tratamientos PAR, al encontrarse diferencias significativas se realizé una prueba
de Tukey y finalmente una prueba Q (Anexo 11.1). Las pruebas estadisticas indican que entre
PAR 35y 65 (umol f m2s™), no hay diferencias significativas a pesar de que la intensidad
luminosa casi se duplic6. En cambio cuando se comparé PAR 130 (pmol f m™2s?), con

cualquiera de los otros tratamientos PAR, si se obtuvieron diferencias significativas.

0.200
0.180 I
0.160
0.140 1 z

= 0.120

D 0.100

= 0.080
0.060
0.040
0.020

0.000
PAR 35 PAR 65 PAR 130

Intensidad Luminosa

Prueba Control

Figura 28. Tasa especifica de crecimiento a diferentes PAR.

El andlisis estadistico indica que la disponibilidad de la luz puede mejorar la tasa especifica
de crecimiento sin embargo, no aumenta de manera proporcional a incremento de la luz.
Estos datos son congruentes con Toledo- Cervantes et al., (2013) pues reportaron un patron
similar: a 54.7 p mol m? s' la tasa especifica de crecimiento fue de 0. 18 d; que se incremento
a los 94 pmolms-' (0.34 d); sin embargo, a los 134 pmol m™ s-! el incremento es minimo
(0.38 d*) como se aprecia en la Figura 29. Los resultados obtenidos por Toledo-Cervantes
(2013) fueron obtenidos con CO, 10% (v/v), 0.4 vvm, temperatura 30 °C y con una cepa de

Scenedesmus obtusiusculus.
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Figura 29 especificas de crecimiento obtenidas por Toledo- Cervantes et al., (2013).

En la Figura 28 se aprecia que la tasa especifica de crecimiento mejord con el incremento
de la intensidad luminosa en ambos casos: 1) los tratamientos con CO, y 2) los controles
sin carga de CO.. Existen reportes previos (Tabla 28), indicando que el incremento de la
intensidad luminosa puede mejorar las tasas especificas de crecimiento por ejemplo,
lasimone et al., (2018), reportaron que un consorcio de microalgas suplementado con la
misma concentracion de CID a partir de agua residual, mejoro las tasas especificas de
crecimiento con el incremento de la luz. No obstante, Wahidin et al., (2013) demostraron
que las intensidades de luz mas altas o mas bajas que el valor 6ptimo para Nannochloropsis
condujeron a una disminuciéon de las densidades celulares y tasas especificas de

crecimiento.

En la Figura 28 también se observa que los controles 35y 65 PAR crecieron 15% mas respecto
a los tratamientos. Es posible que las altas concentraciones de CO, (15 % v/v), hayan tenido
un impacto negativo debido al descenso el pH (seccion Efecto del pH a diferentes
intensidades luminosas). En este sentido los controles alcanzaron una mayor
productividad. De manera semejante Morrais y Acosta (2007) reportaron que cultivos de
Chlorella kessleri, con aire o CO, (6 y 12 % v/v), obtuvieron tasas de crecimiento similares
alrededor de 0.267d™ sin embargo, el incremento de CO, a 18% (v/v) disminuyd la tasa

especifica de crecimiento a 0.199 d™.
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La Tabla 28 muestra que los resultados obtenidos en este estudio, son menores respecto a

las tasas de crecimiento reportadas para cepas de microalgas comerciales a temperaturas

tipicas (20-25 °C) sin embargo, son equiparables a las tasas especificas de crecimiento

reportadas para cepas termofilas.

Tabla 28. Tasas especificas de crecimiento reportadas para diferentes intensidades

luminosas.
Tasa PAR CO.% T(°C) Microalga Referencia
especificade (pmol m3s-) (v/v)
crecimiento

(d")

0.110 180 5 50  Thermosynechococcus  Eberly, Ely,

0.130 20 elongatus (2012).

0.018 200 5 50 Chlorogleopsis sp Ono y Cuello

0.140 (2007).

0.202 70 0.0038 55  Thermosynechococcus Liang et al.,
E542 (2019).

0‘228_ ) 10 (modificada

No creci6 15 genéticamente)

0.216 43 0.0038 30  Scenedesmus obliquus Morais y

0.261 6 Costa (2007).

0.260 18

0.257 43 0.0038 30 Chlorella kessleri Morais y

0.267 6 Costa (2007).

0.267 12

0.199 18

0.207 20 *22 25 Cianobacterias, [asimone et

0.232 50 *29 Chlorella sp.y al., (2018).

0.246 100 *32 Scenedesmus sp.

0.186 130 15 35 Consorcio A Este estudio

Chlorella vulgaris
cf.

*Corresponde a CID mg L* d* a partir de agua residual, el autor reporta que los valores son

insignificantemente diferentes entre si por lo tanto, el suministro limitante es la luz.
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Los controles PAR 35 y 65 (pmol f m™ s*), obtuvieron mayores p respecto a los
tratamientos, posiblemente debido a las altas concentraciones de CO, en conjunto con la
limitacion de luz. Por otro lado, el incremento de la intensidad luminosa mejoré la p sin

embargo, no fue proporcional al incremento de la luz, al menos en el rango evaluado.

8.5.1 Productividad en diferentes intensidades PAR

Para calcular las productividades de los cultivos en continuo se empleé la Ecuacion 22, que

considera la tasa de dilucion. En la Figura 30 se muestran las productividades obtenidas.
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Figura 30. Productividades del consorcio A con diferentes intensidades luminosas PAR.

Como se aprecia en la Figura 30 el incremento de la intensidad luminosa mejoro la
productividad en consecuencia, la mayor Px se obtuvo con PAR 130 (pmol m™ s?). Estd
ampliamente reportado que el incremento de la intensidad luminosa mejora las CCM

(Morais y Costa 2007).

90



La luz es la fuerza impulsora de las microalgas para fijar el carbono de modo que, su
disponibilidad puede limitar las productividades (Chang et al., 2016). También esta
reportado que las altas concentraciones CO, (= 5 % v/v) tienen efectos nocivos en las
microalgas pues, dicho gas permea la membrana celular por transporte pasivo (Markou et
al., 2014; Zhao y Su, 2014). Esto explica porque los controles PAR 35 y 65 (umol f m™ s7),
obtuvieron productividades mas altas (25% y 37% respectivamente), en comparacion con

los tratamientos.

Adicionalmente Toledo- Cervantes et al., (2013), probaron mezclas de CO, 5y 10% (v/v),
concluyendo que las maximas tasas de fijacién de carbono y productividad se obtienen con
la maxima irradiancia, independientemente de la concentracion de CO, en este sentido, es
posible que los controles hayan obtenido mayores productividades. Adicionalmente los el
monitoreo de CID indica que los controles pudieron tener suministro de carbono a partir

del CO, de salida (no absorbido).

En la Tabla 29 se muestran productividades obtenidas por cepas de microalgas comerciales
y cepas termdfilas cultivadas en condiciones semejantes a las de este estudio. Se observa
que las productividades obtenidas para el consorcio “A”, en altas concentraciones de CO,y
altas temperaturas, son equiparables a las reportadas para temperaturas tipicas de cultivo
(25-30°C). Incluso son mayores a las reportadas para Thermosynechococcus E542 que no
creci6 cuando fue cultivada con CO, 15% (v/v), a pesar de que fue modificada

genéticamente.
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Tabla 29. Productividades reportadas para microalgas con diferentes intensidades luminosas.

Productividad Luz CO.% T (°C) Microalga Referencia
(mg L'd™) (pmol (v/v)
m2s-')
70 5 50 Thermosynecho- Eberly, Ely,
90 180 20 cccus elongatus (2012).
47 5 50 Chlorogleopsis sp ~ Ono y Cuello
200 (2007).
65 0.0038 55 Thermosynechoco Liang et al.,
ccus E542 (2019).
78 y 70 10 (modificada
No creci6 15 genéticamente)
111 0.0038 30 Scenedesmus Morais y Costa
110 6 obliquus (2007).
114 3 12
120 18
145 0.0038
98 6 . Morais y Costa
30 43 b 30 Chlorella kessleri (2007).
88 18
9 20 *22 25 Cianobacterias, lasimone et al.,
50 50 *29 Chlorella sp. Y (2018).
58 100 *32 Scenedesmus sp.
40 =3 130 15 35 Consorcio “A” Este estudio

Chlorella vulgaris

cf.

*Corresponde a CID (mg L*d") a partir de agua residual, el autor reporta que los valores son insignificantemente
diferentes entre si por lo tanto, el suministro limitante es la luz.

Las productividades obtenidas indican que a PAR 35 y 65 (umol m™ s?), la intensidad

luminosa no es suficiente para fijar de manera fotosintética la carga de CO, que se

suministro.
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Las productividades que se alcanzaron en este estudio se encuentran en el mismo orden de
magnitud para reportes previos con microalgas termofilas, cultivadas en concentraciones

de CO, representativas de los gases de combustion.

8.5.2 Tasa de fijacién de carbono en diferentes intensidades luminosas

En la Figura 31 se muestra la tasa de fijacion de carbono obtenida con el consorcio “A”, que

es un cultivo monoalgal compuesto por Chlorella vulgaris cf.
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Figura 31.Tasa de fijacién de carbono en diferentes PAR.
Como se aprecia en la Figura 31 la intensidad luminosa restringio el crecimiento de las
microalgas por lo que, la mayor tasa de fijacion (72. 4 + 5.78 mg CO, L'd™) se obtuvo con
PAR 130 (umol f m™ s?). Estd ampliamente reportado que el incremento de la intensidad
luminosa puede mejorar las tasas de fijacion de carbono y la productividad (Toledo-
Cervantes, 2013), sin embargo, Wahidin et al., (2013) demostraron que las intensidades de
luz mas altas o mas bajas que el valor 6ptimo disminuyen las tasas de crecimiento

especificas, productividades y tasas de fijacion de carbono.
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En la Figura 31 también se observa que los controles PAR 35y 65 (umol f m™ s) obtuvieron
mayores tasas de fijacion de carbono 25 y 37% respectivamente, en comparacion con los
tratamientos con carga de CO, posiblemente debido al descenso del pH, inducido por la
carga de CO, (Figura 32). Esta reportado que el descenso de pH tiene efectos negativos

sobre los cultivos de microalgas (Markouk et al., 2014).

En la Tabla 30 se muestran diferentes tasas de fijacién de carbono para cepas de microalgas
termofilas y comerciales cultivadas con diferentes intensidades luminosas, con

concentraciones de CO, tipicas de los gases de combustion.

Tabla 30. Tasas de fijacion de carbono reportadas para microalgas con diferentes
intensidades luminosas.

Tasa de Luz T
fijacion de - CO.% . .
(pmolm Microalga Referencia
CO., 25.1) (v/v) °C)
(mgL*d?)
140 5 Thermosynechococcus Eberly, Ely,
180 50
170 20 elongatus (2012).
14 100
17 200 5 50 Chlorogleopsis sp. Onoy Cuello
(2007).
18 250
Consorcio A (Chlorella .
72+ 8 130 15 35 B Este estudio
87 0.04 .
95 450 5 30 Chlorella sp. Kassim y Meng
(2017).
97 15
490 547 Scenedesmus R
570 94-4 10 30 obtusiusculus Cervantes et al.,
970 134 (2013).

En la Tabla 30 se puede apreciar que las tasas de fijacion de carbono son muy variadas desde
los 14 mg L™ d” hasta los 970 mg L™ d* sin embargo, los valores reportados para algunas
cepas de microalgas termofilas son desde 14- 140 mg L™ d* mientras que para cepas de
Chlorella sp., son de 87 a 97 mg L d™ por lo que, los resultados obtenidos en este estudio

son comparables con lo reportado.

94



8.5.3 Efecto del pH a diferentes intensidades luminosas

Durante los experimentos con diferentes intensidades luminosas el pH se midio

puntualmente para obtener las graficas que se muestran en la Figura 32.
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Figura 32. Monitoreo del pH en los tratamientos, con carga de CO..

En la Figura 32 se puede observar que para los tratamientos a PAR 35y 65 (umol f m™ s7)
el pH desciende en los primeros 5 dias de cultivo hasta un valor de 7.05 debido a la carga
de CO, posteriormente, el pH se incrementa debido al crecimiento de biomasa vy
consecuente generacion de OH derivados de la fotosintesis (Markouk et al., 2014) sin
embargo PAR 35y 65 (umol f m=s™), el pH desciende nuevamente a los 11y 8 dias de cultivo
respectivamente, lo cual indica que la carga de CO, suministrada es mayor al consumido
por microalgas, en este sentido la fijacion de CO, se restringié debido a la limitacién de
luz pues, esta reportado que la luz es un sustrato que condiciona la fijacion de carbono
(Chang et al., 2016). A diferencia de la maxima intensidad luminosa con PAR 130 (pmol m-
2g1), en donde el pH también desciende en primeros dias de cultivo excepto que el descenso
de pH fue menos drastico (7.2) y posteriormente se mantiene constante debido a la mayor

disponibilidad de luz.
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En la Figura 33 se observa el monitoreo del pH para los controles (sin carga de CO,)
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Figura 33. Monitoreo del pH en cultivos control, sin carga de CO..

En la Figura 33 se puede apreciar que los controles sin carga de CO, tuvieron un descenso
de pH esto indica que en la atmosfera del sistema experimental habia CO., posiblemente
derivado de la salida del CO, de los tratamientos. Ademads, como se ha mencionado
anteriormente debido a la limitacion de la luz a PAR 35y 65 (umol m™ s7), la carga de CO,
fue mayor respecto a la fijaciéon de carbono, en este sentido es posible que hubiera

acumulacion de CO. en el interior del sistema experimental.

El descenso de pH de los controles fue paulatino, en comparacién con los tratamientos
posteriormente, se mantuvo constante. Es posible que el descenso de haya tenido efectos
negativos en las microalgas, Markouk et al., (2014), reportaron que el descenso del pH
disminuye e incluso inhibe la capacidad de la enzima anhidrasa carbdnica y en
consecuencia las CCM de las microalgas se restringen pues, la anhidrasa carbdnica cataliza

el intercambio entre CO, y HCOj5.

Sin embargo, Zhao y Su, (2014), reportaron que al aumentar la concentracion de CO,, su

hidrolisis se mueve en direccion positiva de la reaccién como resultado, el HCO;5 vy la
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concentracion de H* incrementarian y se disminuira el valor de pH en el medio de cultivo.
Un valor de pH acido puede inhibir la actividad de la anhidrasa carbonica. Esto explicaria
porque los controles lograron mayores CCM respecto a los tratamientos con carga de CO,,

en los cuales el pH disminuyé a 7.05.

8.5.4 Destino del CO, en diferentes intensidades luminosas

En la Figura 34, se muestra el CID cuantificado para tratamientos y controles.
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Figura 34. Monitoreo de carbono inorgdnico.

En la Figura 34 se observa que los tratamientos a PAR 35 y 65 (umol m™ s?), tuvieron la
concentracion mas alta de CID debido a que la deficiencia de luz condicion¢ la fijacién
fotosintética de carbono como resultado, el carbono inorgdnico se incrementé sin embargo
el CID del tratamiento a PAR 130 (pmol m™ s?) registré una tendencia similar a los
controles, ya que la mayor disponibilidad de luz incremento las productividades (Figura

30) por lo tanto el CID fue bio-convertido a biomasa.

En la Figura 34 también, se observa que los tratamientos a PAR 35 y 65 (umol m™ s7)
tuvieron la concentracion mas alta de CID. Estd ampliamente reportado que el CID
determina el crecimiento de las microalgas (Vuppaladadiyam et al., 2018) entonces, se

esperaria que la mayor productividad de microalgas se obtuviera en dichos tratamientos,
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no obstante, los controles con menores concentraciones de CID obtuvieron mayores CCM,
Debido a que las microalgas realizan fotosintesis, la luz es un sustrato que condiciona la
fijacion de carbono en este sentido, los tratamientos PAR 35y 65 (umol f m s?), carecian
de luz suficiente para fijar la toda la carga de CO,. También esta reportado que el
incremento de CO, reduce el pH en consecuencia, se reduce la eficiencia de la anhidrasa
carbénica y con ello disminuyen las productividades de la biomasa (Zhao y Su 2014). Esto
concuerda con el descenso de pH (ver Figura 32) y las menores productividades de biomasa

obtenidas para los tratamientos a PAR 35y 65 (umol f m™ s), respecto a sus controles.

Adicionalmente en la Figura 34 se observa que los controles (sin carga de CO.) registraron
el mismo patrén de CID que los tratamientos (con carga de CO,), esto sugiere que el CO,
de salida (no absorbido) pudo alimentar a los controles y como resultado sus

productividades incrementaron.

En la Figura 35 se observa el carbono orgdnico total (mg L*) registrado para los

tratamientos y controles evaluados a PAR 35, 65y 130 (pmol f m= s7).
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Figura 35. Monitoreo del carbono orgdnico total a diferentes intensidades luminosas

En la Figura 35 se observa que los tratamientos a PAR 35y 65 (umol m™ s™) tuvieron la

concentracion de COT mas alta, posiblemente por a la alta concentracion de CO, 15% (v/v)
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en conjunto con la limitacion de luz provocaron lisis celular. Esta ampliamente reportado
que las concentraciones de CO, >5% (v/v) tienen efectos toxicos en las microalgas (Cheah
et al., 2015). Adicionalmente se ha reportado que el carbono organico incrementa en los
cultivos de microalgas debido a lisis celular (Barsanti y Gualtieri, 2014), es posible que el
COT en los tratamientos a PAR 35 y 65 (umol m™ s*) sea debido a lisis celular lo cual
coincide con las bajas productividades de dichos tratamientos en comparacién con sus
controles. Adicionalmente, se puede observar que el tratamiento a PAR 130 (umol f m= s?)
tiene una baja concentracion de COT en comparacion con los tratamientos a PAR 35y 65

(umol f m s™) no obstante, obtuvo los mayores CCM.

8.5.5 Fijacién de Nitrégeno en diferentes intensidades luminosas

En la Figura 36 se observa el monitoreo del nitrégeno total (TN), durante los dias de cultivo

para los diferentes tratamientos PAR y sus controles.
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Figura 36. Monitoreo de nitrégeno en los cultivos a diferentes PAR.

En la Figura 36 se muestra que la concentracion inicial de nitrégeno total (TN) fue de 210
mg L* y al finalizar los cultivos la concentracién de TN fue alrededor de 250 mg L. El

incremento de TN fue debido a que el volumen de los cultivos se recuperé con medio BGut
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después de cada toma de muestra para las determinaciones analiticas, es decir, se realizo
un cultivo en continuo (ver Figura 4 y Determinacién de los parametros cinéticos). El TN
fue suministrado a partir de NaNO; y el incremento de TN indica que no hubo limitacién

por nitrogeno.

Tabla 31. Consumo de nitrégeno a diferentes PAR

Intensidad Luminosa PAR 35 PAR 65 PAR 130
(pmol m=2s?)
Tratamiento (mg L d?) 4.5 +1.22 4.2t03 8.53 £ 1.46
Control (mg L*d?) 6.02 4.03 8.76

En la Tabla 31 se aprecia que el consumo de nitrégeno fue similar en los tratamientos PAR
35y 65 (umol m™ s?), con Px alrededor de 23 + 5 mg L* d* mientras que, el tratamiento
PAR 130 (umol ms™), obtuvo la mayor Px con 40 mg L™ d'. Respecto a los controles ocurrio
el mismo patron, pues a mayor intensidad luminosa hubo mayor Px, por lo tanto esto
explica los consumos de nitrégeno mas altos en los tratamientos con mayor concentracion
de biomasa. Markou et al., (2014), reportaron que el nitrégeno forma parte esencial de la
biomasa pues, es necesario para la formacion de &acidos nucleicos (DNA Y RNA),
aminodcidos y por ende proteinas, asi como pigmentos como clorofila y ficocianinas de

manera que el nitrogeno es un compuesto estructural de la biomasa.

8.5.6 Perfil bioquimico de la biomasa a diferente intensidad luminosa

8.5.6.1 Contenido de lipidos

Para cuantificar la productividad de los lipidos se empled la Ecuacion 26. El porcentaje de

lipidos el consorcio A, en diferentes intensidades luminosas se muestra en la Figura 37. Los
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tratamientos se les suministro carga de CO, ( ver Tabla 19) mientras que, los controles se

realizaron sin carga de CO..
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Figura 37. Contenido de lipidos a diferentes intensidades PAR.

En la Figura 37 se aprecia que los tratamientos con carga de CO, obtuvieron el mayor
porcentaje de lipidos con una intensidad luminosa de PAR 65 (umol m™ s”), seguida de
PAR 35 (pmol m™ s”) y finalmente la menor acumulacion de lipidos se obtuvo a PAR 130
(umol m™ s™). En el caso de los controles el patron fue similar pues el mayor porcentaje de
lipidos también se obtuvo a PAR 65 (umol m™ s™) aunque, el menor porcentaje de lipidos
se obtuvo con PAR 35 (umol m™s?). Por lo que, estos resultados sugieren que la intensidad

luminosa en conjunto con la carga de CO, promueven la acumulacién de lipidos.
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Tabla 32. Productividad de lipidos a diferentes intensidades PAR

Intensidad luminosa PAR 35 PAR 65 PAR 130
(pmol m2s™)
Tratamiento 2.935 + 0.29 4180 * 5.0 14.60 £ 1.0
P. (mg L' d?)
Control 3.583 3.037 5.82
P. (mg L' d?)

En la Tabla 32 se observa que los tratamientos con carga de CO2 lograron una mayor
productividad de lipidos respecto a los controles. Para los tratamientos y controles la mayor
productividad de lipidos se alcanz6 a PAR 65 (pmol f m™ s?), seguida de PAR 130 (pmol f
m s?) y finalmente la menor productividad de lipidos se obtuvo a PAR 130(pmol f m2 s7),

de manera analoga con el porcentaje de lipidos en la biomasa.

Kassin et al. (2017) cultivaron Chlorella sp. bajo las siguientes condiciones: temperatura de
30°C, iluminacién de 450 p mol m™ s, en las concentraciones de CO, (v/v) 0.04%, 5.0% y
15%, los lipidos obtenidos para dichas concentraciones de CO, fueron: 22%, 7% y 8% (p/p),
respectivamente. De manera que el incremento en la concentracion de CO, disminuy¢ el
contenido de lipidos, por el contrario, en este estudio los tratamientos con carga de CO,

lograron mayor contenido de lipidos sin carga de CO..

Kumar et al. (2014) reportaron que Chlorella sorokiniana tuvo una concentracion de lipidos
alrededor de 21 % (p/p), en concentraciones de CO, (v/v) de 5% y 15.63% es decir que,
Chlorella  sorokiniana mantuvo una concentracion de lipidos semejante,

independientemente de la concentracién de CO,a la que fue expuesta.

Esta ampliamente reportado que el estrés por la limitacion de algan nutriente
(principalmente nitrogeno), incrementa la acumulacién de lipidos (Iasimone et al., 2018).
También esta reportado de manera general el incremento de la intensidad luminosa mejora

el contenido de lipidos, aunque dependera de la cepa de microalga (He et al., 2015; [asimone
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et al., 2018). Sin embargo, debido a la limitacién de nitrogeno hay un efecto negativo en la
tasa de crecimiento y productividad de las microalgas (Packer et al., 2011). En este estudio
la limitacion del sustrato luz en conjunto con la alta concentracion de CO, promovieron el
incremento porcentual lipidos, asi como el incremento en la productividad de lipidos (Pv).
No obstante, hubo una disminucion en la tasa especifica de crecimiento y productividades
de la biomasa (Figura 30 y Figura 28). Estos hallazgos sugieren un estrés en los cultivos de

microalgas por altas concentraciones de CO..

Adicionalmente en la Figura 34 se puede observar que los cultivos con mayor concentraciéon
de CID (tratamientos PAR 35y 65 pmol m™ s?), son los tratamientos con mayor contenido

porcentual y productividad de lipidos (Py).

Kassim et al. (2017), indicaron que las microalgas pueden acumular lipidos hasta el 50%
(p/p), aunque de manera general tienen un contenido de lipidos del 20% (p/p). En este
estudio el contenido de lipidos para el consorcio “A” (Chlorella vulgaris cf.), fue de 37%

(p/p) en altas concentraciones de CO, por lo que, se obtuvo un porcentaje alto de lipidos.

Toledo- Cervantes et al., (2013) realizaron cultivos en lote de Scenedesmus obtusiusculus
bajo limitacién de nitrogeno, con intensidad luminosa de 54.7 p mol m™ s?, con mezclas de
CO. al 5y 0.04% (v/v), con 0.8 vvm. Reportaron que con la concentracion de 3.0 mg L™ de
nitrégeno obtuvieron el maximo contenido de lipidos. Para las concentraciones de CO,
0.04% y 5% (v/v), los contenidos maximos de lipidos fueron 15% y 49%, mientras que las
productividades maximas de los lipidos fueron 51 y 200 mgL™ d?, respectivamente. En
comparacion con Toledo- Cervantes et al., (2013), las productividades de lipidos en este
estudio fueron muy bajas debido que el porcentaje de lipidos y las tasas de crecimiento
fueron menores, adicionalmente las concentraciones de nitrégeno total al inicio del cultivo
fueron de 210 mg L™ y al final del cultivo cercanas a los 250 mg L™, dichas concentraciones
de nitrégeno se incrementaron debido a que se trabajo un cultivo en continuo por lo que,

cada toma de muestra se recupero con medio BGu fresco.
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lasimone et al., (2018) emplearon consorcios de microalgas provenientes de agua residual,
en diferentes intensidades luminosas, suministraron nutrientes a través de alicuotas de
agua residual, con una concentracion de nitrégeno total cercana a los 100 mg L, en su caso
el contenido y productividad de lipidos aumento con el incremento de intensidad luminosa
como se observa en la Tabla 33. A diferencia de este estudio, el incremento de intensidad

luminosa condujo a una reduccién en el contenido y productividad de lipidos.

Tabla 33. Lipidos obtenidos por lasimone et al., (2018).

Intensidad Productividad (mg Contenido %
luminosa L'd?) (p/p)

20 39.6 23.4

50 50.4 27.6

100 58.7 29.4

8.5.6.2 Contenido de carbohidratos

Para cuantificar la productividad de los lipidos se empleé la Ecuacion 26. En la Figura 38 se
aprecia el porcentaje de carbohidratos para el consorcio “A”, bajo diferentes intensidades
luminosas. Los tratamientos son cultivos con carga de CO, mientras que los controles se

realizaron sin carga de CO..
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Figura 38. Porcentaje de carbohidratos en diferentes intensidades luminosas.

Como se observa en la Figura 38 en el caso de los tratamientos con carga de CO,, el mayor
porcentaje de carbohidratos se registré a PAR 65 (pmol f m™ s*), seguido de PAR 35 (pumol
f m= s?) y finalmente el menor contenido de lipidos se registré con PAR 130 (pmol f m= s-
1), este patron fue el mismo que en los lipidos. Sin embargo, en el caso de los controles el
porcentaje de carbohidratos mas alto fue para PAR 130 (umol m™ s), mientras que PAR 65
y 35 (umol f m=s7) el porcentaje de carbohidratos fue el mismo. También se puede observar
que a PAR 35 y 65 (umol f m™ s?) los tratamientos con carga de CO, lograron

aproximadamente 40% (p/p) mas de carbohidratos respecto a los controles.

Esta ampliamente reportado que a medida que el nitrogeno se reduce, el contenido de
proteinas disminuye, mientras que el contenido de lipidos y carbohidratos aumenta
(Toledo- Cervantes et al., 2013; Kassim et al., 2017). En este estudio no hubo restricciones
de nitrogeno, como se aprecia en la Figura 34 sin embargo, el mayor contenido de
carbohidratos se obtuvo con los tratamientos PAR 35y 65 (umol m™ s). Esto sugiere que,
la limitacion de la luz en conjunto con la carga de CO, propiciaron el incremento de

carbohidratos. Estd reportado que cuando hay limitacién por algin nutriente, las

105



microalgas comunmente acumulan carbohidratos y lipidos (Markou et al., 2014), en este

sentido el nutriente limitante es la disponibilidad de la luz.

Dragone et al., (20n1) indican que la acumulacion de carbohidratos en las microalgas
habitualmente sucede bajo condiciones de estrés ambiental y también se debe a la
deficiencia de nutrientes, por lo que la biomasa tendrd bajas productividades. Los
resultados obtenidos indican que la mayor concentracion de carbohidratos se obtuvo bajo

altas concentraciones de CO, 15% (v/v) y limitacion de luz a PAR 65 (pmol m™s?).

Tabla 34. Productividad de carbohidratos en diferentes PAR.

Intensidad luminosa

(pmol m=s?) PAR 35 PAR 65 PAR 130
Tratamiento
Pc (mg L™ d”) 4,194 + 0.838 7.548+ 0.750 14.615+ 2.92
Control
Pc (mg L d°) 11.702 15.657 22.997

Tabla 35. Contenido de carbohidratos obtenido por Ho et al., (2013).

Cepa Contenido de Productividad de Nitrégeno
Carbohidratos carbohidratos (mg L'd?)
% (p/p)
C. vulgaris FSP-E 35 12.16 23.26
Sin restriccion
C. orbicularis Tai-o4 34.05 53.87
C. vulgaris FSP-E 35 54.13 97.43
Con restriccion
C. orbicularis Tai-o4 47-35 7718

Dragone et al., (2011) reportaron que la acumulacion de carbohidratos en las microalgas

generalmente ocurre bajo condiciones de estrés ambiental, y comtiinmente ocurre por
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deficiencia de nutrientes, en este contexto las altas productividades de carbohidratos se
asocian con una productividad de biomasa relativamente baja por lo que, comunmente no
es deseable la acumulacién de carbohidratos. De manera consistente con Dragone et al.,
(20m), en este estudio los mayores contenidos de carbohidratos se registraron en los
tratamientos con las productividades mas bajas de biomasa que corresponden a los cultivos
con carga de CO, a 35 y 65 PAR. En la Tabla 34 se puede observar que la mayor
productividad de carbohidratos se registro en el control a PAR 130 (umol m™ s?), debido a
que la productividad de la biomasa alta, por consiguiente la productividad de carbohidratos

fue alta.

Ho et al. (2013) estudiaron diferentes cepas de Chlorella para la generacion de carbohidratos
con restriccion de nitroégeno y sin restriccion de nitrogeno bajo las siguientes condiciones
de cultivo: temperatura de 28°C, mezclas de CO, 2.0 % (v/v), aireacién de 0.2 vvm, ciclos
de luz -oscuridad 16:8 h, intensidad luminosa de 6o p mol m™ s?, y obtuvieron los

resultados de la Tabla 35.

Los resultados obtenidos en este estudio son comparables a los obtenidos por Ho et al.,
(2013), ver la Tabla 35. Pues en los tratamientos con carga de CO, se obtuvieron los
siguientes resultados: 65 PAR el porcentaje de carbohidratos fue de 37% (p/p), seguido de

34% (p/p) a 35 PAR y finalmente a 130 PAR el porcentaje de carbohidratos fue de 18% (p/p).

Ho et al., (2013), indican que las microalgas Chlorella sp. y Chlamydomonas sp. se utilizaron
ampliamente en estudios para la produccion de bioetanol debido a su alto contenido, hasta
55% (p/p) en carbohidratos sin embargo, los carbohidratos son biomoléculas de poco valor
por lo que, es preferible el incremento de otros productos de valor agregado como los

lipidos o proteinas.
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9 Conclusiones

Las microalgas colectadas y cultivadas durante la caracterizacion cinética corresponden a

géneros que han sido reportados con representantes termdfilos.

Las capacidades cinéticas (tasa especifica de crecimiento, productividad y tasa de fijacién
de carbono) de los consorcios “A, B y C” mejoraron al incrementar la carga de CO, hasta 50

mg L'd™.

Las capacidades cinéticas de los consorcios “By C” fueron afectadas negativamente debido
al incremento de temperatura a 40°C, por lo que, las mayores capacidades cinéticas se
obtuvieron a 35°C. En contraste el consorcio A obtuvo mejores CCM bajo 40°C de

temperatura.

Las capacidades cinéticas mejoraron con el incremento de intensidad luminosa PAR

independientemente de la carga de CO, empleada.

Las capacidades cinéticas de los tratamientos, en intensidades luminosas de PAR 35y 65
(umol f m™ s™), fueron menores respecto a sus controles. Pues las bajas intensidades
luminosas restringieron las tasas de fijaciéon de carbono, induciendo un descenso de pH

debido a la carga de CO..

La capacidad de transferencia de masa (CO.,) tedrica para los cultivos de microalgas fue de
6.424 g CO, L d" a 35 °C mientras que, la maxima tasa de fijacidon de carbono fue de 72. 4
+ 5.78 mg CO, L'd", temperatura de 35°C, mezclas de CO, 15% (v/v) y PAR 130 (pmol f m™
s7). Debido a que la transferencia de masa (CO,) teorica fue un orden de magnitud superior
respecto a la tasa de fijacion de carbono, la limitante para el tratamiento de CO, en
condiciones representativas de los gases de combustidon fue debida a las capacidades

cinéticas de las microalgas.

Los consorcios de microalgas termofilas y termotolerantes cultivados en temperaturas

>35°C, con concentraciones tipicas de los gases de combustidén fueron capaces de fijar
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carbono. Sin embargo, las tasas especificas de crecimiento y productividades fueron bajas,
en comparacidon con cepas comerciales. No obstante, dichos desempefios cinéticos son

equiparables a los reportados para microalgas termdfilas.

PERSPECTIVAS:

Los consorcios de microalgas termdfilos empleados presentaron capacidades cinéticas
bajas para el tratamiento de CO, a partir de gases de combustion sin embargo, por su
naturaleza termofilica las microalgas podrian contener productos de valor agregado, como
proteinas, estables en altas temperaturas, por lo que se recomienda un andlisis detallado

de la biomasa.
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11 Anexo

11.1 Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar diferencias significativas entre las

tasas especificas de crecimiento (p) en los tratamientos 35, 65 Y 130 PAR con un o= 0.005y

95% de confiabilidad.
Ho: 35 PAR = 65 PAR =130 PAR
Ha: 35 PAR # 65 PAR =130 PAR

Con el ANOVA se encontraron diferencias significativas entre los diferentes tratamientos
PAR, por lo que se realizé una prueba de Tukey con un a= 0.005y 95 % de confiabilidad.

Finalmente se aplico una prueba Q, para verificar si los tratamientos tienen efectos

idénticos.
ANOVA
Descripcion Alfa 0.05

Error
Grupo Cuenta Suma Media Varianza SS Estandar Inferior Superior
35 PAR 3 134.407 44.802 74-433  148.866 5.915 30.330 59-275
65 PAR 3 138.03  46.004 27.488  54.970 5.915 31.532 60.477
130 PAR 3 255946 85315 212.919  425.839 5.915  70.843 99.788

116



Descripcién Alfa 0.05

Error
Grupo Cuenta Suma  Media Varianza SS Estandar Inferior Superior
35 PAR 3 134.4071 44.8024  74.4329 148.8658 5.9146  30.32909  59.2748
65 PAR 3 138.0134 46.0045 27.4878  54.9756 5.0146 315320 60.4769
130 PAR 3 255.9457 85.3152 212.9195 425.8389 5.9146 70.8428  99.7877
TUKEY Alfa 0.05
Grupo Media n Ss df q- critica
35 PAR 44.8023768 3 148.8657685
65 PAR 46.0044652 3 54.97563305
130 PAR 85.3152474 3 425.8389303
9 629.6803318 6 4.339
RUEBA Q
Grupo Grupo Media Error Q Inferior  Superior P- Media d-
! 2 estandar estadistico valor Critica Cohen
35 PAR 65 PAR  1.202 5.915 0.203 -24.461 26.865 0.989 25.663 ony X
130
35 PAR PAR 40.513 5.915 6.850 14.850 66.176 0.007  25.663 3.955
130
65 PAR PAR 39.311 5.915 6.646 13.647 64.974 0.008 25.663 3837
X: No hay diferencias significativas V'Si hay diferencias significativas
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