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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 RESUMEN

La finalidad de este trabajo de tesis, fue establecer un sistema de produccion de biomasa de la
microalga Botryococcus braunii en un biorreactor con un volumen de trabajo de 10L, que acople
un uso eficiente de energia luminica y macronutrientes en el medio, para proporcionar un estimado
de la productividad energética generada por la microalga a escala de laboratorio. A lo largo de este
trabajo, se muestran cultivos en lote y en continuo, modelos y simulacién de crecimiento, consumo,
y distribucion luminica, analisis termogravimétricos y simulacion de procesos termoquimicos.
Aunque, las técnicas utilizadas pueden ser utilizadas en cualquier microalga verde, el objetivo
principal fue evaluar especificamente el potencial que posee la microalga Botryococcus braunii
como fuente de energia renovable. Para esto, se evalla los flujos mésicos de salida en un sistema
de produccién adecuado y se relaciona con el potencial energético de la microalga como una fuente
alternativa de biocombustible, comparandola con combustibles convencionales de energia

renovable y fuentes fosiles.

1.2 ENFOQUE

Actualmente existe una preocupacion general frente al uso de los recursos naturales, las actividades
industriales y su efecto sobre el medio ambiente, por lo cual se han establecido regulaciones y
normas internacionales tal como lo es el tratado de Kioto (Naciones Unidas, 1998), las cuales
buscan racionalizar y minimizar el efecto de la actividad humana sobre el medio ambiente. A si
mismo, la academia busca contribuir a la salud del planeta, generando soluciones tecnolégicas que
permitan desplazar desarrollos anteriores, minimizando el impacto de las tecnologias menos

eficientes en cuanto al uso de los recursos naturales.

Algunas de las politicas propuestas son: reducir la emision de gases contaminantes, la produccion
de combustibles a partir de fuentes renovables, el manejo sostenible de los bosques, establecer
estrategias de proteccion de los suelos y areas costeras por medio del control de los niveles de
concentracion de contaminantes, la reduccion de la pesca excesiva y la promocion del desarrollo
sostenible. Finalmente se considera prioritario el cuidado de la Biodiversidad (Naciones Unidas,
1998).



Para resolver los retos descritos, la comunidad cientifica ha planteado como soluciones la
instalacion de unidades de filtracion de contaminantes, la busqueda de mejores materias primas, la
optimizacion de procesos para productos de consumo diario y la implementacion de alternativas a
la produccion de derivados del petroleo como biocombustibles y biopolimeros (Ali et al., 2015;
Alvarez, 2009; Demirbas, 2009; Nigam & Singh, 2011).

La busqueda para la produccion sostenible de combustibles alternativos, se remonta a la primera
crisis petrolera ocurrida en 1973 (Alvarez, 2009), en la que paises como Estados Unidos optaron
por la mezcla de gasolina y etanol, con miras a prolongar el tiempo de las existencias de los
combustibles fosiles, dando lugar al termino biocombustibles de primera generacion. El etanol
producido desde entonces para estos fines, utilizaba como materia prima los granos de maiz para
la fermentacion (Nigam & Singh, 2011). La técnica mas empleada para el afio 2008, la molienda
seca, producia el 80% del etanol utilizado en los Estados Unidos. La aceptacién exitosa de este
proceso, es debida a que el procesado del maiz, utiliza tecnologia convencional relativamente de
bajo costo (Alvarez, 2009)

Los biocombustibles de primera generacion, emplean como materia prima la biomasa de diferentes
materias primas de origen agroindustrial, las cuales son de interés, debido a su contenido de
almidon, azlcar y aceites, tales como la cafia de azucar, la remolacha o betabel, la semilla del
girasol, la soya, la palma, el ricino, la semilla de algoddn, el coco, el mani o cacahuate, entre
otros, para los cuales las técnicas de fermentacion, transesterificacion y digestion anaerobia son
aplicadas con el fin de obtener el biodiesel, bioetanol o biogés (Demirbas, 2009). En la actualidad,
se producen cerca de 50 billones de litros de biocombustibles de primera generacion anualmente
(Naik et al., 2010), sin embargo este tipo de biocombustibles presentan una gran desventaja,
relacionada con la desviacion de recursos alimenticios hacia la produccién de energia, desventaja
que se acrecent6 con el aumento de la poblacién y por tanto la demanda de alimentos, lo cual pone

en alto riesgo la seguridad alimentaria de las poblaciones mas vulnerables.(Naik et al., 2010).

En respuesta a la problematica relacionada con la produccion de biocombustibles de primera
generacion, surgen los de segunda generacién en los que el material lignoceluldsico disponible en
gran cantidad como residuos agroindustriales, es usado como materia prima para su produccion.
Tal es el caso del bagazo de la cafia de azucar, el rastrojo de maiz (tallo, hojas y olote), la paja de

trigo, el aserrin, las hojas y ramas secas de arboles (Naik et al., 2010) entre otros, de los cuales se
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obtiene una ventaja aparente con respecto a los biocombustibles de primera generacion, sin
embargo la produccién rentable no ha sido alcanzada, ya que la tecnologia ain es joven y requiere
de un desarrollo que permita disminuir los costos y aumentar la rentabilidad (Damartzis &
Zabaniotou, 2011)

Es asi como los biocombustibles de tercera generacion a partir de micro algas, surgen como una
alternativa econdmicamente sustentable, sus principales ventajas se relacionan con la reduccion de
las emisiones de COy, el cual es fijado y usado como fuente de carbono en el cultivo ademés de la
liberacion de O (oxigeno) al ambiente; asi el CO2 que se captura se estaria destinado a la
produccion de diferentes productos de interés comercial (Wang et al., 2008; Han et al., 2012; Taher
et al., 2015).

Las algas pueden cultivarse en areas donde no hay tierras fértiles, ni agua potable (Chisti, 2007),
asi que no compite con terrenos destinados a produccion agricola (Chisti, 2010), haciendo Utiles
desiertos y planicies (Demirbas, 2010). Es interesante destacar, que bajo condiciones de laboratorio
se han logrado obtener cultivos con contenidos de hasta 57% de lipidos adecuados para una
transformacion posterior en biocombustibles. En especies como, Chlorella protothecoides (Xiong
et al., 2008) estos porcentajes resultan ser superiores en comparacion a los obtenidos con plantas
como la palma de cera, dichas ventajas estan relacionadas con la alta eficiencia fotosintética que
las micro-algas poseen y que a su vez permiten postular a estos microrganismos como ayuda en la
mitigacion del calentamiento global ocasionado por el CO- y en el tratamiento de aguas residuales
(Nigam & Singh, 2011).

La biomasa en general es una promisoria fuente de material y energia que puede ser convertida en
combustibles solidos, liquidos o gaseosos (Alipour et al., 2014; Saidina et al., 2012; Uemura et al.,
2015). Diversos informes, documentan el potencial de la biomasa microalgal para generar
biocombustibles (Novakovic et al., 2005; Morais and Costa, 2007; Ratledge and Cohen, 2008).
Entre los diversos tipos que se pueden obtener se encuentra el biodiesel derivado de los aceites
(Sawayama et al., 1995; Banerjee et al., 2002; Morais and Costa, 2007; Nazari, 2015), el gas
metano producido por digestién anaerobia de la biomasa (Spolaore et al., 2006), bioetanol a partir
de la fermentacion enzimaética de la celulosa (Demirbas, 2009) y procesos termoquimicos que
conlleven a la generacion de combustibles liquidos, solidos y gaseosos (Onwudili et al., 2013;
Duman et al., 2014; Watanabe et al., 2015; Liu et al., 2017)
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La conversion termoquimica de la biomasa es un camino promisorio para la transformacién de
biomasa en diferentes formas de energia util (Lopez-Gonzales et al., 2013). Estos procesos
principalmente incluyen la combustion directa para generar calor y electricidad, dentro de los que
se encuentran la pirolisis y gasificacion, los cuales son usados para producir combustibles liquidos
y gaseosos, que son adecuados para alimentar eficientemente motores y turbinas (Blasi, 2009). La
pirolisis juega una rol importante en los procesos de conversion termoquimica, siendo el inicio
quimico de los procesos de gasificacion y combustion, dividiéndose en dos escenarios consecutivos
que involucran la descomposicion térmica de la biomasa, mediante la evaporacién de los

compuestos mas volatiles y una lenta conversion heterogénea a carbon (Blasi, 2009).

Entre las principales tecnologias termoquimicas, la gasificacion es considerado el proceso méas
prometedor con la mejor relacion entre el costo y la eficiencia para la conversion de biomasa en
bioenergia, incluyendo la biomasa lignoceluldsica (Lasa et al., 2011). La gasificacion es una
tecnologia que mediante una conversion termoquimica convierte material solido de base carbonosa
en gas de sintesis, el cual esta compuesto por hidrogeno, monéxido de carbono, diéxido de carbono
y metano (Balat, et al., 2009; Tiong et al., 2016).

La gasificacion tiene al menos 100 afios a partir de su primer uso. En 1920 los vehiculos en Suecia
eran propulsados con gasificadores de madera, para ampliar el uso de la madera, y contrarrestar la
escasez de las fuentes de petréleo, y durante la segunda guerra mundial, numerosos estudios fueron
enfocados en la optimizacion del disefio de los gasificadores de madera para el mejoramiento en
sus prestaciones (Khan et al., 2008)

Existe un potencial atractivo en la utilizacion de microalgas para la generacion de biocombustibles
renovables, dentro de estos beneficios se encuentra la destacable capacidad de fijar grandes
cantidades de CO2 (para la sintesis de 1Kg de biomasa se requieren 1,8Kg de CO;) (Mata et al.,
2010; Rawat et al., 2013), la habilidad para crecer en diversos ambientes (agua dulce/salada, sobre
tierra)(Pingle & Landge, 2013) y las altas tasas de crecimiento que posee (Brown et al., 2010;
Raheem et al., 2015). En el proceso de gasificacion, la biomasa algal normalmente es calentada en
cantidades deficientes de 02, aire 0 una mezcla de ambas, en donde el producto del proceso es una
combustion incompleta de la biomasa generando gas de sintesis, el cual puede mejorar su
rendimiento dependiendo de las condiciones de combustion (Sikarwar et al., 2017). Un significante
numero de investigaciones sobre el uso de microalgas unicelulares y pluricelulares para la
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generacion de bioenergia esta reportado en la literatura, contemplando procesos como licuefaccion
(Minowa et al., 1995; Brown et al., 2010), pirolisis (Miao et al., 2004; Shuping et al., 2010; Babich
et al., 2011) y gasificacion (Stucki et al., 2009; Brown et al., 2010; Chakinala et al., 2010).

1.3 ALGA

Las algas son reconocidas como una de las formas de vida mas antiguas (Falkowski, 1997), se
componen de una gran variedad de organismos eucariotas y procariotas principalmente
fotosintéticos, de diferentes complejidades, color y forma (Borowitzka & Moheimani, 2013). Son
catalogadas como plantas primitivas (Thallophytes) al no poseer organelas especializadas (raiz,
tallo, etc.), pero incluyen otras caracteristicas como la presencia de clorofila a, fijacion de carbono
a través de la fotosintesis y ambientes acuaticos o humedos para su crecimiento (Borowitzka &
Moheimani, 2013; Lee, 1980). La estructura que poseen las algas es especializada para la
conversioén de energia sin ningln desarrollo mas alla de la célula, y este desarrollo simple le permite

adaptarse a condiciones ambientales adversas y prosperar a lo largo del tiempo (Falkowski, 1997)

Las células procariotas denominadas cianobacterias, carecen de organelas como plastidios,
mitocondria, nucleo, aparato de Golgi y flagelo, y son mas afines a las bacterias que a las algas.
Las células eucariotas las cuales comprenden diferentes tipos de alga, contienen estas organelas
que le permiten sobrevivir y reproducirse, y son categorizadas dependiendo de una variedad de
caracteres principalmente definidas por su pigmentacion, ciclo de vida y estructura celular basica
(Khan et al., 2009).

Las clases mas importantes son: algas verdes (Chlorophyta), algas rojas (Rhodophyta) y diatomeas
(Bacillariophyta). Las algas pueden ser autotrdficas o heterotroficas, en donde las primeras
requieren solo compuestos inorganicos como CO., sales y energia luminica para su crecimiento;
mientras que la segunda clasificacion al no ser fotosintética, requiere de fuentes externas de
compuestos organicos y nutrientes como fuente de energia. Algunas algas fotosintéticas, poseen la
cualidad de ser mixotroficas, por lo que poseen la habilidad de obtener energia a través de la
fotosintesis y compuestos organicos externos (Lee, 1980). En las algas autdtrofas, el mecanismo
de la fotosintesis es el componente clave para su supervivencia, crecimiento y reproduccion, a
traves de la cual el CO. absorbido del ambiente se transforma en azucares, por la energia captada

por los cloroplastos de la radiacion solar, produciendo oxigeno y adenosin trifosfato (ATP),
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molécula la cual almacena la energia utilizable a nivel celular, para luego ser aprovechada en la

respiracion para producir la energia necesaria para el crecimiento (Falkowski, 1997).

1.4 SISTEMAS DE CULTIVO
En la produccion de biocombustibles, es necesario disponer de sistemas de cultivo a gran escala
(Chen et al., 2011). Los principales sistemas de cultivo algal son los estanques abiertos y

fotobiorreactores cerrados, en los cuales se entrara en detalle a continuacion

141 Sistemas Abiertos

Existen diversos tipos de sistemas abiertos de cultivo para la produccion de microalgas, los cuales
pueden ser naturales o artificiales algas en sistemas abiertos ha sido usada desde los afios 50
(Borowitzka, 1999). Estos sistemas pueden categorizarse en sistemas naturales (lagos, estanques y
lagunas) y artificiales como los raceway (Jiménez et al., 2003) (Fig. 1.1). Los raceway son
generalmente fabricados en como un sistema de recirculacion oval, que requiere poca energia para
su movimiento y que puede ser no mezclado. Estos sistemas abiertos son utilizados para la
produccion comercial debido a la alta capacidad instalada que poseen a un bajo costo de operacion.
La cultivacion de 50cm de profundidad, su mantenimiento y construccion econémicos hacen que
sea un sistema con una factibilidad mayor a la de los sistemas cerrados (Jimenez et al., 2003).

Cosecha
A

a |

Direccion de flujo \

-

AL

Propulsor

\ Cultivo algal /

Figura 1.1. Sistema de cultivo tipo Raceway

Los raceway, han mostrado ser un sistema Util para el cultivo de ciertas especies de algas como
Chlorella, Spirulina, Tetraselmis, Prophyridium, Chaetoceros, Scenedesmus, Pleurochrysis y
Dunaliella, entre otras, donde su crecimiento ha resultado ser efectivo en este tipo de sistema
abierto (Borowitzka & Moheimani, 2013).
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En contraste, las desventajas que poseen los sistemas abiertos es la alta posibilidad a una
contaminacion, principalmente por otras microalgas, hongos, bacteria y protozoos (Sharma et al.,
2007). Dada la problematica anterior, es dificil mantener cultivos de manera confiable a través del
tiempo. Debido a esto, las especies de microalgas usadas para este tipo de sistema, son aquellas
capaces de crecer en condiciones extremas, como por ejemplo D. salina la cual crece a
concentraciones altas de sal (Lee, 1986), lo que dificulta a especies contaminantes invadir el cultivo
y crecer. Otras especies que aplican este mismo principio son Spirulina (alta alcalinidad) y

Chlorella (alta concentracion de nutrientes) (Borowitzka & Moheimani, 2013)

1.4.2 Sistemas Cerrados

La produccién de microalgas basado en sistemas cerrados evitan los problemas asociados en la
descripcidn de sistemas abiertos. Por ejemplo, en la produccidn de productos de alto valor agregado
para la industria farmacéutica y cosmética a partir de microalgas, los sistemas abiertos no tienen la
capacidad de controlar factores simples como la contaminacion afectando los productos, que por
su delicadeza requieren procesos inocuos que garanticen la pureza del metabolito producido (Ugwu
et al., 2008). En este sentido sistemas cerrados como los fotobiorreactores, permiten el mono-
cultivo de especies especificas de microalgas por tiempo prolongados con un bajo riesgo de
contaminacion (Chisti, 2007). Los sistemas cerrados incluyen diversos disefios, encontrando
sistemas tubulares, planos, en columna, entre otros, siendo los mas apropiados para cepas sensibles,
debido a que permite mantener la asepsia del cultivo evitando la contaminacion, al mismo tiempo
que el monitoreo constante de las condiciones del cultivo, permite generar altas productividades de
biomasa. Sin embargo, el costo de los sistemas cerrados es sustancialmente superior al de los
sistemas abiertos, estando todavia alejados del punto de equilibrio que permita la produccién a gran

escala de estos sistemas (Carvalho & Meireles, 2006).

1421 Fotobiorreactor tubular

Este tipo de sistema, ha sido disefiado para atacar la limitacion existente sobre la longitud de los
tubos, recayendo la dependencia del disefio sobre la acumulacion del O, el agotamiento del CO>
y la variacion del pH en el cultivo (Eriksen, 2008). Por este motivo, el escalado no es indefinido y
las plantas de produccion son basadas en la integracion de multiples unidades de reactores, que son
usualmente tubos de plastico o vidrio acoplados a una bomba o sistemas airlift para mantener una

circulacién constante del cultivo (Tredici & Zlttelli, 1998). En este sentido, los sistemas tubulares
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son considerados una forma atil de produccion de biomasa en exteriores ya que pueden exponer

un area considerable a ser expuesta a la luz solar.

1.4.2.2 Fotobiorreactor Plano

Este sistema ha recibido la atencion de multiples investigaciones debido a la gran area que puede
ser expuesta a la iluminacion (Ugwu et al., 2008) y a la alta densidad celular que puede lograr en
sistemas fotoautétrofos (>80 gL ™) (Hu et al., 1998). Los reactores, son disefiados con materiales
transparentes para permitir la captura de un maximo de energia solar por las células, que fluyen a
altas concentraciones a través de la placa plana (Hu et al., 1998; Richmond et al., 2003). los
reactores planos son Utiles para cultivos algales de altas concentraciones celulares, debido a la baja
acumulacion de oxigeno disuelto y la alta eficiencia lograda cuando se compara con versiones
tubulares (Richmond, 2000).

1.4.2.3 Fotobiorreactor de Columna

Estos ofrecen el sistema de mezcla mas eficiente, la mayor transferencia volumétrica de masa y el
mejor de las condiciones de crecimiento del cultivo (Eriksen, 2008). Son de bajo costo, compactas
y faciles de operar, la aireacion comienza desde el fondo y sirve a su vez para la agitacion del
cultivo, la iluminacion es a través de las paredes transparentes (Eriksen, 2008) o internamente (Suh
& Lee, 2003) y su desempefio se compara favorablemente con los reactores tubulares (Chisti et al.,
2002).

1.5 Botryococcus braunii

Botryococcus braunii es una alga verde colonial que habita en agua dulce y aguas salobres,
embalses, estanques, o incluso lagos efimeros situados en zonas templadas, montafiosas, 0 zonas
tropicales (Wake and Hillen, 1980, 1981; Aaronson et al., 1983; Vera et al., 1997; Huang et al.,
1999; Metzger and Largeau, 1999; Volova et al., 2003). Esta alga es caracterizada por su
sobresaliente capacidad de sintetizar y acumular gran variedad de lipidos en una matriz externa
(Nustracion 1.1), dentro de las cuales se incluyen numerosos hidrocarburos, es decir compuestos
que solo comprenden carbon e hidrogeno como elementos constituyentes (Brown et al., 1969;
Knights et al., 1970).

Botryococcus braunii promete ser una fuente renovable para la produccién de hidrocarburos, para

la cual se han reportado rendimientos por medio del hydrocracking del destilado en 67% gasolina,
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15% combustible para turbinas de aviacion, 15% combustible diésel, y un 3% de aceite residual
(Hillen et al., 1982). La especie de Botryococcus braunii, ha sido clasificada en 3 razas diferentes
de acuerdo al tipo de hidrocarburos producidos. La raza A produce esencialmente n-alcadienos,
mono, tri, tetra y pentaenos, Co3 — Cas, los cuales son derivados a partir de los acidos grasos
(Metzger et al., 1985; Metzger et al., 1990), la Raza B produce triterpenoides, hidrocarburos
insaturados conocidos como Botryococcenos C3o—Caz, Y una pequefia cantidad de metil escualenos
(Metzger et al., 1985; Huang and Poulter, 1989; Rager and Metzger, 2000; Sato et al., 2003;
Achitouv et al., 2004; Metzger and Largeau, 2005a), y la raza L produce un unico hidrocarburo
tetraterpenoide llamado Licopadieno (Metzger & Casadevall, 1987; Metzger et al., 1990).

Se hareportado que B. braunii puede convertir el 3% de la energia solar en hidrocarburos (Bernard,
et al., 1986), su contribucion neta de CO.después de quemar sus hidrocarburos es negativa y su
potencial calorifico esta en el rango de 30 — 40 MJ kg™ (Banerjee et al., 2002). Generar 100MW
de energia en una central térmica usando biocombustibles derivados de Botryococcus braunii
puede reducir las emisiones de COzen 1.5 x 10° Ton afio™ (Sawayama et al., 1999)
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lustracion 1.1. A. Colonia de Botryococéus braunii exudando material lipidico. Fotografia 40x contraste de fases
de interferencia (DIC). B. Microscopia de fluorescencia. Trixi - Rojo Nilo

151 Medios de Cultivo para Botryococcus braunii

Multiples medios con diferentes formulaciones son empleados para el cultivo de B. braunii (Tabla
1.1). Las diferencias normalmente se enfocan en la fuente y concentracion de Nitrogeno (N),
Fosforo (P) y Hierro (Fe). Debido a que estos medios son utilizados para el cultivo de las diferentes

cepas de Botryococcus, no esta establecido cual es el mejor para fines especificos.

Tabla 1.1. Medio de cultivo usuales para Botryococcus braunii (Andersen, 2005b)
CHU-13 BG11 BBM AF-6
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mg L* mg L mg L mg L*

KNO3 400

NaNOs 1500 250 140
NH4NO3 22
KoHPO4 80 40 74 5
KH2PO4 17.5 10
CaCl2.2H20 107 36 24 10
MgSO4.7H-0 200 75 73 30
Citrato Férrico 20 2
Citrato Férrico de 6

Amonio

FeCl,.6H20 196
Acido Citrico 100 6 2
NaCl 25

Na,COs 20

FeSOq4 5

EDTA 1 45
Na;EDTA.2H.0 1000
CoCl; 0.02 4
H3BO3 5.72

MnCl.4H,0 3.62 36
ZnS04.7H20 0.44 22
CuS04.5H,0 0.16

Na:Mo00O4.2H20 0.084 2.5
MES buffer 400
0.072N H2S04 1 gota

1.5.2 Factores Determinantes de Crecimiento

1521 Luz

La luz es la principal fuente de vida sobre la tierra, transformando fotones en energia quimica
utilizable a través del proceso de fotosintesis (Brown & Richardson, 1968) y en cultivos externos
la disponibilidad de la luz solar es el factor principal que limita el crecimiento y productividad de
la biomasa (Brown & Richardson, 1968). Las microalgas son capaces de adaptar su aparato
fotosintético de acuerdo a la luz disponible y su espectro (Yan et al., 2016), manteniendo una
eficiencia constante cuando la intensidad no llega a ser extrema o deficiente. En un estudio con
diferentes cepas de Botryococcus braunii creciendo bajo diferentes irradiancias (Li & Qin, 2005),
se encontr6 que la velocidad de crecimiento no era afectada cuando se trabajaba con irradiancias
entre 60 — 300 Wm, lo que indicaba que cada cepa se adaptaba su sistema para mantener una

productividad similar sin depender de la cantidad de luz emitida. La influencia luminica afectaba
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directamente la produccion de lipidos en donde el méximo contenido de lipidos se encontrd a una
intensidad de 100Wm,

También se ha encontrado que la longitud de onda incidente tiene un efecto sobre la morfologia de
la célula, la composicion de los hidrocarburos producidos y la fijacion de carbono. Baba y
colaboradores (Baba et al., 2012) encontraron que la luz azul (470 nm), verde (525 nm) y roja (660
nm) poseian efectos heterogéneos sobre el cultivo de Botryococcus braunii. Cuando usaban la luz
roja, la forma de la célula era mas simétrica con una tendencia semicircular, por otro lado, la luz
azul cambiaba la morfologia de la célula alargandola hacia una forma ovoide. La concentracion de
hidrocarburos bajo luz verde era inferior a las encontradas bajo luz azul y roja. Ademas, la

velocidad de fijacion de carbono aumentaba casi el doble cuando se usaba la luz azul.

15.22 Temperatura

Como la mayoria de los microorganismos, cada especie de alga posee una adecuada temperatura
de crecimiento, la cual afecta directamente su flujo metabdlico, captacion de nutrientes, y
disponibilidad de estos en el medio. En varios estudios de B. braunii, se ha encontrado que la
temperatura tiene un efecto sobre el crecimiento y contenido de lipidos del organismo. Yoshimura
y colaboradores (Yoshimura et al., 2013), realizaron un estudio del efecto de multiples factores
externos sobre el crecimiento de B. braunii, encontrando que la temperatura poseia un efecto
significativo sobre el crecimiento de la microalga, en donde la cepa se veia favorecida a
temperaturas de 30°C. En otro estudio Kalavecha (Kalacheva et al., 2002), estudié el efecto de 3
temperaturas diferentes (18, 25 y 32°C) sobre el crecimiento, contenido de lipidos e hidrocarburos
en Botryococcus braunii, encontrando que, temperaturas de 32°C, favorecian significativamente el
crecimiento, pero la cantidad de lipidos disminuia hasta 4 veces comparado con el cultivo a 25°C,
lo cual indicaba que la acumulacion durante el crecimiento aceleraba la produccion de
carbohidratos dentro de la célula, ademas el contenido de hidrocarburos no se vio afectado por la
temperatura. Lo mismo ocurrié en otro estudio (Sushchik et al., 2003) en donde la velocidad de
crecimiento fue casi idéntica a 18 y 25°C, pero fue mayor a 32°C, pero se encontrd que altas
temperaturas afectaban negativamente la acumulacion de lipidos intracelulares, pero sin afectar la

composicion de los hidrocarburos extracelulares
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1523 CO2ypH

El COg, es la fuente de carbono principal de los organismos fotosintéticos, siendo la materia prima
ideal para la formacion de azucares necesarios para la produccion de energia intracelular. Sin
embargo, el CO> disuelto en el medio afecta el pH, en donde una adicion no controlada puede
resultar en una disminucién tal del pH gque afecte negativamente el crecimiento de la microalga o

se pierda totalmente el cultivo (Brock, 1973).

1.5.24 Nitrogenoy Fosforo

El nitrégeno es un nutriente importante para el crecimiento de microalgas, debido a que es el
principal elemento para la sintesis de proteinas. La fuente de nitr6geno puede ser organica o
inorganica dependiendo de las caracteristicas de la especie en cuestion, debido a que algunas
pueden crecer mejor con amonio, urea o nitratos (Peccia et al., 2013). La fijacion del nitrogeno
también depende de diversas condiciones tales como temperatura (Priscu et al., 1989) o
iluminacion (Hardison et al., 2011). Es relevante mencionar que a través de altas concentraciones
de nitrato se puede obtener altas densidades celulares, sin embrago, una excesiva concentracion de

nitrato en el medio puede resultar toxico para el alga (Abeliovich & Azov, 1976).

El fosforo esta mas relacionado con la energia metabdlica a nivel celular (ATP, ADP), ademas de
ser necesario en la sintesis de ADN y ARN. Ademas, el principal constituyente de la membrana
celular y plasmatica son los fosfolipidos. Similar al nitrégeno, el fosforo depende de condiciones
luminicas para ser asimilado por la célula (Cembella et al. , 1984; Powell et al., 2008; Goncalves
et al., 2014). Usualmente la relacion N:P es mas importante que la concentracion individual de sus
componentes, indicando que se debe hacer uso de sus componentes pensando en una concentracion

conjunta que beneficie el crecimiento del microorganismo (Grobbelaar, 2012)

1.6 BIOCOMBUSTIBLES DE MICROALGAS

La idea promisoria sobre el uso de la microalgas para la produccion de combustibles tiene varias
décadas (Hillen et al., 1982), esta presenta mdltiples ventajas sobre las materia primas
convencionales, como son la no competencia por terrenos aptos para la produccién de alimentos,
forraje y otros productos de cosecha. Sin embargo, no todas las especies son adecuadas para la

produccion de biocombustibles
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Las algas son reconocidas como una de las formas de vida més antiguas y también como los
organismos fotosintéticos de mas rapido crecimiento en el mundo (Chisti, 2007). Estos organismos
fototroficos requieren para un Optimo crecimiento luz solar, CO, tomado del aire, agua y sales
inorganicas de sodio, potasio y fosforo (N, P, K), todo esto comprendido en condiciones de
temperatura entre 20-30°C (Singh, 2015). Las microalgas pueden fijar COz a partir de tres fuentes
principales como lo son la atmosfera, descarga de gases a partir de las industrias y carbonatos
solubles (Wang et al., 2008). Para la produccién de 100 t de biomasa algal, se fijan alrededor de
183 t de CO2 (Séanchez et al., 2003), conteniendo aproximadamente 50% de carbono en su peso
seco, lo que conlleva a un alto almacenamiento de energia que puede ser utilizado para la

produccion de diferentes productos

1.6.1 Biomasa

La biomasa generada por las microalgas es una materia prima que puede ser usada para la
produccion de energia a partir de su transformacion en combustibles sélidos, liquidos 0 gaseosos.
La conversion de la biomasa algal a energia abarca diferentes procesos ordinariamente usados para
biomasa terrestre, y la eleccion del proceso adecuado depende en gran medida del tipo y fuente de
biomasa, proceso de conservacion, asi como el producto final esperado (Brown & Richardson,
1968) . Las tecnologias de conversion para la utilizacion de la biomasa microalgal puede ser
separada en dos categorias basicas de conversién, la termoquimica y la bioguimica (Fig. 1.2),

ademas del uso de sus aceites después de un proceso de extraccion para la produccion de biodiesel.

Gasificacion Gas de Sintesis
Combustion Electricidad

Conversion Directa

termoquimica . .
| Pirolisis Bloacggfb grxlmgas,
Licuefaccion Bioaceite
Hidrotérmica
Biomasa Algal Hidrogeno .
Fotobiolégico Hidrogeno
Digestion .
Conversion Anaerobia Metano, Hidrogeno

Bioquimica
Fermentacién

Alcohélica Etanol

Figura 1.2. Procesos potenciales para la conversion de biomasa microalgal (Sukahara & Awayama, 2005)
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1.6.1.1 Conversién Termoquimica

La conversion termoquimica, abarca una serie de descomposiciones térmicas de los componentes
organicos de la biomasa para producir productos combustibles y es lograda a través de diferentes
procesos como combustion directa, gasificacion, licuefaccion hidrotérmica y pirolisis (Sukahara &
Awayama, 2005)

16111 Gasificacion

La gasificacion, es un proceso el cual involucra la oxidacion parcial de la biomasa a una mezcla de
gases combustibles a altas temperaturas (800-1000°C) (Clark & Deswarte, 2015). En el proceso de
gasificacion normal, la biomasa reacciona con oxigeno y agua (vapor) para generar gas de sintesis
o “syngas”, una mezcla de CO, Hz, CO2y CH4 (Demirbas, 2001) . La mayor ventaja que posee la
gasificacion como una via para transformar biomasa en energia, es que en esta se produce syngas
a partir de una amplia variedad de materia primas (Clark & Deswarte, 2015). El syngas es un
producto con un bajo poder calorifico (4 —6 MJ m) que puede ser quemado directamente o usado
como combustible para motores o turbinas (McKendry, 2002b).

La gasificacion de microalgas ha sido ampliamente estudiada por diversos autores. Hirano y
Coautores (Hirano et al., 1998) investigaron la gasificacion de Spirulina a diferentes temperaturas
(850, 950 y 1000 °C) con presencia de O». El gas de sintesis generado estaba compuesto por CO,
Ha, CHsy COo, con trazas de Oz, N2y C2Hay un incremento en temperatura mejoraba la fraccion
de H;a costa de CO, CO2y CHa.

Por otro lado Minowa (Minowa & Sawayama, 1999), investigaron la catalisis con Niquel sobre la
gasificacion de Chlorella vulgaris, en un sistema de N2 en ciclo a 350°C para producir CHa.
Grandes cantidades de catalizador resultaron en altas concentraciones de CHsy bajas de H,. En
otro trabajo Stucki y colaboradores (Stucki et al., 2009), usaron Spirulina platensis en una
gasificacion con agua super critica (SCWG) por sus siglas en inglés, para su transformacién en
combustible, obteniendo un gas de sintesis rico en CHsusando Ru como catalizador. En adicion,
Chakinala y Colaboradores (Chakinala et al., 2010), analizaron Chlorella Vulgaris para SCWG
con y sin catalizador, usando diferentes catalizadores. En su estudio ellos encontraron que el uso

de Niquel como catalizador a altas cargas, resultaba en un gas de sintesis rico en Ha.
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Otra investigacion realizada en el 2013 fue hecha por Yang y colaboradores (Yang et al., 2013), en
donde se realiz6 una co-gasificacion a una biomasa torrefactada de Spirulina platensis y Eucalyptus
globulus en un reactor de lecho fluidizado burbujeante de 30kW, obteniéndose altas cantidades de
H>y CHs4cuando la proporcion de biomasa microalgal era elevada, caso contrario ocurria con el
CO y LHV, los cuales disminuian al aumentar la cantidad de biomasa microalgal. Khoo y
colaboradores (Khoo et al., 2013) realizaron una gasificacion de Nannochloropsis sp. en un reactor
de lecho fijo a 850°C. Este estudio obtuvo como resultados la caracterizacion de las fracciones de
carbono, bioaceite y gas de sintesis en unos porcentajes de 58.18, 13.74 y 28.08% p/p

respectivamente, ademas de sus HHV que fueron 17.5, 34.1 y 32.9MJ kg respectivamente.

En el 2014 Duman y colaboradores (Duman et al., 2014) usaron residuos de Nannochloropsis
oculata para una gasificacién en reactor de lecho fijo a temperaturas de 600-850°C con vapor de
agua. Los resultados arrojaron una conversion de carbono del 70% y un gas de sintesis compuesto
principalmente por Hz (50%) y CO2 (35%), también se encontrd6 CHsy CO en proporciones de 10
y 6% respectivamente. En el 2015 Watanabe y colaboradores (Watanabe et al., 2015) realizaron
una gasificacion catalitica con Ni-Fe/Mg/Al a residuos de biomasa de Botryococcus braunii
después de realizar la extraccion de sus material lipidico a una temperatura de 750°C. Los
resultados arrojaron una conversion del 91% de los alquitranes formados en la fase de pirolisis en
gases monocarbonados CO, CO, y CHa. El gas de sintesis estaba compuesto principalmente de CO
y Hz en una proporcion H,/CO de 2.4. Estos estudios demuestran la importancia que tiene este

proceso dentro de la conversion energética de la biomasa de microalgas.

16112 Pirdlisis

La pirolisis es el proceso por el cual se da una conversion de la biomasa a bio-aceite (bio-oil), gas
de sintesis (syngas) y carbon, con temperaturas que van desde 350 — 700 °C en la ausencia de
oxigeno (Goyal et al., 2008). Para la conversion de biomasa a combustibles liquidos, se considera
que existe el potencial para la produccion a gran escala de biocombustibles que podrian reemplazar

el combustible liquido a base de petrdleo (Demirbas, 2006).

La Tabla 1.2, muestra caracteristicas generales y rendimientos esperados de diferentes sistemas de
operacion de la pirolisis (Bridgwater, 2007). La pirolisis instantanea o flash pirolisis opera a
temperaturas moderadas (500°C) con tiempos de residencia de alrededor de 1s, y es considerada
una técnica viable para un futuro reemplazo de combustibles fosiles por combustibles liquidos
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derivados de biomasa (Clark & Deswarte, 2015), debido a la alta eficiencia de conversion (95.5%)
que puede ser lograda (Demirbas, 2006). Sin embargo, grandes desafios deben ser superados, ya
que los aceites de piro6lisis son acidos, inestables, viscosos, contienen sélidos y son quimicamente
solubles en agua (Suh & Lee, 2003).

Tabla 1.2. Caracteristicas generales y rendimientos del proceso de pirolisis (Bridgwater, 2007)

Modo de Operacion  Condiciones % Liquido % Gas % Carbon
Pirolisis Instantanea T 400°C, Tiempo de residencia Cortos (Aprox. 1 s) 30 35 35
Pirolisis Rapida T 500°C, Tiempo de residencia moderados (10-20 s) 50 20 30
Pirolisis Lenta T 400°C, Tiempo de residencia largo 75 2 13

El uso de microalgas para el proceso de pirolisis ha sido estudiado por diversos autores. En ese
sentido, Miao y Wu (Miao & Wu, 2004) utilizaron pirolisis rapida para mejorar el rendimiento de
aceite extraido a partir de una cepa modificada genéticamente de la microalga Chlorella
protothecoides, logrando rendimientos de bioaceite de 18% con un poder calorifico superior
(HHV) de 30 MJ kg*. Los resultados de los estudios han demostrado que el aceite de microalgas
producido a través del proceso de pirolisis (Tabla 1.3) posee una mayor calidad un gran potencial

a ser usado como fuente de energia (Miao and Wu, 2004; Miao et al., 2004; Demirbas, 2006)

Tabla 1.3. Proceso de pirolisis en microalgas (1 atm)

Especie Produccion  Temperatura Liquido Gas Solido Referencia
°C _ Contenido Contenido
Contenido  HHV (%bs) (%bs)
(% bs) MJ kgt
Chlorella Heterétrofa 450 57.9 41 32 10.1 (Miao &
protothecoides Wu, 2004)
Chlorella Autdtrofa 450 16.6 30 (Miao &
protothecoides Wu, 2004)
Chlorella Autétrofa 500 18 30 (Miao et
protothecoides al., 2004)
Chlorella N/D 502 55.3 39.7 36.3 8.4 (Demirbas,
protothecoides 2006)
Microcystis Autétrofa 500 24 29 (Miao et
aeruginosa al., 2004)

16113 Licuefaccion Hidrotérmica

La licuefaccion hidrotérmica es un proceso que es empleado para transformar biomasa himeda en
combustibles liquidos (Patil et al., 2008). Este proceso es realizado a bajas temperaturas si se
compara con los otros procesos (300-350°C), altas presiones (5-20 MPa) y requiere de un
catalizador en presencia de oxigeno para producir el bio-aceite (Goyal et al., 2008). Los sistemas

para la licuefaccion hidrotérmica son complejos y costosos (McKendry, 2002a), pero poseen la

22



ventaja de convertir biomasa himeda en energia (Clark & Deswarte, 2015). El proceso utiliza agua
en condiciones sub-criticas para descomponer la biomasa en moléculas pequefias con una alta
densidad energética (Patil et al., 2008).

El estudio de la licuefaccion hidrotérmica en biomasa proveniente de algas, no es un
acontecimiento reciente. Dote y colaboradores (Dote et al., 1994) usaron licuefaccion hidrotérmica
a 300°C sobre Botryococcus braunii logrando un rendimiento méaximo de aceite de 64% en base
seca, con un HHV de 45.9 MJ kg, declarando un balance de energia positivo para el proceso
(relacion salida/entrada, 6.67:1). En otro estudio, Minowa y colaboradores (Minowa et al., 1995)
estudiaron el proceso con Dunaliella tertiolecta obteniéndose un 42% de aceite con un HHV de
34.9 MJ kg* y un balance energético positivo de 2.94:1, indicando que la licuefaccion hidrotérmica

es una opcion viable para la conversion de biomasa algal a combustibles liquidos (Tabla 1.4).

Tabla 1.4. Licuefaccién hidrotérmica en microalgas (30 atm)

Especie Produccion  Temperatura Liguido Gas Solido Referencia
°C _ Contenido Contenido
Contenido  HHV (%bs) (%bs)
(% bs) MJ kg

Botryococcus N/A 300 64 45.9 (Dote et al.,
braunii 1994)
Dunaliella N/A 300 42 34.9 (Minowa et
tertiolecta al., 1995)

1.6.1.1.4 Combustion Directa

El proceso de combustion directa es en el cual, la energia quimica almacenada en la biomasa es
liberada a través de una reaccion de combustion, en forma de gases calientes (Goyal, et al., 2008),
normalmente en una caldera, horno o turbina de vapor a temperaturas mayores a 800, usando
biomasa con contenidos de humedad menores a 50%, aunque la efectividad aumenta al disminuir
lahumedad de la biomasa (McKendry, 2002a), y el calor producido debe ser usado inmediatamente
sin posibilidad de almacenamiento (Clark & Deswarte, 2015). La combustion de la biomasa para
la produccion de energia es también una manera de usar el potencial energético que posee la
biomasa, ya que puede suplir desde servicios domésticos hasta procesos industriales a gran escala
(100-300 MW) (McKendry, 2002a).

La combustion directa de la biomasa posee desventajas generalmente en el hecho de requerir
pretratamientos de secado, picado y molido que requieren un gasto energético adicional que afectan

el costo (Goyal et al., 2008). La eficiencia de la conversion de biomasa a energia en plantas
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industriales se compara con la de las centrales eléctricas de carbon, aunque pueden incurrir en un
gasto adicional por el contenido de humedad de la biomasa, en donde la energia obtenida esta en
un rango entre 20-40%, con altas eficiencias en sistemas grandes (>100 MW) o cuando la biomasa

es co-combustionada en centrales eléctrica con carbdn (Demirbas, 2001).

1.6.1.2 Conversion Bioguimica

La conversion bioquimica de biomasa para producir energia, incluye procesos como fermentacion
alcohdlica, digestion anaerobia y produccion fotobioldgica de hidrogeno, los cuales a través de un
proceso microbioldgico-enzimético transforman biomasa en algun tipo de combustible con valor

comercial, que puede ser usado como fuente de energia en industrias, motores y hogares.

16121 Fermentacion Alcohdlica

La fermentacién alcohdlica es la conversion de los carbohidratos de la biomasa tales como
azucares, almidones y celulosa en etanol (McKendry, 2002a). En el caso de la biomasa microalgal,
la cual estd compuesta principalmente de almidén y celulosa, el proceso puede ser menos complejo
que al trabajar con material agroindustrial de desecho normalmente con alta cantidad de

lignocelulosa (Demirbas, 2001).

16122 Digestion Anaerobica

La digestion anaerdbica (AD) por sus siglas en inglés, es la conversion de residuos organicos en
biogas, compuesto principalmente de metano (CHs) y diéxido de carbono (CO,) (Chynoweth et
al., 2000). El proceso involucra 3 estados principales: hidrolisis, fermentacion y metanogenesis.
En la hidrolisis los compuestos complejos son transformados en azucares solubles. Después las
bacterias fermentativas convierten estos compuestos en alcoholes, acido acético, acidos grasos
voléatiles y gases como Hz y CO> los cuales son metabolizados a través de la metanogénesis en CHa
(60-70%) y CO2 (30-40%) (Chynoweth, et al., 2000). El gas producido contiene la energia de
alrededor del 20-40% del poder calorifico inferior (LHV) de la materia prima utilizada, y el proceso
es apropiado para biomasa con alto contenido de humedad (80-90%) (McKendry, 2002a), en donde
la biomasa microalgal es totalmente apropiada para el proceso. Se ha estimado que la conversion
de la biomasa microalgal en metano produce tanta energia neta como la generada por los lipidos
celulares (Heaven et al., 2011) , con la ventaja de que el caldo rico en nutrientes inorganicos de la

fermentacion puede ser usado para la produccién de nuevas microalgas (Phang et al., 2000).
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16.123 Produccion Fotobiol6gica de Hidrogeno

El hidrogeno (H2) es una fuente de energia limpia y eficiente que se encuentra naturalmente en el
ambiente (Clark & Deswarte, 2015). Las microalgas poseen la maquinaria genética, metabolica y
enzimatica necesaria para producir H. por via fotoquimica (Ghirardi et al., 2000). Durante su
crecimiento, las microalgas a traves de la fotosintesis constantemente estan convirtiendo moléculas
de agua en hidrogeno y oxigeno, el hidrogeno es usado como donante de electrones en el proceso
de fijacion del CO; transformandose en iones H* que son subsecuentemente convertidos por
enzimas hidrogenasas en Hz en condiciones anaerobias (Cantrell et al., 2008). EI oxigeno producto
de la fotosintesis tiende a solubilizarse rapidamente en el medio causando una répida inhibicion de
la enzima hidrogenasa, por lo que la produccién de hidrogeno fotosintético es impedido (Akkerman
et al., 2002; Cantrell et al., 2008; Fouchard et al., 2008; Ikuta et al., 1998). Existe un proceso que
consiste de dos estados en donde la produccion de oxigeno e hidrogeno son espacialmente
separados (Ghirardi et al., 2000). En la primera etapa, el alga se somete a un crecimiento
fotosintético normal. Durante la segunda etapa, las algas son privadas de azufre en donde son
inducidas las condiciones anaerobias y se estimula la produccién constante de hidrogeno (Melis &
Happe, 2016) . La produccion de hidrogeno por este medio se ve limitada a través del tiempo, ya
que el rendimiento de hidrogeno comienza a estabilizarse después de 60h de produccion. El uso de
este sistema no genera ningun tipo de residuos toxicos o perjudiciales para el ambiente, ademas
produce biomasa que puede tener multiples fines alimenticios, cosméticos o en su defecto para
generar energia a partir de otro proceso. Melis (Melis & Happe, 2016) encontré que usando el
proceso fotosintético de dos etapas, teéricamente pueden alcanzarse rendimientos maximos de

hidrogeno a partir de microalgas verdes de 198 kg Hz ha por dia.

1.6.1.3 Biodiesel

El biodiesel, es un combustible liquido obtenido a partir de lipidos naturales como aceites vegetales
0 grasa animales, con o sin uso previo (Sharma & Singh, 2009). Estos aceites son la materia prima
necesaria para la produccion del biodiesel a través del proceso Ilamado transesterificacion la cual
es una reaccion quimica entre los triglicéridos y un alcohol en la presencia de un catalizador,
obteniéndose como producto final mono-esteres a los cuales se les denomina biodiesel y glicerina

como subproducto (Fig. 1.3).
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Figura 1.3. Reaccion quimica para la produccion de biodiesel

Todo el biodiesel producido a partir de aceites debe poseer propiedades iguales o mejores al
Estandar Internacional de Biodiesel para Vehiculos (EN14214) para ser aceptado. El biodiesel
producido a partir de microalgas posee propiedades quimicas y fisicas similares al diésel de
petréleo, el biodiesel de primera generacion y se compara favorablemente con la norma EN14214
(Tabla 1.5). Sin embargo, el alto contenido de acidos grasos polinsaturados que componen los
triglicéridos del aceite microalgal, vuelven susceptible el producto a la oxidacion en

almacenamiento, por lo tanto, limita su utilizacion (Chisti, 2007).

Tabla 1.5. Comparacion de las propiedades del diésel producido a partir de diferentes fuentes

Propiedades Biodiesel 1"*  Biodiesel Algal Petrodiesel Estandar
generacion Biodiesel EN14214
HHV (MJ kg™) 31.8-42.3 41 45.9
Viscosidad Cinematica (mm? st) 3.6-9.48 5.2 12-35 35-52
Densidad (g mI%) 0.86 — 0.895 0.864 0.83-0.84 0.86 — 0.90
% Carbono 77 87
% Hidrogeno 12 13
% Oxigeno 11 0
% Sulfuro 0.0 - 0.0015 0.05 <10
Punto de Ebullicion 315 -350 180 — 340
Punto de Ignicién 100 - 170 115 60 — 80 >101
Punto de Nube -3al2 -15a5
Punto de Fluidez -15a 10 -12 -35a-15
Numero de Cetano 45 — 65 51 >51
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1.7 OBJETIVOS DE INVESTIGACION

1.7.1  Objetivo General

Establecer un sistema de produccion de la microalga Botryococcus braunii a escala de

K/
X4

)

reactor, que acople el uso eficiente de la luz, el Nitrogeno y el Fosforo, con el fin de obtener

el potencial energético de esta especie.

1.7.2 Obijetivos Especificos

% Desarrollar un modelo de consumo para el uso eficiente del Nitrogeno y el Fosforo en el
crecimiento de la microalga Botryococcus braunii.

%+ Establecer las condiciones luminicas del cultivo para el uso eficiente de energia luminica.

¢+ Comparar dos sistemas de produccion en funcion de los flujos mésicos obtenidos.

%+ Caracterizar energéticamente a Botryococcus braunii.

% Realizar un analisis comparativo en contexto energético, entre los resultados obtenidos y

los reportados para diversos combustibles convencionales y otras microalgas.

1.8 METODOS ANALITICOS

1.8.1 Cepa

La cepa usada en este trabajo fue la microalga Botryococcus braunii 572 de la coleccion de la
Universidad de Texas (UTEX), Estados Unidos. Los cultivos stock fueron mantenidos medio BG-
11, el cual se compone de (g/L): 1.5, NaNOs (nitrato de sodio); 0.04, KoHPO4 (fosfato acido de
potasio); 0.075, MgSOa4 (sulfato de magnesio); 0.0036, CaCl2-2H,0 (cloruro de calcio dihidrato);
0.00286, H3BOs (acido bdrico); 0.00188, MnSOs4-H,O (sulfato de manganeso); 0.00022,
ZnSO4-7H20 (sulfato de zinc); 0.00039, Na:MoOs-2H20 (molibdato de sodio); 0.00008,
CuSO4-7H20 (sulfato de cobre); 0.00004, CoCl2-6H.0 (cloruro de cobalto); 0.0034, FeSO4
(sulfato ferroso); 0.001, EDTA, a 100rpm y pH 8.

1.8.2 Cuantificacion de Biomasa

La biomasa celular fue determinada como peso seco en unidades de concentracion (g L), como
se explica a continuacion:

Un vial de 2ml fue lavado con agua desionizada para luego ser secado a 70°C toda la noche. El
tubo fue almacenado en desecador al vacio durante 1 hora, para luego ser pesado en balanza

analitica de 4 cifras decimales. Luego fueron afiadidos 2 ml de cultivo para ser centrifugado a
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12000 rpm por 10 minutos. Se descarta el sobrenadante y nuevamente se afiaden 2ml de cultivo y
se repite el mismo proceso de centrifugacion. Luego el pellet se lava 3 veces con agua desionizada
centrifugando a 10000 rpm por 5 minutos entre cada lavado para luego ser secado a 70°C toda la
noche, luego es puesto en desecador al vacio durante una hora y se procede a pesar. Tres (3) réplicas
son usadas para cada toma de datos. La concentracion celular es calculada usando la siguiente

ecuacion
0000000000000 (0 071) = (Ooooc+ooooooo = Ooooe) X250 (D0000060 1.1)

1.8.3 Determinacién de Nitrato (NO3)

La determinacion de Nitrato se lleva a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Cataldo y
colaboradores (Cataldo et al., 1975), que se basa en la nitracion del acido salicilico en medio acido,
generando un compuesto con un pico de absorbancia en 410nm. Después de la reaccion, este pico

puede ser observado con mayor nitidez cuando de hace un ajuste de pH a niveles mayores a 12.

COOH COOH
OH OH
__EL;
C1
NO,
COOH COOH
OH OH
NO3
_
c2
NO,

llustracién 1.2. Compuesto formado por la nitracion del &cido salicilico

Esta metodologia es sencilla, libre de interferencia ionica de nitrito y amonio, y permite una rapida
determinacidn del nitrato en extractos de plantas, usando espectrofotometria en el espectro visible
(Sandoval, 2015).

1.8.4 Determinacion de Fosfato (POa)

La determinacion espectrofotométrica Fosfatos es llevada cabo usando el método del acido
ascorbico (Murphy & Riley, 1962; Pradhan & Pokhrel, 2013), el cual se compone de dos reacciones
consecutivas. La primera reaccién es la formacion del heteropolidcido fosfomolibdico que es
generado en por la reaccion del molibdato de amonio y el tartrato doble de antimonio de potasio

con el fosfato presente en la muestra a pH acido. La segunda reaccién es la reduccién del
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heteropoliacido formado, por accion del acido ascoérbico, formando un complejo con un pico de

absorbancia de 880nm.

1.85 Viabilidad Celular

El uso de la hidrolisis del Diacetato de Fluoresceina (FDA), es un método ampliamente utilizado
en estudios para determinar actividad celular en células vegetales como indicador de viabilidad
(Saruyama et al., 2013; Widholm, 1972). La técnica se basa en la hidrdlisis del compuesto apolar

Diacetato de fluoresceina por diferentes enzimas intracelulares: Proteasas, lipasas y esterasas.

4+  2(CH3;COOH)

Diacetato de Fluoresceina Fluoresceina

lustracion 1.3. Reaccién del Diacetato de Fluoresceina (Green, 2006)

El producto de la reaccion enzimatica es la fluoresceina (Fig. 1) un compuesto polar que es retenido
intracelularmente debido a que su polaridad no permite que atraviese la membrana plasmatica
(Rotman & Papermaster, 1966), cuya fluorescencia al ser sometida longitudes de onda UV puede
ser medida utilizando un microscopio (Nishida et al., 1992; Saruyama et al., 2013; Yano et al.,
1998). En este caso, las células son sumergidas en una solucion de medio de cultivo a 2.5ppm de
FDA por 5 minutos, antes de ser analizadas en un microscopio de fluorescencia Nikon eclipse 80i,

con modulo y lampara de fluorescencia.
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CAPITULO 2

PARAMETRIZACION DE UN MODELO DE DISTRIBUCION LUMINICA
EN BIORREACTOR DE 10L, PARA OBTENER EL MAXIMO
RENDIMIENTO FOTOSINTETICO

2.1 RESUMEN

Las condiciones luminicas durante el cultivo de microalgas poseen un gran impacto sobre la
composicion de la biomasa y la eficiencia con que se usa la energia luminica, debido a que la luz
es el parametro mas significativo para el crecimiento y su distribucion dentro del cultivo es critico
para determinar la actividad fotosintética de la microalga. En este trabajo, fue desarrollado un
modelo de distribucion luminica para un reactor de 10L con la microalga Botryococcus braunii,
basado en las propiedades Opticas del microorganismo, el comportamiento del sistema
fotosintético, la geometria de reactor y la fuente de luz utilizada. Se simulo la intensidad luminica
en cada punto del reactor al incrementar la concentracion celular desde 0.1 — 1.0 gL™* cuando este
era iluminado por 4 lamparas LED simultaneamente, dividiendo el area iluminada en 3 regiones
(Saturacion, Fotolimitacion y oscuridad). Los resultados arrojaron que en Botryococcus braunii el
fotosistema tiene un punto de saturacion a intensidades de 850 y 420 (1] 1117201 para
células adaptadas a la luz y mantenidas en oscuridad respectivamente, soportando intensidades
de 1500

Q00 17207t sin padecer un dafio en su fotosistema. La simulacion de la distribucion luminica
en el reactor mostrd que en concentraciones menores a 0.3 gL la luz puede atravesar toda el area
del reactor con intensidades por encima al punto de saturacion del PSII. Entre 0.3 — 0.8 gL las
regiones fotolimitadas aumentan rapidamente hasta cubrir gran parte del area del cultivo, en donde
la zona oscura, aumenta hasta cubrir un area cerca al 39% cuando el cultivo llega a 1.0 gL, por
otro lado, la zona fotolimitada alcanza un 53% Yy solo un 9% se mantiene con intensidades de
saturacion. De acuerdo a la distribucién luminica obtenida, es posible determinar la concentracion
adecuada del cultivo para realizar el balance adecuado entre la concentracion celular y la intensidad
con la cual se ilumina el cultivo, para garantizar una adecuada irradiancia que permite mantener la

célula en un estado foto-saturado que maximice la eficiencia fotosintética de Botryococcus braunii.
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2.2 INTRODUCCION

Las microalgas son organismos unicelulares los cuales poseen una eficiencia fotosintética que
puede ser de 10 a 50 veces mayor que las plantas superiores, cuando se expresa en términos de
captura de dioxido de carbono (COy) (Vieira et al., 2000), las algas usan el agua como fuente de
electrones, el sol como fuente de energia y en el caso de las especies autétrofas, el didxido de
carbono como fuente de carbono (Janssen et al., 2003). A través de la historia, las algas han ganado
importancia como potenciales fuentes de energia renovable y en un futuro se espera que los
biocombustibles producidos por las microalgas sean econdmicamente mas eficientes que los
biocombustibles producidos a partir de recursos alimenticios que ponen en riesgo la seguridad
alimentaria del planeta (Mitchell, 2008).

Debido a que las microalgas son organismos fototroficos, la luz posee el mayor impacto sobre su
crecimiento, por lo que la iluminacion se vuelve uno de los aspectos mas importantes a considerar
en el disefio y operacion de fotobiorreactores (Carvalho et al., 2011; Janssen et al., 2003). A través
de los afios, multiples esfuerzos se han enfocado en lograr unas condiciones luminicas adecuadas
para el cultivo de microalgas, en donde se estudian factores como la distribucid n espectral de la
fuente de luz, intensidad y fotoperiodo, todo con el propoésito de establecer una adecuada
irradiacion del cultivo, en donde se conoce que estos factores son determinantes en la velocidad de
crecimiento de la biomasa, su composicion bioquimica y la produccién de metabolitos (Glemser et
al., 2016; Janssen et al., 2003; Yan et al., 2016)

Las microalgas poseen la habilidad de adaptar la organizacion molecular de su aparato fotosintético
de acuerdo a la intensidad luminica y su distribucién espectral (Hermsmeier et al., 1991; Yan et
al., 2016), estos procesos involucran cambios quimicos que ocurren en cortos periodos de tiempo
causados por los niveles de irradiancia y el espectro de la luz, conocidos como “foto-aclimatacion”
(Falkowski & LaRoche, 1991) e involucran la presencia de elementos mediadores de sefiales

Ilamados foto-receptores (Rudiger & Lopez-Figueroa, 1992).

A pesar de que la luz es fundamental para el proceso de la fotosintesis, una intensidad luminica que
sobrepase el nivel de adaptacion del aparato fotosintético causa una reduccion de la actividad
fotosintética. Si la energia luminica absorbida por los foto-receptores que llega a los centros de
reaccion, es mayor a la energia que puede utilizarse, se pueden generar dafios en el aparato

fotosintético (Demmig et al., 1992; Horton et al., 1994; Lucinski & Jackowski, 2006)
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Todo comienza cuando el microorganismo es expuesto a una fuerte iluminacién o incluso bajas
intensidades con condiciones desfavorables, tales como baja disponibilidad de CO. u otras
deficiencias nutricionales, que limitan la capacidad de los procesos asimilatorios, para utilizar de
manera eficiente la energia quimica (ATP) y el poder reductor (NADPH) producidos por la
actividad fotosintética. Bajo estas condiciones, la luz absorbida por pigmentos tales como clorofilas
o ficobiliproteinas, crean un exceso de excitacion, el cual induce la formacion de especies reactivas
de oxigenas (ROS) que pueden causar dafio al fotosistema, lo que conduce a una disminucién de
la actividad fotosintética, ampliamente denominada fotoinhibicion (Triantaphylides et al., 2008),
por lo tanto las células que crecen a intensidad luminicas altas pueden mostrar niveles significantes
de fotoinhibicion (Scott et al., 2010).

En foto-autotrofos oxigenicos, el principal sitio de fotoinhibicion es el centro de reaccion (RC) del
fotosistema Il (PSII), el cual es el componente més sensible a la luz del aparato fotosintético (\Vass,
2012). Un exceso de energia de luz absorbida por el PSII da lugar a la sobre-reduccion del conjunto
plastoquinona (PQay PQsg) en la fase hidrofobica de la membrana tilacoide, lo que conlleva a la
ausencia de plastogquinonas reducibles para formar el sitio de union entre el centro de reaccion del
PSIl y la plastoquinona Qg, y por consiguiente se da un bloqueo en el transporte de electrones
(Triantaphylides et al., 2008). Este bloqueo en el transporte de electrones es supremamente
peligroso ya que pueden formarse moléculas como oxigeno singlete (*O2), el cual es la ROS mas
peligrosa para una célula fotosintética (Triantaphylides et al., 2008), ademas otras ROS tales como
027, H202 y OH" pueden producirse durante el transporte reducido de electrones al aceptor del PSII
(Pospisil, 2009).

Un mecanismo para balancear la entrada y utilizacion de la energia luminica en la fotosintesis para
evitar un dafio considerable, consiste en la disipacion del exceso de energia absorbido a través de
calor en el PSII, con una consecuente menor cantidad de energia canalizada al centro de reaccion.
Este mecanismo de disipacion térmica de la energia luminica absorbida, resulta en una disminucion
de la fluorescencia de la clorofila monitoreada, leyéndose como enfriamiento no fotoquimico
(NPQ), debido a que es una foto-regulacion del sistema fotosintético, el cual es rapidamente
inducido y ocurre en escalas de tiempo similares a los ciclos de mezcla de las células circulando
en los cultivos (Eliers & Peeters, 1988; Garcia et al., 2012; Zonneveld, 1998).
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Los mecanismos de foto proteccion, asi como el funcionamiento normal del proceso de fotosintesis
esta ligado a la entrada de energia a través de particulas luminicas Illamadas fotones, expresadas
como micromoles de particulas (Fotones) por metro cuadrado por segundo (T1C10100172072), las
cuales se basan en el numero de fotones de una cierta longitud de onda incidente por unidad de
area y por unidad de tiempo y se usa comunmente para describir la radiacion fotosintéticamente
activa (PAR) por sus siglas en inglés, que se encuentra en el rango entre 400 - 700 nanémetros.
(Thimijan & Heins, 1983).

El camino éptico de estos fotones puede modelarse a través de ecuaciones matematicas efectivas
para la optimizacion y disefio de sistemas de produccion microalgal. Béchet y colaboradores
(Béchet et al., 2013; Béchet et al., 2015) realizaron un estudio donde se categorizo mas de 40
modelos de productividad microalgal, basado en la importancia dada al tratamiento de la luz. Como
parte de estos modelos, esta el modelo de distribuciéon luminica de Lambert-Beer, el cual asume
una caida exponencial de la intensidad luminica a través de un cultivo, partiendo desde su superficie
(Gao et al., 2017).

En el presente trabajo se evalué el comportamiento fotosintético de la microalga Botryococcus
braunii al aumentar la intensidad luminica, definiendo los flujos de fotones necesarios para
mantener un estado de saturacion del sistema fotosintético. Estos resultados fueron usados para
desarrollar un modelo de distribucion luminica a través del cultivo de Botryococcus braunii en un
reactor de 10L permitiendo predecir el estado fotosintético de la microalga en cada espacio radial
del reactor cilindrico, dependiendo de la concentracion celular y la fuente de luz durante su

crecimiento

2.3 MATERIALES Y METODOS

23.1 Cepa

La cepa usada en este trabajo fue la microalga Botryococcus braunii 572 de la coleccion de la
Universidad de Texas (UTEX), Estados Unidos. Los cultivos stock fueron mantenidos en cultivos
en suspension en medio BG-11 modificado, el cual se compone de (g/L): 1.5, NaNOs (nitrato de
sodio); 0.04, KoHPO, (fosfato acido de potasio); 0.075, MgSOs (sulfato de magnesio); 0.0036,
CaClz-2H20 (cloruro de calcio dihidrato); 0.00286, HsBOs (acido borico); 0.00188, MnSO4-H>0
(sulfato de manganeso); 0.00022, ZnSO4-7H,0 (sulfato de zinc); 0.00039, Na2Mo0QO4-2H,0O

50



(molibdato de sodio); 0.00008, CuSO4-7H,0 (sulfato de cobre); 0.00004, CoCl;-6H20 (cloruro
de cobalto); 0.0034, FeSO4 (sulfato ferroso); 0.001, EDTA, a 100rpm y pH7.5.

2.3.2 Fuente de Luz
La fuente de luz utilizada fue una lampara Life LEDs W120LDG 18W, con temperatura de color
de 6500K, un promedio de 50-70LM/W y un indice de color de 70.

2.3.2.1 Caracterizacién Fuente de Luz

Se utiliz6 un sensor LP 471 RAD acoplado a un equipo HD 2302.0 Light Meter para medir la
intensidad en Wm2de la lampara. A su vez, se caracterizd espectrométricamente la luz mediante
el uso de un equipo “Ocean HDX spectrometers” analizando las longitudes de onda emitidas en el
intervalo PAR. La intensidad relativa arrojada por el equipo, fue procesada mediante analisis
dimensional para hallar la longitud de onda energética de la lampara y transformar las unidades a

0000172071 de fotones.

En primera instancia se calcul el porcentaje de intensidad (%01 )aportado por cada longitud de
onda:

70:-100
%000 = F— (00000060 2.1)

Donde [, es la intensidad relativa mostrada por el equipo para cada longitud de onda (177 y > [,

es la sumatoria de las intensidades relativas en el espectro analizado.

Luego se calculd la energia que posee un foton para cada longitud de onda - [J]:

h O
Ooo = (DDooooen 2.2)

Donde h es la constante de Planck [J s] y LI es la velocidad de la luz [nm s™].

Al calcular la energia que debe aportar el foton de cada [1: y el porcentaje de intensidad relativa
que aporta cada longitud de onda en el espectro analizado, puede calcularse la energia total
"1 aportada por la lampara en el espectro PAR, a través de la sumatoria de las energias individuales

aportadas por cada por cada longitud de onda:
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Opp
Op = _—
: Z %150

T 100

(00000060 2.3)

Con el célculo de la energia total, se puede reemplazar la [1C1CCC11601 2.2 y despejar la longitud
de onda correspondiente a esta energia:

On=— (LOO00060 2.4)
[h

En este caso (11, es la longitud de onda que representa la composicion espectral de la lampara en
términos energéticos, la cual puede utilizarse, para calcular el flujo de fotones fotosintéticamente

activos de la lampara:

UUo

Donde [ es la intensidad de la lampara [Js'm™], (1 es la longitud de onda energética de la
lampara [m], h es la constante de Planck [Js], (] es la Velocidad de la Luz [ms?]y (1. es el
nimero de Avogadro [umol™?]. De esta manera puede obtenerse las micromoles de fotones

emitidas por la lampara por unidad de area y de tiempo
2.3.3 Coeficiente de Extincion Masico

La distribucién de la luz a través del cultivo, puede expresarse mediante la ecuacion de atenuacion
exponencial de la luz conocida como la “Ley de Lambert-Beer”. Esta ecuacion puede escribirse de

la siguiente forma:
00(C~Mo = Don 000 0 (DCO00060 2.6)
0 = Og0-Dootot (D000C0602.7)

Donde [ es la intensidad de la luz incidente, [ es la intensidad medida a una distancia L, (10 es
el coeficiente de extincion masico del cultivo en suspension, (- es la concentracion del cultivo y
[ es la distancia desde la superficie externa del sistema hasta la posicién de medida (Muller et al.,
2003).

En el célculo del coeficiente de extincion masico (- se debe tener en cuenta la dependencia de
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este al coeficiente de absorcion y el coeficiente de dispersion de las especie, por lo cual el calculo
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no puede estar ligado al cambio de una sola variable dentro de la ecuacidn, debido al error de
magnitud indeterminado, por lo que la manera mas exacta de calcularlo es la representacion de
0(=")c frente a la concentraciéon de biomasa, la cual da como resultado una linea recta
de pendiente [ - [1. Al conocer la longitud que debe atravesar el haz de luz dentro del cultivo
hasta el punto de medida, se puede calcular el coeficiente de extincién global (1. del cultivo
en suspension para un A determinado o en este caso para la fuente de luz LED.

En este caso se desarrollé un experimento que consta de un detector puesto sobre la superficie a 6
diferentes alturas de liquido ([J) usando 5 diferentes concentracion de cultivo (1), con una
Irradiancia incidente constante ([ = 47.5 [1(172). El equipo usado fue un sensor LP 471 RAD
acoplado a un equipo HD 2302.0 Light Meter

e — Detector

L4
L2

Lz . @ @@ 1

L R e E— Xcm

“

llustracion 2.1. Esquema experimental para el calculo del 1

Los resultados obtenidos seran comparados al modelo de Lambert-Beer a traves de un analisis de
varianza ANOVA, con un nivel de significancia del 5%.

2.3.4 Fotosintesis vs Irradiancia

La fluorescencia de la clorofila en vivo asociada al fotosistema Il (PSII), fue utilizada para evaluar
la actividad fotosintética de la microalga Botryococcus braunii Utex 572 con células adaptadas a
laluz y a la oscuridad. La actividad fotosintética fue medida con el uso de un equipo simplificado
basado en fluorescencia por pulso de amplitud modulada Junior PAM a través de una fibra dptica,
con una longitud de onda de 450nm y un rango de irradiancia entre 0 — 1500 (1[0 ]72["1, Se
comparan los datos obtenidos de las células mantenidas en oscuridad y las células adaptadas a la

luz para observar la respuesta de la tasa de transporte electronico relativo (rETR) determinando las
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regiones de fotoinhibicidn, saturacion y fotoxidacién, que dependen directamente de la intensidad
de la luz usada (Yarnold et al., 2015).

Unas curvas de respuesta luminica rapida fueron desarrolladas en alicuotas frescas de células de
cada tratamiento. Esto provee curvas P-I basadas en tasas de transporte electronico, las cuales en
ausencia de foto-respiracion y bajo condiciones adecuadas, han mostrado una buena correlacion

con las velocidades de produccién y asimilacion de O,y CO; (Beer et al.., 1998).

2.3.5 Distribucién Luminica

Se realiz6 una simulacion de distribucion luminica en dos dimensiones a escala real, utilizando el
software Microsoft Office Excel 2016® con la ayuda de la herramienta Visual Basic 6.0. EI modelo
se trabajo como una red nodal a través de un reactor circular con un diametro de 24cm, utilizando
cada celda como punto de medida con un area de Imm?. En la distribucion fueron acoplados los
resultados obtenidos en los apartados anteriores, indicando el grado de fotosintesis presentada por
la microalga en el reactor dependiendo del punto de localizacion, la densidad celular presentada y
la fuente de luz utilizada.

18cm

a N :

e )
e )
A /)

24cm i )
lustracion 2.3. Esquema de la iluminacion del biorreactor de 10L

]
]

(
\

Teniendo en cuenta la llustracion 2.3, se debe tener en cuenta el camino Optico que presenta un
flujo directo sobre una geometria cilindrica, en donde se asume despreciable la caida de intensidad
luminica en el aire, comenzando su disminucion al inicio de la pared de vidrio que esta en contacto
con el cultivo, asi el camino Optico seguido por el haz de luz, dependera exclusivamente de [y no
del radio (] (llustracion 2.4).
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llustracion 2.4. Flujo directo en geometria cilindrica

En este caso, se deduce que la intensidad luminica depende de dos coordenadas en el espacio, en

donde [,y y el camino oOptico viene dado por:

(0, ) =ND2=-02-00 (U0 000060 2.8)

Por lo tanto, si reemplazamos la ecuacion 2.8 en la ecuacién 2.7 tenemos que:
Do,y =00 .0-0o0BoGBE0E0)  (Qopoooéo 2.9)

Este modelo acoplado a una conversion de flujo molar de fotones, puede simular el
comportamiento fotosintetico del cultivo, a medida que la densidad celular dentro del reactor vaya

aumentando conforme crece la biomasa.

24 RESULTADOSY DISCUSION

2.4.1 Fuente de Luz

El espectro luminico de la fuente de luz posee su mayor intensidad entre 400-700nm, region en
donde la radiacion es fotosintéticamente activa (PAR), lo que indica que la lampara es adecuada
para el cultivo de organismos fotosintéticos (Thimijan & Heins, 1983). En la Figura 2.1 puede
observarse la distribucién de intensidades relativas segun la longitud de onda presentadas por la

fuente luz.
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Figura 2.1. Distribucion espectral de la lampara Life LEDs

El espectro muestra una gran importancia de la luz amarilla y azul sobre el color emitido de la
fuente LED, lo que implica que la mayor parte de los fotones emitidos hacen parte de la regién
PAR, lo que beneficia directamente al proceso de fotosintesis de la microalga (Yan et al., 2016).

En la pendiente de la gréfica (Fig. 2.2), se aprecia el factor de conversién calculado para estimar el
namero de [1[111 17207 segln sea la intensidad del haz de luz en (11172, para una longitud

de onda de 547nm (ld&mpara) y 450nm (JuniorPam).

2000
-'.A
1600
A
. & - i
7] .-"...' - - -
£ 1200 T
§ A ) - -
o -
E Lt -
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T y=3,7592x — @ - J.P 450nm
e
400 :z - y=4,5677x &=+ Lampara 547 nm
&
0 f-
0 100 200 300 400
Wm=2

Figura 2.2. Relacion de conversion entre i mol m2sy Wm? para la lampara Led y el junior Pam
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La Tabla 2.2 muestra las mediciones realizada a la lampara Life LED en 13 puntos diferentes sobre

su area de iluminacion, para calcular la intensidad incidente promedio emitida en 1172

Tabla 2.2. Intensidad promedio de la fuente de luz
Lampara Life Led
183.8 183.7 184.2 183.9
208.3 208.8 208.4 208.5
231.6 231.7 2312 231.5
2115 2117 211.1 2114
193.2 193.3 1935 193.3
226.7 226.7 226.7 226.7
WU 2353 2354 2357 | 2355
2145 214.7 214.9 214.7
186.7 186.6 186.2 186.5
217.0 217.0 217.0 217.0
2174 217.3 217.3 217.3
207.2 207.2 206.9 207.1
194.1 194.7 194.2 194.3
209.5 210.6 209.4 209.8

Los puntos seleccionados muestran una leve variacién entre las réplicas tomadas, lo cual puede ser
debido al posicionamiento milimétrico sobre la base de la ldmpara, ademas las variaciones entre
los diferentes puntos no fueron mayores al 10%, por lo que el valor de intensidad de la fuente luz,

fue trabajado como el promedio de todos los puntos medidos.

En la Tabla 2.1 pueden observarse los valores obtenidos y las constantes usadas para la

caracterizacion de la fuente de luz.

Tabla 2.1. Parametros calculados

h[Js] 6.63x10%
c[nm s7] 3x10%7
O[] 3.63x10%°
Co [nm] 547

o Wm7 200.8

75 [umolm™s™] 958.3
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2.4.2 Fotosintesis

Maximizar el potencial fotosintético de microalgas es uno de los métodos para el mejoramiento de
rendimientos. El entendimiento de las complejidades que abarcan el proceso de fotosintesis, brinda
mejores oportunidades para optimizar el ambiente de crecimiento de las especies fotosintéticas. La
actividad fotosintética medida a partir de la fluorescencia de la clorofila a in vivo fue monitoreada
en un cultivo en suspension de la microalga Botryococcus braunii Utex 572. Las curvas de
respuesta luminica rapida fueron determinadas por la tasa de transporte electrénico relativo (rETR)
a 13 niveles de irradiancia, los cuales son valores predeterminados en el Junior Pam, variando las
intensidades de los pulsos desde 0 hasta 1500 pmolm~2s~'. EI rETR proviene de la eficiencia con la
cual, el fotosistema usa los fotones absorbidos para el transporte de electrones lineal,
comenzando con el producto entre el rendimiento cuantico efectivo del fotosistema Il (®PSII) y la
densidad de flujo de fotones fotosintéticos (PPFD) a una determinada longitud de onda (Yarnold

et al., 2015), como se muestra en la Ecuacion 2.8:
SO00=¢0000 - 0000 (DOOODH60 2.8)

La Figura 2.3 muestra las curvas realizadas a cultivos mantenidos en iluminacion y adaptados a la
oscuridad, en donde estos, se mantuvieron en ausencia de luz por un periodo de 12 horas antes de

la medicion.

40
*
35 * et * ... ;
¢ .- * )
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B 1 l
25 ("_ x ! ------- §--- -1
o ,!
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$ .
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Figura 2.3. Curvas de rata de transferencia de electrones relativo (rETR) vs intensidad PAR (0-1500 (][00 [(]7207Y),
en cultivos adaptados a la oscuridad (negro) y adaptados a la luz (verde). Puntos de datos individuales son
mostrados. Linea representa la media
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Las curvas del transporte de electrones relativo (Fig. 2.3), muestran los resultados obtenidos para
dos cultivos adaptados a diferentes condiciones luminicas. Puede observarse que las células
mantenidas en oscuridad, poseen un menor valor del rETR maximo (rETRmax=24.2 ymol m=2s™")

comparado con las células adaptadas a la luz (rETRmax=37 ymolm=2s~1)

La diferencia que se da entre los cultivos, es debido a la fotoaclimatacion que toma lugar debido a
las diferentes condiciones luminicas establecidas, en donde una serie de cambios fisicos, biofisicos,
bioquimicos y fisioldgicos interrelacionados entre si, ayudan a las células de la microalgas a
optimizar el uso de la luz disponible (Dubinsky et al., 1995) .La tasa de transferencia de electrones
aumenta rapidamente al incrementar las intensidades en niveles de irradiancia bajos cuando el
cultivo esta adaptado a la oscuridad. Cuando la luz aumenta a altas intensidades, la saturacién del
PSII se da debido a que el flujo de electrones excede la velocidad a la cual ocurre la reaccion de la
fotosintesis, produciéndose una reaccion no fotoquimica para disipar el exceso de energia
absorbido y evitarse una fotoxidacion o fotoinhibicion (Rena, 2016), por lo cual las células
adaptadas a la oscuridad requieren una menor intensidad de luz incidente para llegar al punto de la
méaxima transferencia de electrones (saturacion). Entre diversas especies de Botryococcus braunii
se ha reportado que B. braunii var Showa crece bajo condiciones 6ptimas cuando es irradiada con
850 10172071 a 30°C (Yoshimura , 2013)

Los resultados muestran que para las células adaptadas a la oscuridad ocurre la saturacion luminica
alrededor de los 420 0017207 con un valor de rETR de 26 D0 [17207L, y para las
células adaptadas a la luz la saturacion luminica ocurre alrededor de los 820 (1111172071 con
una rETR de 37 (11010172072, este resultado indica que las células adaptadas a la luz soportan
el doble de intensidad luminica sin alcanzar el riesgo de una fotoinhibicion y pueden aumentar la
rETR en un 40% respecto a las células en oscuridad. Estos resultados son comparables con los
obtenidos por (Yarnold et al., 2015) en donde se estudio el comportamiento del rETR en células
aclimatadas a la luz y celulas en deficiencia luminica de Clamydomonas reinhardtii. En el estudio
se encontrd que las células aclimatadas a condiciones de deficiencia luminica presentaban un valor
40% menor en su valor maximo de transporte de electrones relativo, que las células adaptadas a
mayores intensidades luminicas (251 y 152 ymolm™s™!, respectivamente), indicando que la
eficiencia del PSII se reduce significativamente en las células adaptadas a poca luz, ya sea por

el exceso de
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electrones desde los primeros sistemas de antenas de los complejos recolectores de luz (LHC) del

PSII, mayores niveles del PSII inactivos, o una combinacion de ambos.

En células aclimatadas a altas intensidades luminicas el ®PSII es alto pero la absorcion de la luz
es bajo, debido a la baja regulacién de las proteinas antena; mientras en células aclimatadas a baja
intensidad luminica ocurre lo contrario, una alta regulacién de las proteinas antena resulta en una
alta absorcion de luz, sin embargo, esta es usada con baja eficiencia por el fotosistema. Esto implica
que gran parte de la energia proveniente de los fotones no entra en la cadena transportadora de
electrones y debe ser perdida como fluorescencia o calor, o contribuird a un foto-dafio que pueda
causar foto-inhibicién (Yarnold et al., 2015). En la Figura 2.4 puede apreciarse la curva de
enfriamiento no fotoquimico que produce la microalga como medio de proteccion ante la sobre

saturacion de fotones
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Figura 2.4. Curva de NPQ vs la irradiancia de células en oscuridad e iluminadas

Este mecanismo (NPQ) es esencial para proteger la célula contra un foto dafio, al disipar la energia
luminica que excede la capacidad fotosintética (Eliers & Peeters, 1988; Garcia et al., 2012;
Zonneveld, 1998). En esta curva (Fig. 2.4) se puede observar que el incremento del mecanismo no
fotoquimico para liberarse del exceso de fotones en muy similar en las células en oscuridad y las
iluminadas, en donde se exhibe un NPQ relativamente alto a intensidades bajas (< 200
Q0017207 ), Esto sugiere un rapido cambio en el pH luminal tilacoide en las transiciones de
oscuridad a luz, y se ha demostrado que cultivos con gradientes luminicos moderados son

esenciales para el buen desarrollo de plantas y algas (Tikkanen et al., 2012).
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En este caso los cultivos iluminados se encuentran constantemente en fluctuaciones luminicas con
ciclos de luz/oscuridad en escalas de tiempo de segundos a minutos, de lo cual se ha reportado un
rendimiento bajo en la productividad del cultivo (Barbosa et al., 2003; Janssen et al., 1999, 2000;
Sforza et al., 2012), debido a la fotoinhibicidn bajo altos flujos de fotones y la foto-limitacion en
zonas oscuras. Esto puede explicar el comportamiento similar que ocurre con el NPQ en los
cultivos con y sin iluminacion, ya que los cultivos iluminados pasan tiempo en zonas foto-
limitadas, asi los mecanismos de proteccion estan continuamente activandose para evitar un dafio
en el fotosistema por un exceso de fotones, y a su vez estan continuamente adaptando su aparato
fotosintético para el procesamiento eficiente de fotones, lo que resulta en un rETR mayor que en
los cultivos sometidos a oscuridad, e igual tasa NPQ que estos.

2.4.3 Propiedades Opticas

Los resultados obtenidos bajo el experimento descrito en la lustracién 2.1, pueden observarse en
la Tabla 2.3, en donde puede apreciarse la disminucion de intensidad luminica, al aumentar o

disminuir la concentracién celular del cultivo o la columna de liquido entre la fuente y el detector.

Tabla 2.3. Intensidades locales dependientes de la Cb y L

lo=47.5 (W m?) Concentracion celular (Cb. g m®)
Longitud (m) 2000 1400 750 372 178
0.01 13.80 17.50 27.00 34.00 38.00
0.02 4.60 7.10 14.70 23.70 35.50
0.03 1.30 2.80 7.90 18.00 30.20
0.04 0.40 1.40 5.30 13.50 26.80
0.05 0.16 0.54 3.00 10.40 23.60
0.06 0.07 0.34 2.00 8.60 21.30

La variabilidad en las propiedades del cultivo tales como concentracién celular y profundidad,
puede afectar los coeficientes de absorcion y dispersion luminica en la region PAR, los cuales,
influencian directamente la cantidad de luz que viaja a través del cultivo. La unificacion de los dos
coeficientes da como resultado un coeficiente de extincion global masico, el cual, al ser un
parametro intrinseco del cultivo en suspension, su valor no depende de factores externos al cultivo.
En la Figura 2.5 puede observarse la caida de la intensidad luminica que experimenta un haz de luz

dependiendo de la concentracion del cultivo y la longitud atravesada desde la superficie.
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Figura 2.5. Curvas de atenuacién luminica para diferentes concentraciones del cultivo

En las gréficas presentadas puede observase que los datos de las curvas se ajustan a la ecuacion

exponencial de Lambert-Beer en donde cada ajuste dio un valor (Prob>F) < 0.05, lo que indica que
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el modelo se ajusta a los datos experimentales con una nivel de confianza de 95% (Tabla 2.4), en

donde las caidas de intensidad mas pronunciadas se ven en los cultivos que poseen mayor

concentracion celular (Chb=2000 y 1400 gm™) y los cultivos de menor concentracion celular poseen

una tendencia mas lineal.

Tabla 2.4. Anlisis de varianza (ANOVA)

Cb=2000gm~ DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Intensidad Regression 2 213,43703 106,71851 9819,59 6,21827E-8
Residual 4 0,04347 0,01087
Uncorrected 6 213,4805
Total
Corrected 5 144,59568
Total
Cb=1400gm DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Intensidad Regression 2 366,78528 183,39264 8954,46 7,47736E-8
Residual 4 0,08192 0,02048
Uncorrected 6 366,8672
Total
Corrected 5 220,05013
Total
Cb=750gm~ DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Intensidad Regression 2 1047,45216 523,72608 1841,12 1,76365E-6
Residual 4 1,13784 0,28446
Uncorrected 6 1048,59
Total
Corrected 5 450,58833
Total
Cb=372gm DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Intensidad Regression 2 2403,13311 1201,56655 1642,10 2,21609E-6
Residual 4 2,92689 0,73172
Uncorrected 6 2406,06
Total
Corrected 5 454,85333
Total
Cb=178gm~ DF Sum of Squares Mean Square F Value Prob>F
Intensidad Regression 2 5343,09374 2671,54687 5122,16 2,28391E-7
Residual 4 2,08626 0,52157
Uncorrected 6 5345,18
Total
Corrected 5 217,65333

Total

Resultados similares fueron reportados por Singh y colaboradores (Singh et al., 2018) en donde las

caidas de luz frente a un cultivo de Botryococcus braunii a través de los dias, mostraba que a
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medida que la concentracion celular aumentaba en el cultivo, las curvas de intensidad respecto a la
distancia cambiaban de una disminucion casi lineal, a una disminucion exponencial. Resultados
similares fueron reportados por Gao y colaboradores (Gao et al., 2017) en donde la distribucion
luminica en un cultivo de Haematotoccus pluvialis, poseia una caida exponencial en la intensidad
luminica, ajustandose adecuadamente a la ley de Lambert-Beer. En ese estudio el experimento
realizado se baso en la medida de la caida de la intensidad luminica de varios cultivos a diferentes
concentraciones celulares a una misma distancia, con lo que tedricamente se podria despejar
facilmente el coeficiente de extincion de la ecuacion de Lamber-Beer, pero bajo estas condiciones
experimentales el problema resulta al no tener en cuenta la dispersion luminica que generan las
células al cambiar la longitud del paso de la luz, por lo que varias expresiones empiricas dentro de
las cuales se encuentra un modelo hiperbdlico basado en la ley de Lambert-Beer utilizado en ese
estudio, han sido desarrollados para tener en cuenta la dispersion luminica de las especies (Acién
etal., 1997).

En este caso el desarrollo experimental basado en la medida de varias concentraciones celulares
relacionado con multiples distancias de medida, permite minimizar el error en el célculo de un
coeficiente extincién masico que relacione los coeficientes de absorcidn y dispersion, y pueda

explicar para este cultivo en especifico el comportamiento de la luz a través del cultivo.

El resumen del ajuste de la ley de Lambert-Beer a los datos recolectados en el experimento (Tabla
2.5), muestran que las concentraciones mayores son las que poseen una mayor representacion de

los datos con RZ mayores a 0.99.

Tabla 2.5. Resumen de los datos estadisticos

a b Statistics
Modelo Value Error Value Error Reduced Adj. R-
y = a*exp(b*x) Chi-Sqr Square
Cb=2000gm- 42,62751 0,98644 -1,12636 0,0197 0,01087 0,99962

Cb=1400gm=  42,78543 0,84642 -0,89511 0,01526 0,02048 0,99953
Ch=750gm™ 47,62697 1,63019 -0,57582 0,0206 0,28446 0,99684
Ch=372gm= 44,67829 1,46526 -0,29577 0,01347 0,73172 0,99196
Ch=178gm= 43,62868 0,86529 -0,12039 0,00609 0,52157 0,98802

En la Figura 2.6 y la Tabla 2.6 se encuentra la representacion y los coeficientes dados por
J(T)o frente a la concentracion de biomasa (1) la cual da como resultado una linea recta

de pendiente [ - [J, las cuales pueden verse en la Tabla 6.
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Tabla 2.6. Resumen del coeficiente de extincién méasico del cultivo en suspension

L (m) Pendiente ([ Oo oo
)

0.01 0.00057253 0.057253128 0.9918
0.02 0.00110324 0.055162156 0.9787
0.03 0.00170559 0.056852987 0.9851
0.04 0.00224985 0.056246342 0.9942
0.05 0.00271424 0.054284893 0.9873
0.06 0.00307738 0.051289606 0.9897

Promedio Desvest

0.055181519 0.00219866

Los resultados al despejar las pendientes de las lineas rectas, da como resultados un coeficiente de
extincion masico 15 = 0.055 + 0.0021(12(17%, que minimiza el error presentado por el efecto de
dispersion y absorcion al variar el camino dptico del haz de luz, el cual puede usarse para la

distribuciéon luminica en el reactor usando la Ecuacién 2.9.

2.4.4 Distribucion luminica en biorreactor de 10L

La anterior ecuacion de distribucion luminica es aplicada en una simulacion del biorreactor de 10L
aumentando su concentracion celular desde 0.1 gL hasta 1gL?, cuando se usan 4 lamparas planas
para iluminarlo desde 4 puntos rectos con una intensidad de 958.3 (1117 172[]"1, dando como
resultado una zona con intensidad de saturacion (Zona blanca), area fotoinhibida dentro del cultivo

iluminada con menos de 820 D117 172071 (Zona Verde), y la zonas de oscuridad (Zona negra).
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lustracion 2.5. Simulacion del reactor de 10L

En el primer recuadro de la llustracion 2.5, puede observarse que a una concentracion de cultivo
de 100mgL! Ia luz incidente atraviesa completamente el cultivo, quedando iluminada toda el area
del biorreactor con un flujo de fotones que asegura la saturacion del aparato fotosintético de
Botryococcus braunii. A medida que vamos aumentando la concentracion del cultivo, el &rea de
fotoinhibicién (1< 820 (11017 [17207Y) va apareciendo en el centro del reactor aproximadamente a
300mgL?, manteniéndose una region fotolimitada, pero sin oscuridad hasta los 800mgL™
aproximadamente. Después de 800mgL™? el &rea oscura aumenta rapidamente, y el éarea
fotoinhibida cubre casi la totalidad del reactor a una concentracion de 1gL?, en donde pequefias
areas cerca a la pared del reactor tienen una intensidad luminica dentro del rango de saturacion
(8%), la mayor parte del area presenta una iluminacion limitada (53%) y gran parte del reactor esta
en oscuridad total (39%).

De acuerdo con (Singh et al., 2018) una alta concentracion de biomasa a altas intensidades

luminicas, reducen la efectiva penetracion de la luz dentro del foto-biorreactor, resultando en bajos
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rendimientos de biomasa. Similares resultados son reportados por (Zijffers et al., 2010) quienes
explican que un incremento en la biomasa a altas intensidades luminicas puede disminuir la
eficiencia de la microalga en la utilizaciéon de la luz. Se ha resaltado que cultivos con una alta
concentracion celular seguidos de un buen proceso de mezclado, estan sujetos a un flujo dindmico
de luz, en los cuales las células estan constantemente repitiendo un ciclo entre altas intensidades
luminicas y zonas oscuras donde domina la respiracién (Yarnold et al., 2015). Ciclos rapidos
luz/oscuridad en escalas de tiempo de milisegundos, resultan en el efecto “flashing ligth” el cual
puede mejorar la eficiencia fotosintética (Grobbelaar et al., 1996; Kok, 1956; Sforza et al., 2012).
En el caso del cultivo simulado en el biorreactor de 10L, los ciclos luz/oscuridad son de tiempos
mayores dependiendo de la velocidad de agitacion del cultivo, en donde se ha encontrado en otras
microalgas que ciclos menores a 12 segundos resultan en mejores productividades que ciclos

mayores a este tiempo (Takache et al., 2015).

2.5 CONCLUSIONES

Botryococcus braunii posee una gran capacidad para soportar altas intensidades luminicas sin sufrir
dafios en su sistema fotosintético, que puedan conllevar a una fotoinhibicion celular. Puede soportar
una irradiancia de 1500 CJ[J[JC[1720°1 permaneciendo su PSII en estado de saturacion,
sin observarse una pérdida de eficiencia debido a una fotoxidacion. Las células adaptadas a
intensidades altas de luz pueden soportar el doble de intensidad que las células adaptadas a

oscuridad antes de llegar al punto de saturacion.

La tasa de transporte electronico de Botryococcus braunii se ve afectado directamente por las
condiciones luminicas del cultivo, la adaptacion a condiciones de alta intensidad o de oscuridad se
ve reflejada en el valor de la tasa méxima cuando el PSII esta saturado, cuyo valor puede llegar a
ser de hasta un 40% menor en células adaptadas a oscuridad. Botryococcus braunii demostro en
este estudio, que posee eficientes mecanismos de foto-proteccion a través de vias no fotoquimicas
de disipacién de electrones, las cuales mantienen su efectividad sin importar el entorno de
adaptacion a altas intensidades o a la oscuridad, mostrando que las células adaptadas a la luz poseen
una mayor eficacia en el transporte electronico, asi como en las vias de disipacion del exceso de

estos a altas intensidades.

La simulacion de la distribucion luminica a través del reactor cilindrico mostro la gran dificultad

que presenta la luz para atravesar el un cultivo denso de Botryococcus braunii. Una alta
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concentracion celular de Botryococcus braunii reduce considerablemente la penetracion efectiva
de la luz, y hace que las zonas oscuras y fotolimitadas abarquen casi toda el area del reactor. Con
una variacion de la concentracion del cultivo desde 0.1 hasta 1.0 gL, el reactor pasa de estar bajo

una intensidad de saturacion total, a una con tan solo un 9% de saturacién y 39% de oscuridad total.
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CAPITULO 3

PRODUCCION EN LOTE Y EN CONTINUO DE Botryococcus braunii A
ESCALA DE BIORREACTOR DE 10L

3.1 RESUMEN

La produccion de microalgas como una fuente de energia renovable para la produccion de
biocombustibles, toma cada vez mas fuerza entre los cientificos del planeta. Un aspecto critico en
la actualidad sobre el cultivo de microalgas especificamente en Botryococcus braunii, es el cuello
de botella generado por el costo de produccidn de este organismo unicelular que va ligado al precio
de los medios de cultivo y baja efectividad en el proceso de escalamiento. En muchas producciones
estos medios de cultivo utilizan grandes cantidades de nutrientes que no son consumidos por
completo por la microalga, resultando en producciones ineficientes y costosas. Los nutrientes
usados en mayor cantidad en los cultivos y que influencian directamente el costo del medio son las
sales de Nitrato (NOs) y Fosfato (PO.), macronutriente relacionados directamente con el
crecimiento de las microalgas, los cuales son variados en las formulaciones de medios tales como
el BG11 yel Chu 13. Estos medios son generalmente utilizados para diferentes tipos de microalgas,
con una incertidumbre ligada a la inespecificidad de la formulacion a una especie en particular. En
la busqueda de la optimizacion sobre los sistemas de produccién, debe existir una formulacion
especifica que se adapte a las necesidades de la especie cultivada, que minimice el impacto
econdmico negativo que genera el uso indiscriminado de nutrientes, y que sea adaptable a sistemas
de produccion a escala mas grande. En este capitulo, se enfocd en encontrar las mejores
condiciones a escala de laboratorio para el crecimiento de Botryococcus braunii, integrando
modelos de consumo y crecimiento para predecir el comportamiento de los cultivos, y ser usados
a escala de biorreactor implementando sistemas en lote y en continuo. Los resultados obtenidos
muestran que tanto el crecimiento de Botryococcus braunii como el consumo de nitrato se ajustaron
adecuadamente al modelo logistico, explicando el comportamiento de los datos en un 99% con
valores P < 0.05, concluyendo que el comportamiento de los datos puede ser simulados a través de
las ecuaciones planteadas. Por otro lado, el modelo exponencial usado para formular la
concentracion de nitrato no tuvo un ajuste estadisticamente significativo sobre el comportamiento

de los datos, pero logro predecir con base en los parametros iniciales, el tiempo de agotamiento
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exacto del nitrato. Los montajes en lote y en continuo realizados en el biorreactor de 10L, mostraron
altas productividades de biomasa alcanzando 0.16 gL*d™, con la cual se obtuvieron 50g de biomasa
en un tiempo de 28 dias en el cultivo en lote y 106 g de biomasa en 60 dias de cultivo en continuo.
La produccién de lipidos obtuvo valores significativos entre la literatura, con productividades que
alcanzaron los 0.070 gL*d, debido a rendimientos de 44.2% p/p de material lipidico. El sistema
en continuo logro ser mas adecuado para el cultivo, debido a que el proceso permite producir
durante meses sin tener que gastar tiempos operacionales en el lavado, montaje, esterilizacién e

inoculacion, como si se deben tener en cuenta en el sistema en lote.

3.2 INTRODUCCION

Como todos los organismos fotosintéticos, Botryococcus braunii requiere CO., luz, nutrientes
inorganicos y agua para poder desarrollarse y crecer. La evaluacion de diversos medios de cultivos
aptos para el cultivo de Botryococcus braunii ha sido motivo de estudio por largo tiempo
(Dayananda et al., 2007) en los cuales los nutrientes que presentan principales variaciones son el
nitrogeno y el fosforo. El nitrégeno normalmente administrado en forma de nitrato proveniente de
sales inorganicas de sodio y potasio, es el principal componente para la sintesis de &cidos nucleicos
y proteinas durante el crecimiento (Dean et al., 2010; Yeesang & Cheirsilp, 2011), asi como el
regulador mas efectivo dentro del metabolismo secundario de la microalga (Peccia et al., 2013) en
donde su efecto sobre el crecimiento y acumulacion de lipidos han sido intensivamente estudiados
para cultivos en suspension (Allen et al., 2015; Dayananda et al., 2006; Gonzélez et al., 2014; Lupi
et al., 1994; Peccia et al., 2013). Se ha encontrado que la deficiencia de nitrégeno puede
incrementar el contenido de lipidos (Singh & Kumar, 1992) y la concentracion de acido oleico
(Choi et al., 2011; Zhila et al., 2005) en B. braunii. Por otro lado, se ha encontrado que altas
concentraciones de nitrégeno en el medio, pueden inhibir la sintesis de hidrocarburos (Ohmori,
Wolf, & Bassham, 1984). Se ha encontrado que algunas fuentes de nitrégeno pueden ser toxicas
para el cultivo, por ejemplo, el uso de NH4 puede disminuir el pH a niveles peligrosamente bajos,

causando dafios permanentes a las células (Lupi et al., 1994).

Por otro lado, el fosforo, esta ligado a la estructura de las membranas celulares membranas y a la
produccion de energia (Nalewajko et al., 1981). Una cantidad extra de P puede aumentar la
produccion de hidrocarburos producidos, esto no resulta de una concentracion excesiva del

nutrientes en el medio, sino de una disminucion en la relacién N:P (Casadevall et al., 1985).
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Adicionalmente, se sabe que Botryococcus braunii puede tomar rapidamente todo el fosfato
disponible y almacenarlo intracelularmente para utilizarlo posteriormente (Casadevall et al., 1985),

lo que debe ser tenido en cuenta cuando se estudian la velocidad de consumo de nutrientes.

Las concentraciones adecuadas de los nutrientes que componen mayoritariamente el medio, son
vitales para las producciones a gran escala de las microalgas, debido a que su uso irracional
encarece el costo de produccion del microorganismo, afectando negativamente la comercializacion
de los productos de interés. Hay diversas maneras de cultivar microorganismos con fines
extractivos, en particular para microalgas existen 3 métodos comUnmente usados para su
produccion, los cuales estan compuestos por procesos de cultivo en lote, continuo y semi-continuo,

de los cuales solo se trabajaron los dos primeros en este trabajo.

El cultivo en lote, es el método méas simple y comun que existe para la produccién de microalgas.
En este sistema, una cantidad limitada de nutrientes contenida en el medio de cultivo es inoculada
con una cantidad establecida de células en un recipiente, e incubado en condiciones favorables de
luz y temperatura y una mezcla homogénea del cultivo es necesaria para asegurar el intercambio
de nutrientes y gases. Normalmente se divide en 4 fases: Fase I, las células se encuentran una fase
adaptacion al medio, el crecimiento es casi nulo y normalmente tarda poco tiempo. Fase Il, las
células ya adaptadas comienzan rapidamente a consumir los nutrientes del medio y a crecer, es
aqui donde las células presentan su maxima velocidad de crecimiento. Fase 11, los nutrientes en el
medio estan casi agotados y no alimentan adecuadamente la alta concentracion celular que se ha
alcanzado, por lo que el crecimiento cesa y las células comienzan una fase de latencia. Fase 1V,
esta fase se conoce como la muerte celular, en donde las células en latencia han alargado su
existencia al maximo entes de morir, debido a la escasez de nutrientes en el medio (Doran, 2013).
El cultivo acaba cuando los nutrientes en el medio se han agotado y el crecimiento del
microorganismo se ve limitado, por lo que se procede a cosechar lo producido y realizar de nuevo

todo el proceso para un nuevo montaje

Por otro lado, la técnica de cultivo en continuo permite al organismo dentro del cultivo, permanecer
en un estado de maxima velocidad de crecimiento proporcionando las condiciones adecuadas de
cultivo, asegurando la produccién continua de nuevas células. Los cultivos en continuo han
probado excepcionalmente ser una herramienta Util para el estudio de las cinéticas de crecimiento,

asi como de la fisiologia y bioquimica de las microalgas (Doran, 2013). En sistemas en continuo,
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una cierta cantidad de medio fresco es afiadida continuamente al recipiente, a una velocidad de
flujo de alimentacion exactamente igual a la aplicada al flujo de salida del cultivo, lo que se
denomina tasa de dilucion. Esta tasa permite que el cultivo permanezca en un estado estacionario,
en donde los nutrientes dentro del cultivo, asi como la concentracion de biomasa se mantienen

constantes a través del tiempo (Doran, 2013).
3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Parametros Iniciales

3.3.1.1 Velocidad Especifica de Crecimiento
La velocidad especifica de crecimiento ([1) es el parametro que relaciona la concentracién celular
con el tiempo. Es una medida de la capacidad de generacion de biomasa que tiene la unidad de
biomasa. Es decir, mide la cantidad de gramos de biomasa que es capaz de generar cada gramo de
biomasa en la unidad de tiempo. Es calculada a través de la siguiente ecuacion

00(0o- ,

0= ) (00000060 3.1)
Up = 0o

Donde (I y [ son las concentraciones celulares (g L™) a un tiempo [y (1 (d) respectivamente

3.3.1.2 Caracterizacion Elemental

El cultivo de Botryococcus braunii fue cosechado y sometido a centrifugacién a 15000 g por 4
minutos descartando el sobrenadante y realizando 3 lavados para reducir el contenido de sales. La
biomasa cosechada se liofilizd. Botryococcus braunii se analiz6 por triplicado en un equipo
CHNSO LECO Truspec Micro, mediante el método ASTM D-5373-08 (2012). El analisis CHNSO

se realiz6 a 1050°C en una atmosfera de helio y los resultados fueron reportados en base seca.

A partir de los resultados obtenidos respecto al contenido de carbono, hidrogeno, oxigeno,
nitrégeno y azufre, se calculd la formula molecular de la biomasa CyHnOpNgSr, asumiendo n=1

con las siguientes expresiones:

%1 [0 %1 - 100

==, J=——— OC0000nen 3.2
OO0 %0 LI %0 ( )
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3.3.2 Cineticas Experimentales

3.3.2.1 Establecimiento del Inoculo

Para determinar un inoculo propicio para obtener una mayor productividad dentro de los cultivos,
se evaluaron diferentes concentraciones de inoculo en un montaje experimental con una duracién
de 21 dias, usando un medio de cultivo estandar reportado para el cultivo de Botryococcus braunii.
El experimento fue disefiado con un solo factor categdrico (concentracion del inoculo) y 6 niveles

del factor (Tabla 3.1), con corridas por triplicado para un total de 18 unidades experimentales con
un nivel de significancia del 5%.

El experimento tuvo en cuenta los siguientes parametros iniciales

e Todos los experimentos fueron realizados simultaneamente en un agitador orbital a 100rpm
e La iluminacion fue la misma para todos los ensayos con una intensidad de 30Wm
e La fuente de carbono suministrada fue NaHCOz afiadida al inicio del experimento a una
concentracion de 5gL™, para evitar errores con la dosificacion del CO()
Tabla 3.1. Concentraciones celulares iniciales evaluadas en cultivos de B. braunii
Factor Niveles
Concentracion

celular inicial 0,15 03 05 0.6 08 1,0
(g/L)

Para cada ensayo se realiz6 una cinética de crecimiento de 21 dias, tiempo durante el cual se

compara la productividad global gL 2d* entre los diferentes niveles de inoculo (Ec. 3.4)

Upo— 0

O

0= (00000060 3.4)

3.3.2.2 Evaluacion del Consumo de Nutrientes

El consumo de nutrientes fue evaluado a través de dos cinéticas experimentales realizadas por
triplicado en las cuales se analizé la cantidad y velocidad de consumo que posee B. braunii sobre
algunos nutrientes del medio reportado en la Tabla 3.2 (Andersen, 2005b)

79



Tabla 3.2. Medio BG11

Soluciones g/L
NaNO3 15
K2HPO4 0,04
MgS04.7H20 0,075
CaCl2.2H20 0,036
H3BO3 0,00286
MnS0O4.H20 0,00188
ZnS04.7H20 0,00022
Na2Mo04.2H20 0,00039
CuS04.7H20 0,00008
CoCl2.6H20 0,00004
Citrato Férrico de NH4 0,006
Acido Citrico 0,006
Na2EDTA.2H20 0,001

Las cinéticas fueron llevadas a cabo por un tiempo de 21 dias con una concentracion inicial
calculada en el numeral anterior. La fuente de carbono fue suministrada como CO:> con
alimentacion diaria con pulsos de 1 minuto. En el muestreo de la cinética se monitoreo el
crecimiento celular por peso seco y la concentracion de los nutrientes NOzy POsen el medio. De
los compuestos mencionados en la Tabla 3.2, fueron seleccionados el nitrato y el fosfato debido a
que son los que poseen el mayor efecto sobre la produccién de biomasa (Barsanti & Gualtieri,
2006; Richmond, 2007).

3.3.2.3 Cinéticas de Consumo
En el presente capitulo se busca la implementacion de un modelo que permita identificar el tiempo
de duracién del Nitrato durante la cinética de crecimiento, basandose en la concentracion inicial de

la microalga en el cultivo. Para esto se plantea un modelo simple, que permita formular un medio
de cultivo que dependa de la concentracién inicial ([1o) y el tiempo (1), con el objetivo de poder

usar el modelo para predecir el tiempo de duracion del NO3 dependiendo de [Jo.

El modelo para formular el medio se desarrolla con las siguientes suposiciones:

0
=0 U=0 00_z00 0O=0 popo
0
S 00000060 3.5
og ot ( 0L 3.5)
= Dj,

Resolviendo la integral queda:
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Lo -
o =101 +EU—(DW --1) (U0OLUC6L 3.6)
|

Donde, (o es la concentracion inicial de NOs (g L), (1 es la concentracion de NOs (g L) aun
tiempo t, [Jo es la concentracion inicial del cultivo (g L) aun (1 = 0, (1 es el rendimiento
estequiométrico de biomasa a partir de NOs (g %), [1 es el tiempo de duracion del montaje (d*) y

111 es la velocidad maxima de crecimiento (d™).

A partir del modelo se formulan 5 medios diferentes dependientes de la concentracion del inoculo
y el tiempo establecido de consumo, los cuales se evaltan mediante cinéticas de crecimiento y
consumo realizadas en matraces de 500ml con un volumen de trabajo de 200ml, a 22°C, con una
agitacion de 100rpm y una iluminacion constante de 30W/m? en la superficie. La fuente de carbono
usada fue CO; puro administrado en pulsos 2 veces al dia por 10 segundos durante la duracién de
la cinética. La toma de muestras se realiz6 3 veces por semana a todos los experimentos,
asegurandose que se tomara precisamente en los dias predichos para el agotamiento del NOs. El
fosfato en cada en cada medio fue afiadido de acuerdo a la relacion molar presentada entre el
nitrogeno (N) y el fosforo (P) en la formula molecular de la microalga. Todos los resultados de los
experimentos fueron obtenidos de cultivos individuales, llevados a cabo por triplicado para
asegurar gue las tendencias de los datos y las relaciones observadas en los parametros medidos del

cultivo son reproducibles.

3.33 Modelo

Los modelos cinéticos que describen los procesos microbianos sobre un sustrato en particular
suelen ser modelos no lineales, en donde a su vez se dificulta relativamente la estimacion de sus
parametros. Aunque algunos modelos pueden ser linealizados, su uso es limitado debido al error
asociado con la transformacion de la variable dependiente, resultando en estimaciones poco
precisas de los pardmetros. Asi, la regresion no lineal por medio de minimos cuadrados es a menudo
usada para estimar parametros cinéticos a partir de expresiones no lineales. Los parametros
estimados a partir de la expresion cinética linealizada, puede ser usada como estimacién inicial en
la iteracion de la regresion no lineal, usando un ajuste en la curva por minimos cuadrados para
ajustar el modelo desarrollado y estimar los pardmetros (consumo de sustrato y produccion de
biomasa). El error entre los valores observados y predichos es minimizado estableciendo el nimero

de iteraciones en el sistema. La herramienta “Solver” en el software Microsoft office Excel 2016®,
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fue usada para estimar y evaluar los pardmetros mediante el ajuste de los valores predichos por el
modelo matematico sobre los datos experimentales. Cada experimento fue repetido 3 veces y los
resultados fueron reportados como el promedio de sus valores. Para evaluar la precision del modelo
cinético, parametros estadisticos como el coeficiente de correlacion (Ec. 3.13) y la prueba de

hip6tesis a través de la distribucién F (Ec. 3.12) fueron empleados.

El modelo planteado para el desarrollo del presente capitulo, es un modelo no estructurado
ampliamente utilizado para describir el crecimiento de células microbianas a través de una ecuacion

logistica, la cual usa un modelo independiente del sustrato (Vinayagam & Murty, 2015).

3.3.3.1 Biomasa
El modelo utilizado para explicar el crecimiento microalgal, se basa en un modelo de tipo logistico

mostrado a continuacion:

O] U

— = - 0000060 3.7
= =i DD) ( )

Donde [ es la concentracion de biomasa (gL™), (1 es la maxima concentracion de biomasa (g L
1, 111 es la velocidad maxima de crecimiento (d?) y [ es el tiempo (d). La integracion de la

Ecuacion 3.7 se describe a continuacion con las condiciones iniciales de [1 = [1auna [1 = 0:

0= D[D[j: B
1= Y- ) (00000601 3.8)

|

3.3.3.2 Sustrato
El Nitrato fue utilizado como sustrato limitante para la produccion de biomasa, el cual acta como
fuente de nitrégeno en la sintesis de proteinas y acidos nucleicos en las fases de division. La

utilizacion del sustrato es usualmente representada por la siguiente ecuacion:

N N

- — == +00 O00000nen 3.
min Lo ( 0113.9)

Donde 1 = —_ (7 es el coeficiente de mantenimiento (ms). En este caso se hace la suposicion de

—0o

que todo el nitrogeno consumido es directamente utilizado para el crecimiento celular, debido a
que la fuente de carbono (CO>) es usada en exceso dentro del cultivo, haciendo que el nitrégeno

sea utilizado para el crecimiento de la biomasa hasta su agotamiento, por lo que [] =0, quedando:
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-0 =000 (00000060 3.10)

Sustituyendo la Ecuacion 3.10 en la Ecuacién 3.7 e integrando con las condiciones iniciales ([ =

], aun [J = 0), tenemos que:

DO D[H:
R R (P ol R

|

I =0o (D0000ner 3.11)

3.3.3.3 Andlisis Estadistico
La validacién estadistica del ajuste del modelo se realizd sujeta a la prueba F, la cual es una
distribucién continua de muestreo de la relacién de dos variables aleatorias independientes con

distribuciones chi-cuadrada, cada una dividida entre sus grados de libertad.
Se plantea la siguiente hipotesis:

Ho: Los datos experimentales se ajustan estadisticamente al modelo planteado

Ha: Los datos experimentales No se ajustan estadisticamente al modelo planteado

U0Upoo ST -9)/(0-2)

0000 20 —9)2/0(0-1)
oo

Uoooooooo (DO000ren 3.12)

0 =
Donde [1-, ¥ y ¥ son los valores experimentales, calculados y promediados respectivamente

de biomasa (X) o sustrato (S); (] — 2) y [(1J — 1) son los grados de libertad del numerador y
denominador respectivamente con [1 =# muestreos y [ | = #replicas

La Fcalculada S8 COMpara con la Frapia (Ver Anexo) tomada directamente de la tabla de distribucion

estadistica F 0.05. Para cada uno de los experimentos el valor Frpla Varia segin el nimero de

muestreos (1) y replicas ([1), para el cual se calcula los grados de libertad del numerador ([ — 2)

y del denominador [ (L] —1).

Si Fealculada < Frania 56 ACEPTA Ho, y se concluye que el modelo representa la distribucion de los
datos experimentales con un nivel de confianza de 95%, caso contrario Fcaiculada > Ftabla S€
RECHAZA Ho, y se concluye que el modelo NO representa la distribucion de los datos

experimentales
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El coeficiente de correlacidon R?es calculado a través del cuadrado del coeficiente de correlacion
de Pearson:

2
Hyy

02 (00000060 3.13)

==
oy

Donde [ 1y g es la covarianza de Yo, ¥0), [y, es la desviacion estandar de los valores calculados y

"y, es la desviacion estandar del promedio de los valores experimentales. El Esquema 3.1,

muestra el diagrama de flujo de la secuencia del proceso de Modelamiento matematico, analisis de
regresion y validacién del modelo planteado.

3.3.4 Cultivo en Reactor

Los resultados obtenidos en las cinéticas experimentales llevadas a cabo con volimenes de trabajo
de 200 ml, fueron la base para el escalado a volumenes mayores, utilizando el analisis de los
resultados para lograr igualar o mejoras las productividades al aumentar el volumen de trabajo.
Con la eleccion del medio quimicamente definido para el cultivo de Botryococcus braunii, los
montajes experimentales del cultivo en biorreactor en lote y continuo fueron llevados a cabo en un
reactor de tanque agitado con un volumen de trabajo de 10L, con una agitacion constante de 100rpm
a través de una turbina de flujo axial tipo pitch blade. La composicion del gas suministrado fue
automatizado a través de la estacion New Brunswick Bioflo Celligen 310 con programacion en
cascada a un flujo constante de 0.5L min™, estableciendo el pH como parametro a controlar, en
donde la mezcla de COz Yy aire varia automaticamente para mantenerlo en un valor de pH 8 el cual
esta reportado que favorece el crecimiento de Botryococcus braunii (Belcher, 1968). La
iluminacion fue aportada por 4 lamparas Life LED W120LDG 18W para un flujo de fotones de
958.3 (1111017271 por cada lampara.

3.3.4.1 Cultivoen Lote

Un cultivo en lote es un sistema cerrado iniciado por la inoculacién de un microorganismo bajo
ciertas condiciones ambientales (abierto o cerrado). En el cultivo en lote, medio fresco es afiadido
al inicio del proceso sin ser afiadido ningun tipo de nutriente durante el tiempo del cultivo y durante
todo el periodo el cultivo es mezclado a velocidad constante. Se realizd el montaje con la microalga
Botryococcus braunii a una concentracion inicial de 0.5g L™, un flujo de gases de 0.5L min?, y

una mezcla de CO,— Aire automatizado para mantener un pH constante de 8, en un biorreactor
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Bioflo 310 Celligen. La cuantificacion de nutrientes y biomasa se realizd segin la metodologia
descrita en los apartados 1.8.2,1.8.3y 1.8.4.

3.3.4.2 Cultivo en Continuo

Con la eleccion del medio quimicamente definido se cultivd Botryococcus braunii en biorreactor
de 14L con un volumen de trabajo de 10L en modo estacionario. Para seleccionar la tasa de dilucion
se tuvo en cuenta la maxima velocidad de crecimiento obtenida en lote, y de este valor se tomo el
90%, donde la méaxima tasa de dilucién ([1) corresponde a la velocidad especifica de crecimiento
del microorganismo y la cual establece el tiempo de residencia ([1). Estos parametros estan

relacionados de la siguiente forma:

(]

[
O=—=—= «~ [0== 00000o0o03.14
(] []

ol e

Donde [ es el caudal volumétrico de entrada del medio de alimentacion y de salida de medio de

cultivo con células libres y [ es el volumen de trabajo del reactor.

El sistema se operd en lote por un periodo de 6 dias antes de iniciar la operacion en continuo. El
flujo de entrada de medio se hace mediante una manguera masterflex estéril, conectada a una
bomba peristaltica que garantiza un flujo constante de trabajo; el flujo de salida es automatizado a
través de un sensor de nivel puesto en la superficie del liquido en el reactor, el cual al ser sumergido
activa una bomba peristaltica de salida, la cual remueve el volumen necesario para mantener solo
la punta del sensor sumergida. El tiempo de residencia del proceso fue el correspondiente a la tasa
de dilucion evaluada (0.1 d!). La toma de muestras se realiz6 aleatoriamente a través del tiempo,

hasta alcanzar notar variaciones grandes en el estado estacionario o alcanzar 50 dias de cultivo.

3.3.4.3 Viabilidad del Microorganismo

La viabilidad celular de Botryococcus braunii durante el montaje en continuo se valor6 al inicio y
al final del cultivo después de 68 dias en total, a través del protocolo de viabilidad celular estipulado
en el Capitulo 1 numeral 8.5, para determinar si la viabilidad celular habia disminuido a través del

tiempo.
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Esquema 3.1. Diagrama de flujo de la secuencia del proceso de Modelamiento matematico, analisis de regresién y
validacién del modelo planteado
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3.4 RESULTADOSY DISCUSION

3.4.1 Determinacion del Inoculo
Los resultados de las cinéticas experimentales, para estudiar el crecimiento y la productividad de
Botryococcus braunii dependiendo de la concentracidn inicial del cultivo, pueden ser observados

en la Figura 3.1.
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Figura 3.1. Concentracidn de biomasa a través del tiempo.

Estos resultados muestran, que el crecimiento de Botryococcus braunii posee tendencias diferentes
al variar su variar la concentracion inicial del cultivo. En concentraciones entre 0.15 — 0.5 gL?, se
observa un tiempo de adaptacion inicial antes de comenzar el crecimiento, resultado el cual esta
ausente en concentraciones iniciales entre 0.6 — 1.0 gL, en donde el crecimiento microalgal
comienza inmediatamente a partir del primer dia de cultivo. En la ANOVA (Tabla 3.3) puede
observarse que al menos uno de los niveles del experimento tiene resultados estadisticamente
diferentes a los demas tratamientos en cuanto a la productividad del cultivo (Ecn 3.4), en donde se

tiene un valor P<0.05.

Tabla 3.3. ANOVA de los niveles del factor

Df Sum Sq Mean Sq F Value Pr (>F)
Inoculo 5 0,012164 0,0024329 108,5 1,47e-09%**
Residuals 12 0,000269 0,0000224

Signif. codes: 07***” 0,001 ”**” 0,01”*” 0,05 “.” 0,1 “” 1

El analisis de varianza en este caso, es el soporte estadistico para determinar si el nivel donde se
obtuvo una mayor productividad difiere de los demas significativamente. Los valores de
productividad (Tabla 3.4) muestran valores muy similares por los reportados por Gouveia (Gouveia
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et al., 2017), en donde se estudio la productividad de biomasa, contenido de hidrocarburos y
carbohidratos en 16 cepas diferentes de Botryococcus braunii. Cepas con alta productividad
llegaban a 0.18 gLd?, mientras que el promedio se encontraba entre 0.07-0.10 gL*d. Los
resultados indican que la velocidad de crecimiento, se ve favorecida con el inoculo més bajo, lo
cual resulta conveniente para cultivos en continto debido a una mayor disponibilidad de la luz e

incremento de la eficiencia del sistema fotosintético.

Tabla 3.4. Velocidad especifica de crecimiento y productividad de Botryococcus braunii

Inoculo 015gLY 03gL?' o05¢gL? 06gL? 08glL? 1gL?

U (dh) 0,08054 0,04746  0,05323 0,05790 0,05555 0,05202

Productividad ~ 0,03162 ~ 0,02490  0,04897  0,06819 008411  0,09543
(g L7dh)

La productividad del cultivo es proporcional a la concentracién del inoculo, esto se debe a que hay
una mayor cantidad de células madre para replicarse, aumentando asi la cantidad de biomasa
producida. Esto debe llegar a un equilibrio entre inoculo inicial y paso de luz, puesto que no siempre
un mayor inoculo representa mayor produccion de biomasa debido a la dificultad de las células de
absorber la luz para realizar el proceso de fotosintesis. En la Figura 3.2, se puede observar los
niveles que tienen diferencias significativas entre si con un valor P<0.05, observando que solo
existen dos pares de niveles que no presentan diferencias significativas entre sus medias, y el resto
es estadisticamente diferente entre si. En otras palabras, se entiende que la productividad para los
indculos de 0.3 y 0.15 g/l es estadisticamente igual, por lo que el resultado del tratamiento no tiene
diferencias significativas, lo mismo pasa para las concentraciones de inoculo de 1 y 0.8¢/l las cuales
obtuvieron los mayores valores para productividad y son estadisticamente iguales, de resto entre
todas las posibles combinaciones de indculos existen diferencias significativas entre las medias de

productividad.
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Figura 3.2. Niveles de confianza por familia de niveles. 95% confianza

El disefio estadistico arrojo que el mejor inoculo debia estar entre 0.8 y 1 ¢/l, sin obtener diferencias
estadisticamente significativas entre ambas concentraciones. Un indculo alto representa un nimero
mayor de células iniciales para duplicarse, lo que se traduce en un aumento proporcional en la
productividad del cultivo, sin embargo, esto puede ser un problema a escalas mayores, ya que
densidades Opticas altas conllevan a un menor paso de la luz, provocando zonas oscuras en la cuales
las células estarian fotolimitadas, y el crecimiento no seria el mejor. Con base en los resultados
estadisticos obtenidos, se establecid que un inoculo entre 0.8 'y 1 g/l, es el ideal para obtener altas

productividades de biomasa a nivel de laboratorio

3.4.2 Consumo de Nutrientes

El consumo de nutrientes fue evaluado a través de un montaje experimental con el medio de cultivo
descrito en la Tabla 3.2. El inoculo para el ensayo fue el determinado en el numeral anterior
realizando los calculos respectivos para un inoculo en el rango entre 0.8 — 1.0 gL, donde el inoculo
real fue de 0.86 gL’ La fuente de carbono usada fue CO administrandola 3 veces al dia con pulso

de 1 minuto.

89



. 12
> - & - g/L Biomasa

45

, — & = NO3g/Lx10 10

35 $ - @= PO4mg/L -
-l " .“ 8
S 3 - .
§25 \ ts. . 66 O
g ' ‘l DL * Z 0o

2 \ . ~h&
& \ a - 4
m * L]

. ~. -

15 “’ . . || *.

1m' 'y = 2

0,5 x

0 _--.-——.———.._—.-—-.—'. 0

0 5 10 15 20 25
Dias

Figura 3.3. Cinética de crecimiento y consumo de la microalga Botryococcus braunii

Durante la cinética (Figura 3.3), se pudo observar que el consumo total de fosfato (PO.) ocurria en
unos pocos dias después de iniciar la cinética, lo cual puede ser debido a que la abundancia de este
nutriente estimula su propia acumulacién, y la célula puede usarlo gradualmente a medida que lo
vaya necesitando (Beuckels et al., 2015). El fosforo tiene un papel estructural fundamental en
muchas estructuras moleculares y celulares, como en el caso de los enlaces diéster presentes en los
acidos nucleicos y fosfolipidos, los cuales son indispensables en las estructuras membranosas
(Azcon & Bieto, 2008). En los ensayos presentados con el fosfato, se identificd que sin importar la
concentracion de fosfato en el medio (< 60 mg L), la concentracion de este llegaba a cero a més
tardar el dia 5, por lo que se optd por descartar el uso de un modelo para este, ademas de variar su
concentracion en el medio dependiendo del nitrgeno, estableciendo una relacion molar N:P de
10:1 la cual es establecida en la basandose en la composicion molecular de B. braunii (Grobbelaar,
2012). Caso distante ocurre con el nitrato, cuyo uso y acumulacion parece no tener relacion con la
disponibilidad de fosfato (Beuckels et al., 2015). El nitrégeno estd implicado en mdltiples
funciones celulares, es un componente necesario para la sintesis de pigmentos como la clorofila y
por lo tanto posee un papel fundamental en el proceso de obtencion de energia a través de la
fotosintesis. Ademas, es el principal componente de los aminoacidos, en donde su limitacién
influye en la traduccion de mMARN vy a su vez en la sintesis de proteinas; hace parte de la estructura

de vitaminas y forma parte de coenzimas y enzimas (Barsanti & Gualtieri, 2006).
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El principal uso de nitrato por la célula es la sintesis de proteinas asociadas a la replicacion del
ADN, por lo que es un nutriente que favorece la multiplicacion celular y por lo tanto afecta
directamente las tasas de crecimiento de las algas (Barsanti & Gualtieri, 2006; Peccia et al., 2013;
Turpin et al., 1988). Por esta razon su consumo es gradual y proporcional al crecimiento logrado,
como puede evidenciarse en Gréafica 3.3. Es sabido que el nitrégeno junto con el fésforo son los
nutrientes responsables de los conocidos “Bloom” de microalgas en cuerpos de agua provenientes

de actividades antropogénicas (Andersen, 2005a).

Tabla 3.5. Valores de pardmetros experimentales del cultivo de B. braunii en matraz con el medio BG11

Parametros BG11
Xmax (g L) 3.6

Tiempo (d) 21

Productividad (gL™d™?) 0.13
W (dY) 0.07
Yxp (g mg™) 0.31
Yxn(gg™) 4.21
YPO4 (mg PO, h'l) -0.16
ynos(g NOsh™) -0.06

La velocidad especifica de crecimiento es igual a la obtenida por Rao y colaboradores (Rao et al.,
2007), en donde se estudiaba la influencia de la concentracion del CO2 sobre el crecimiento de los
cultivos. Estos valores obtenidos en los parametros, seran reemplazados en la Ecuacion 3.5 para

formular los medios experimentales.

3.4.3 Obtencion de Rendimientos Tedricos

De acuerdo con Doran (Doran, 2013), es posible realizar un balance de materia en las reacciones
bioldgicas, a partir de la estequiometria de la reaccion cuando se conoce la concentracion del
sustrato y de la biomasa. Para el cultivo de B. braunii se consider6 que todo el nitrégeno proviene
del NOs suministrado y que este se usa por completo para el crecimiento representado de la

siguiente forma:

goooooud oo oouooog + 0ngd + duoooo oo ooy + 00oooo oo gguooog +
oo

— Ui0000d+ o00ioogo CO00nner 345

En este caso, la composicion molecular de la biomasa fue calculada a través de los resultados

obtenidos a partir del analisis CHNOS, sustituidos en las ecuaciones 3 y 4. Se procedidé a estimar
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la formula molecular de la biomasa de Botryococcus braunii, usando el azufre en vez del fosforo

debido a las especificaciones del equipo, dando como resultado la siguiente composicion.

1000 000000000 = D16 oo [o2e ooos [1TICTIINOM0 3.16

La formula molecular fue usada para el siguiente balance estequiométrico en la reaccion de

fotosintesis necesaria para el crecimiento de la microalga

U2+ 20+ 00 He+ 0 Ha— 0166 0.00 00260005+ 12 COOHOH603.17

1—-1=0 J0000060 3.18
[1—21=1.6611—1[1=0.83 DO000oIer 3.19
[J—[1=0.0900—-11=0.09 J0000060 3.20
—2+[1+30+4[1=0.261+21—[1=1.43 Joooooes 3.21
1 —[1=0.005 —[1=0.005 J0000060 3.22
[2+0.830201+0.0901113+0.00501 114 — [1111.66/ 10.09[ 10.26/ 10.005 + 1.43[ 12 Ooooonon 3.23

Con la ecuacion balanceada, se procede a realizar el calculo sobre el rendimiento tedrico de
biomasa a partir de nitrato Yxn

lq 19.2401 D:DDDDED 10 O O3 )
Upp = 0000000 10000000 5580 ; Ooooonen 3.24
0.0QDD]&
0]
[
ho =345 0 00000 O0oogneén 3.25
]

Reemplazando en la Ecuacion 3.6, se establecen las concentraciones iniciales de NOsen los 5
medios experimentales para validar el modelo, dependientes de la concentracién inicial de biomasa

en el cultivo y el tiempo establecido para el agotamiento del nutriente.

Tabla 3.6. Concentraciones de NO3 en los medios

Xo (/1) Tiempo (d) NOs (g/L)
Medio 1 (M1) 05 ~ 11 0,2512
Medio 2 (M2) 0.8 ~9.5 0,3166
Medio 3 (M3) 1.0 ~57 0,1869
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Medio 4 (M4) 1.0 ~ 8.6 0,3324
Medio 5 (M5) 1.0 ~14.2 0,7648
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3.4.4 Modeloy Ajuste

El interés de este, fue estudiar la factibilidad de su uso como predictor en los tiempos de consumo
cuando se varia la concentracion del sustrato y el inoculo inicial en el medio. Para lo cual se
modelaron el sistema de ecuaciones diferenciales para la biomasa y el sustrato simultaneamente,
estimando los parametros que ajustan el modelo al perfil o tendencia experimental de los datos. La
formulacién del medio fue realizado a través de un modelo exponencial de consumo, el cual no

esta ligado a un modelo de crecimiento. Los resultados de las cinéticas pueden observarse en las
Figuras 3.4 — 3.8.
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Figura 3.4. Cinética de Botryococcus braunii con el medio M1
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Figura 3.5. Cinética de Botryococcus braunii con el medio M2
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Figura 3.6. Cinética de Botryococcus braunii con el medio M3
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Figura 3.7. Cinética de Botryococcus braunii con el medio M4
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Figura 3.8. Cinética de Botryococcus braunii con el medio M5

El resumen de los parametros de los parametros obtenidos en las cinéticas puede verse en la Tabla
3.7.
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Tabla 3.7. Parametros experimentales de las cinéticas

PARAMETROS M1 M2 M3 M4 M5
Xo (g LY 0,5000 0,8000 1,0000 1,0000 1,0000
Xmax (g LY 2,6250 3,0500 3,2067 32250  3,8750
Hmax () 0,1020 0,1090 0,0966 0,082  0,1316
Yxn (gx gs?) 5,0955 4,3267 3,0495 3,1291 2,4844
So (g LY 0,2512 0,3166 0,1869 03324  0,7648
Productividad (gL%dY)  0,1012 0,1071 0,1051 0,060  0,1369
t finalizacion del NOs(d) 11,0000 11,0000 6,0000 9,0000 15,0000

Adicionalmente, la productividad méaxima de biomasa obtenida fue de 0.137 g L™d™, un valor de

productividad alto respecto a otros valores reportados para esta especie (Gouveia et al., 2017; Rao

et al. , 2007a; Rao et al., 2007b), en donde los valores maximos de productividad se encontraban

entre 0.07 —0.10 gL*d*

3.4.4.1 Modelo Logistico

Se estimaron los parametros del modelo para los 5 medios formulados, en las Figuras 3.9 — 3.13 se

presentan los datos experimentales y las curvas obtenidas de las ecuaciones cinéticas para el

consumo de sustrato y el crecimiento de biomasa, los cuales presentan un buen ajuste con un

coeficiente de correlacion R?alto, el cual puede observarse en la Tabla 3.8.
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Figura 3.9. A. Cultivo en matraz con el medio M1, cinética de consumo B. Crecimiento en lote de B. braunii
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Figura 3.13. A. Cultivo en matraz con el medio M5, cinética de consumo B. Crecimiento en lote de B. braunii

En cada una de las Figuras presentadas anteriormente, se puede observar la dispersién de datos
experimentales arrojada por las réplicas, las cuales, siguen la tendencia marcada por el modelo
logistico propuesto, tanto para el modelo de crecimiento como para el modelo de consumo, en
donde el modelo predice adecuadamente el tiempo de agotamiento del nitrato, sobre los 5 medios

formulados.
Tabla 3.8. Parametros modelo logistico acoplado (Biomasa-Sustrato)

PARAMETROS DEL M1 M2 M3 M4 M5
MODELO
Xo (g L'l) 0,6010 0,8437 1,1716 1,0732 1,1859
Xmax (g L) 2,8600 3,9293 4,4605 4,0040 5,0537
Mmax (d™) 0,1726 0,1210 0,0907 0,1190 0,1114
Yxn (OX gs'l) 4,6390 3,5940 2,6469 2,8751 2,4259
So(gL?Y 0,2512 0,3166 0,1869 0,3324 0,7648
Productividad (gL'ld'l) 0,1076 0,1469 0,1566 0,1396 0,1842
t finalizacion del NOs (d) 10,7 11 5,7 8,8 14,7
R’ Biomasa 0,9858 0,9819 0,9630 0,9782 0,9786
R2 Sustrato 0,9949 0,9932 0,9846 0,9932 0,9958

3.4.4.2 Modelo Exponencial

El modelo exponencial utilizado (Ec. 3.5), es de gran importancia en el desarrollo del presente
trabajo, la simplicidad de este modelo permite despejar facilmente sus variables, para ser utilizado
en el desarrollo de las formulaciones experimentales, basado en la concentracion inicial de la
biomasa y el tiempo establecido de consumo. Los parametros estimados, solamente fueron
ajustados al consumo de sustrato, debido a que el crecimiento exponencial no fue evaluado en este
trabajo. Fueron estimados los parametros del modelo para el consumo de nitrato en los 5 medios

formulados. En las Figuras 3.14 — 3.18 se presentan los datos experimentales y las curvas obtenidas
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de las ecuaciones cinéticas para el consumo de sustrato, los cuales presentan un buen ajuste con un

coeficiente de correlacion R?alto.
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Figura 3.14. A. Cultivo en matraz con el medio M1, cinética de consumo. B. Relacion de identidad del consumo —
datos experimentales vs datos modelados de Botryococcus braunii
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En cada una de las figuras presentadas anteriormente, se puede observar, que la dispersién de datos
experimentales arrojada por las réplicas, posee una tendencia similar el modelo exponencial usado
para la formulacién de los medios, en donde el consumo total del nitrato se da en un tiempo real
muy cerca al estimado. La comparacion entre los datos experimentales y los parametros usados en

el modelo exponencial pueden observarse en la Tabla 3.9.

Tabla 3.9. Parametros modelo exponencial (Sustrato)

PARAMETROS M1 M2 M3 M4 M5

DEL MODELO "Reg Modelo Real Modelo Real Modelo Real Modelo Real Modelo
Yxn 5,0955 3,4500 4,3267 3,4500 3,0495 3,4500 3,1291 3,4500 2,4844 3,4500
So 0,2512 0,2512 0,3166 0,3166 0,1869 0,1869 0,3324 0,3324 0,7648 0,7648
T finalizacion 11,0000 11,1722 11,0000 9,5666 6,0000 5,5295 9,0000 8,4879 15,0000 14,3507
R2 0,9723 0,9857 0,9702 0,9771 0,9508
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3.4.4.3 Prueba Estadistica

La prueba de bondad y ajuste fue realizada a través de la prueba F (Ec. 3.12 y 3.13), en donde se
calcularon los pardmetros estadisticos correspondientes para comprobar la hip6tesis nula (Ho) o
confirmar la hipétesis alternativa (Ha). El estadistico se aplicé a cada uno de los modelos probados

(logistico y exponencial).

Tabla 3.10. Andlisis estadistico modelo logistico

Consumo de Sustrato

M1 M2 M3 M4 M5
Valor F Tabla 2,9582 2,9582 4,4590 3,2592 2,7413
Valor F Experimental 2,3723 1,5871 2,4904 2,4311 2,4023
Ajuste Estadistico Seacepta Seacepta  Seacepta  Seacepta Se acepta
R2 0,9949 0,9932 0,9906 0,9932 0,9958
Crecimiento de Biomasa

M1 M2 M3 M4 M5
Valor F Tabla 2,3419 2,3419 2,3419 2,3419 2,3419
Valor F Experimental 1,4388 2,0092 2,8409 0,0014 2,1109
Ajuste Estadistico Seacepta Se acepta Noseacepta Seacepta Se acepta
R2 0,9857 0,9819 0,9630 0,9783 0,9786

El analisis estadistico (Tabla 3.10) muestra que el modelo de consumo logistico representa los
datos obtenidos en méas de un 99%, con un nivel de significancia de 0.05, en donde las cinéticas de
consumo de cada uno de los medios evaluados poseen un ajuste estadisticamente significativo con
el modelo, asi mismo ocurre con el modelo logistico de crecimiento, en donde el modelo posee
valores de correlacion superiores a 96%. Sin embargo, solo en 4 de las 5 cinéticas de crecimiento
fue estadisticamente ajustado el modelo, debido a que en el medio M3 el nivel de confiabilidad
arroja un valor F experimental mayor al F encontrado en la tabla, rechazandose asi la Ho. En las
cinéticas presentadas (Grafico 3.9 — 3.13) puede observarse que la toma del dia 4 posee una alta
variabilidad en todos los experimentos, lo cual puede ser debido a errores humanos en la toma de
muestra, ya que en los otros dias no se presentd un error que abarcara cada una de los medios.
Debido a esto y con base en los resultados estadisticos mostrados para los demas experimentos, se
puede asegurar que el modelo es adecuado para explicar el comportamiento del consumo del
Nitrato y el crecimiento de la microalga Botryococcus braunii, lo cual ayuda a resolver los

problemas contemplados en la formulacion de medios de cultivo en sistemas en lote.
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Tabla 3.11. Anélisis estadistico modelo exponencial
Consumo de Sustrato

M1 M2 M3 M4 M5
Valor F Tabla 2,9582 2,9582  4,4590 3,2592  2,7413
Valor F Experimental 32,4347 20,4279  5,4587 10,3055 43,6119
Ajuste Estadistico No se No se Nose Nose No se
acepta acepta acepta  acepta  acepta
R2 0,9723 0,9857  0,9702 09771  0,9508

El anélisis estadistico arrojado para el modelo de consumo exponencial (Tabla 3.11), muestra que
el modelo no posee un ajuste estadisticamente significativo, para explicar el comportamiento de
los datos experimentales a través del tiempo, esto se ve reflejado en valores F experimentales
mayores a los encontrados en la tabla F, ademés de valores de correlacion no mayores a 97%. sin
embargo, el modelo exponencial posee una importancia determinante en este estudio, debido a que
su uso es enfocado a la formulacion de medios que permitan predecir el tiempo final de consumo
del nitrato; en este caso, si bien el ajuste estadistico nos indica que el modelo no es adecuado para
simular el comportamiento del sustrato a través del tiempo, la Tabla 3.9 nos demuestra que predice

acertadamente los tiempos de agotamiento del nitrato, con un error promedio no superior al 5%.
3.4.5 Cultivo en Reactor

3.45.1 Cultivoen Lote
El cultivo en lote realizado, fue un montaje integrando los resultados obtenidos hasta el momento
para el mejoramiento del cultivo, teniendo en cuenta los hallazgos encontrados en el Capitulo 2 del

presente trabajo. EI montaje del reactor en lote puede observarse en la llustracion 3.1.
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Figura 3.19. Cinética de cultivo en lote en biorreactor de 14 L

En la Figura 3.19 se muestra la produccidn realizada en el reactor de 14L (10L de trabajo) con la
microalga Botryococcus braunii. La fuente de nitrégeno suministrada a una concentracion inicial
de 0.58 gLt NO;3 fue consumido por completo al dia 16, en donde al despejar el tiempo de la Ec.
3.6 encontramos que el tiempo de finalizacion estimado con las condiciones iniciales segun el
modelo, debid darse a los 16.05 dias, validandose asi una vez mas el uso del modelo como indicador
del tiempo de consumo total, mas no del comportamiento del sustrato a través del tiempo (Fig.
3.20). El consumo de fosfato tuvo la misma tendencia obtenida en la cinética de la Figura 3.3 sin
importar que la concentracion en el reactor fuera casi 5 veces mayor, obteniéndose un consumo
total del nutriente al dia 4, comprobando asi que la abundancia de este nutriente estimula su propia
acumulacion, almacenando el fosfato disponible y utilizandolo gradualmente a medida que lo vaya
necesitando la célula (Beuckels et al., 2015). El crecimiento de biomasa fue variable a través de
toda la cinetica, obteniéndose un crecimiento de biomasa con una tendencia lineal, obteniéndose
regiones con altas pendientes que luego son compensados con crecimientos mas graduales. Cabe
resaltar, que la maxima velocidad de crecimiento fue obtenida después del agotamiento de ambos
nutrientes (NOz y POa), lo que puede deberse a que el organismo pasa de gastar energia en absorber
y acumular los nutrientes que hay disponibles en el medio, a usarla toda para la division y
crecimiento celular, obteniéndose un valor de pmaxde 0.15 d* y una velocidad media de crecimiento
de 0.09 d. La productividad lipidica obtenida en el cultivo logro un rendimiento de 44.2% del

peso seco en aceite, alcanzando una productividad lipidica de 0.070 g Lt d™.
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Figura 3.20. Cinética de consumo en el reactor

El inoculo establecido en el reactor, se determiné a través de la distribucion observada en la
llustracion 2.5, en donde una concentracion de 0.5gL™ muestra un cultivo totalmente iluminado
sin zonas oscuras para la iluminacion establecida. El crecimiento de biomasa fue acelerado desde
el inicio del proceso, lo que reitera que la concentracion del inoculo y su iluminacion son
importantes para que la formacion de biomasa se de en poco tiempo, en donde el inoculo
establecido al inicio de este capitulo, debio ser reajustado debido al amplio diametro del reactor
(24cm) para asegurar una iluminacion completa al inicio del proceso. La concentracién maxima
obtenida al final del proceso fue de 5.0gLa los 28 dias de cultivo, con una velocidad especifica
de crecimiento maxima de 0.15 d*, mostrando un valor alto de productividad de 0.16 gLd?,
respecto al reportado por diversos autores para esta especie (Gouveia et al., 2017; Rao et al., 2007a;
Rao et al., 2007b; Tasi¢ et al., 2016). En la Tabla 3.12, se muestran los valores obtenidos para los

parametros mas importantes del cultivo en lote, realizada en biorreactor.

Tabla 3.12. Valores de parametros experimentales del cultivo en lote del biorreactor

Xo(gL™) 0,50
Xmax (L) 5,02
Tiempo (d) 28

W (dh) 0.09
Mmax (dl) 0,15
Td (d) 6,2
Productividad biomasa (g L*d™?) 0,16
Productividad lipidica (g L*d?) 0.072
Yxp (g g?) 0,12
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Y xN (g g'l) 8,06

Produccion total (g biomasa) 45,2

Formula molecular 11,66 0.09-0.260.005
Peso Molecular (g mol™ biomasa) 18,12

Velocidad de fijacion de CO2 (g CO2 L d?) 0,3918

Total CO:fijado (g) 109,70

g CO2g! Biomasa 2,4287

t estimado agotamiento NO3 16,05

En un estudio por Eroglu y colaboradores (Eroglu et al. , 2011) sobre 6 especies diferentes de B.
braunii se encontré que las productividades méximas alcanzadas en los cultivos, estaban entre 0.06
—0.195 gL*d, en donde estos valores representan las productividades para las variedades Utex
2441y 2629. Estos valores relacionados con su contenido de lipidos, fueron utilizados para calcular

la productividad lipidica de cada variedad, cuyos resultados se encuentran en la siguiente tabla

Tabla 3.13. Productividad lipidica de diversas variedades de Botryococcus braunii (Eroglu et al. , 2011)

Cepa Raza Productividad Contenido de Productividad

Biomasa Lipidos Lipidica

gLtd? (% p/p) gLtd?!
B. braunii var Showa B 0.125 33.9 0.042
B. braunii Kawaguchi B 0.080 28.4 0.023
B. braunii Yamanaka A 0.135 18.0 0.024
B. braunii Utex 2441 A 0.060 16.7 0.010
B. braunii LB572 A 0.110 15.9 0.017
B. braunii Utex 2629 A 0.195 19.3 0.038
B. braunii (Presente estudio) A 0.160 44.2 0.070

Los resultados mostrados en la Tabla 3.13, muestran los altos valores obtenidos en el presente
estudio, en donde se obtuvo una productividad de biomasa superior a todas las especies reportadas
por Eroglu, con excepcién de la variedad sudeticus (Utex 2629), el contenido lipidico fue el mas
alto dentro de las cepas comparadas, obteniendo mas del doble de su homéloga LB572. Esto puede
ser debido la dinamica del montaje en el reactor, en donde los nutrientes principales (PO4y NOs)
tienen tiempos de agotamiento de 4 y 15 dias respectivamente, quedando 13 dias de cultivo con
ausencia de estos nutrientes en el medio. Mdltiples estudios han demostrado que el déficit de
nitrégeno en el medio aumenta la acumulacion de lipidos intracelulares, por lo que al agotarse el
nitrégeno al dia 15, la células usan el poco almacenado para su mantenimiento celular, y acumulan
grandes cantidades de COzen forma de lipidos (Breuer et al., 2012; Klok et al., 2013; Wu et al.,

2013; Dhup & Dhawan, 2014), lo que puede traducirse en el incremento del peso seco, aun después
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de agotarse dichos nutrientes, teniendo en cuenta que el CO; utilizado es administrado segln la
velocidad de variacion del pH en el medio, manteniéndose este constante en todo momento con un

valor de pH 8.

3.45.2 Cultivo en Continuo

El cultivo en continuo (llustracién 3.2) fue realizado a una tasa de dilucion D (Ec. 3.14) equivalente
a dos terceras partes (2/3) de la velocidad méaxima de crecimiento ([max) presentada por el cultivo
en lote, arrojando asi un flujo constante de entrada y salida de 0.7ml min-equivalente a 1.0 Ld™?,
con un sistema en cascada para mantener un pH 8, con una proporcion automatizada de la
concentracion del CO». El principal objetivo de este experimento fue determinar el cultivo de
Botryococcus braunii podia mantener una estabilidad de produccion en un sistema en continuo. El

comportamiento del cultivo en estado estacionario puede observarse en la Figura 3.21.

llustracién 3.2. Sistema en continuo de Botryococcus braunii
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Figura 3.21. Cultivo eDr;asontinuo en biorreactor

El cultivo microalgal fue iniciado con un inoculo de 0.58 gL en un sistema en lote, en el cual se
inicio el modo quimiostato a una tasa de diluciéon de 0.10 cuando la concentracion celular en el
cultivo ascendiera aproximadamente a 1.6 gL . Un incremento de biomasa hasta 1.7gL™ ocurrio
dentro de los primeros 8 dias, momento en el cual fue activada el flujo de alimentacién y de salida
para el sistema, cayendo la concentracion celular a 1.55 gL™* y manteniéndose a lo largo de la
produccion dentro de un rango de + 0.1 gL™. El sistema en estado estacionario se mantuvo
controlado durante un tiempo de 60 dias sin poseer problemas de contaminacion o variaciones que
pusieran en peligro el montaje, y fue desmontado para darle continuidad a otros experimentos, lo
que sugiere que el sistema posee un tiempo de operacion estable de varios meses. A la tasa de
dilucion trabajada se obtuvo una produccion diaria de Botryococcus braunii de 0.15 g Lt d*?
operando con un volumen de trabajo de 10L, y una produccién total de biomasa en el término del
montaje de 106g.

3.45.3 Viabilidad Celular y Control de Contaminacion

La viabilidad celular del cultivo en continuo (llustracion 3.3) evaluada a través de microscopia de
fluorescencia con FDA, mostro que el cultivo no sufrié ninglin cambio en relacion con el dia inicial
y final del montaje, lo que muestra que facilmente el cultivo pudo hacer seguido mucho més tiempo

en el sistema en continuo, sin afectar su productividad.
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llustracion 3.3. A. Viabilidad celular en el dia 0 B. Viabilidad celular en el dia 68. Fotografia tomada en 100X con
microscopia de fluorescencia

El control de contaminacion mostro que el cultivo en continuo mantiene controlado el crecimiento
microbiano, debido a que no hay acumulacion de material organico como polisacaridos o detritos
celulares que pueden usar para crecer, por lo que el sistema demuestra una mayor eficiencia en el
uso del tiempo muerto de operacion, evitando el desmontaje, lavado y montaje continuo que

demanda un sistema en lote.

A | gl " " y SR s
llustracion 3.4. A. Células en fresco en el dia 0 B. Células en fresco en el dia 68. Fotografia 40X - contraste de
fases de interferencia (DIC).

3.5 CONCLUSIONES
Se logré desarrollar un modelo que pudiera explicar el comportamiento a través del tiempo de la
microalga Botryococcus braunii y el consumo del NOs, lo cual es una gran ventaja durante el

monitoreo y control de los sistemas de produccion. EI modelo exponencial de consumo es lo
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suficientemente confiable para decidir los tiempos de cultivo con base en las concentraciones de
nutrientes, reflejando acertadamente los tiempos establecidos de consumo del NOsz a través del

tiempo.

El cultivo en biorreactor resulto ser altamente productivo en términos de biomasa, logrando altas
productividades en poco tiempo trabajando con volimenes a escala de laboratorio de 10L. El
cultivo en continuo mostro ser mejor sistema que el cultivo en lote, debido a que el montaje no
sufrio ninguna pérdida ni dafio en 68 dias de producciéon continua, ahorrando asi tiempos

operacionales de limpieza y montaje que no podria evitarse en los cultivos en lote.

Se logro obtener altas productividades tanto de biomasa, como de lipidos intracelulares, las cuales
son superiores a diversas reportadas en la literatura, lo que muestra un avance significativo en el
desarrollo e implementacién de medios de cultivo y sistemas de iluminacion adaptados a cultivos
en lote y continuo sobre una especie en especifico, lo que traduce en altos rendimientos durante el

proceso.
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CAPITULO 4

POTENCIAL ENERGETICO DE LA MICROALGA Botryococcus braunii

4.1 RESUMEN

La biomasa microalgal ha sido ampliamente investigada como una fuente renovable de biomasa
para la produccion de biocombustibles, sin embargo, la mayoria de atencién se ha enfocado en
combustibles liquidos tales como el alcohol y biodiesel los cuales no son econémicamente
competitivos. Por otro lado, la conversion termoquimica de la biomasa es una via alterna para
transformar compuestos organicos en combustibles liquidos o gaseosos comenzando por la
gasificacion, uno de las tecnologias mas prometedoras debido a su relacion costo/beneficio. La
gasificacion transforma la biomasa en gas de sintesis (syngas) principalmente compuesto por una
mezcla de hidrogeno, metano y mondxido de carbono, los cuales pueden ser luego transformados
en diferentes tipos de combustibles liquidos. En este trabajo, fue evaluado el proceso pirolitico
usando la biomasa una microalga productora de hidrocarburos, Botryococcus braunii, usando
analisis termogravimétrico con métodos de estimacion cinética, en orden a evaluar su energia de
activacion. Ademas, se desarrollé una simulacion del proceso de gasificacion con aire usando un
modelo termoquimico para predecir la composicion del gas de sintesis, de acuerdo a diferentes
contenidos de humedad en la biomasa y la relacion biomasa/aire para combustion. Los resultados
mostraron que la biomasa de Botryococcus braunii esta principalmente compuesta de carbono
(62.4%), con un material volatil que alcanza un 84% de su peso seco mientras su carbono fijo
representa alrededor de un 7%. Adicionalmente, el poder calorifico (27.86 MJ kg?) y la energia de
activacion (~ 110 KJ mol™?) difieren con respecto a otras microalgas, debido a la gran capacidad
que posee Botryococcus braunii de acumular una gran variedad de hidrocarburos. La simulacion
del proceso de gasificacion mostro que el contenido de humedad de la biomasa y la relacion
biomasa/aire, son parametros claves en la temperatura de reaccion y composiciéon del gas de
sintesis. De acuerdo con la combinacién adecuada de estas variables (h, Frg) es posible obtener un
gas de sintesis compuesto de gases con alto contenido energético (18% CO, 17% Ha, 15% CHya),

los cuales pueden ser transformados a través de procesos como la licuefaccion hidrotérmica en
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combustibles liquidos tales como keroseno o gasolina, con un impacto ambiental menor que los

procesos tradicionales basados en petroleo.

4.2 INTRODUCCION

Los combustibles de origen fésil son la base de la infraestructura energética y productiva en el
planeta, no obstante, son un recurso finito cuyo procesamiento, utilizacion y agotamiento
representan problematicas ambientales y sociales que actualmente son motivo de interés global. En
consecuencia, el desarrollo de tecnologias de aprovechamiento de fuentes renovables de
combustibles, constituye un paso clave en la transicion del modelo basado en el petréleo a uno mas
diverso y responsable con el medio ambiente (Liu et al., 2017). En el camino de esta transicion,
nuevas alternativas han sido alcanzadas, como el uso de la biomasa como materia prima para
generar combustibles sélidos, liquidos y gaseosos, compatibles con la tecnologia energética actual,
ha resultado ser una alternativa (Alipour et al., 2014; Saidina et al., 2012; Uemura et al., 2015). La
biomasa, comprende una amplia diversidad de materiales derivados de plantas como madera,
granos, forraje, residuos agroindustriales, como también la biomasa producida por
microrganismos. Recientemente, la biomasa producida por microalgas ha atraido una especial
atencion, debido a la particularidad de ser microrganismos fotosintéticos acuéaticos de rapido
crecimiento, que pueden ser producidos de forma simple y econémica. La biomasa microalgal,
resulta interesante no solo por su potencial en términos energéticos, sino también por la posibilidad
de establecer biorrefinerias que produzcan energia y productos de alto valor agregado, usados como

materia prima en la industria alimentaria, cosmetica, medica etc. (Lopez et al., 2014a).

Las microalgas poseen caracteristicas propias que les confieren beneficios importantes como fuente
de biomasa en comparacion con otras fuentes convencionales. Al ser microorganismos
fotosintéticos, su principal fuente de carbono es el didxido de carbono; de este modo, para la
sintesis de 1kg de biomasa se requieren aproximadamente 1,8Kg de CO, (Mata et al., 2010; Rawat
et al., 2013). Adicionalmente, es posible obtener altas productividades en un amplio espectro de
ambientes y sistemas de cultivo simples como estanques de agua dulce o agua salina, sin competir
por terrenos cultivables ni poner en riesgo la seguridad alimentaria (Brown et al., 2010; Pingle &
Landge, 2013; Raheem et al., 2015).

La conversion termoquimica de la biomasa, es una via atractiva para la transformacion de biomasa

en diferentes formas de energia Gtil (Lopez et al., 2013). Estos procesos principalmente incluyen
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la combustion directa para generar calor y electricidad, pirolisis y gasificacion, para producir
combustibles liquidos y gaseosos, que son adecuados para alimentar eficientemente motores y
turbinas (Blasi, 2009). La pirolisis juega un rol importante en los procesos de conversién
termoquimica, siendo el inicio quimico de los procesos de gasificacion y combustion. Esto puede
ser dividido en dos escenarios consecutivos, que involucran la descomposicion térmica de la
biomasa, a través de la volatilizacion de los compuestos més sensibles y una lenta conversion

heterogénea a carbén (Blasi, 2009).

Un numero de autores, han reportado pirolisis en diferentes tipos de biomasa lignocelul6sica,
hemicelulésica, celulésica, (Yang et al., 2006; Yang et al., 2007; Wang et al., 2008) y microalgas
(Barneto et al., 2011; Stenseng et al., 2001), mostrando grandes diferencias en el comportamiento
pirolitico entre cada uno de los componentes. La hemicelulosa es facilmente degradada a
temperaturas entre 220-315 °C, celulosa requiere temperaturas mas altas en un rango entre 315-
400 °C, mientras que la pirolisis de las ligninas se produce en un amplio rango de temperaturas,
que va desde los 150-900 °C.

Por otro lado, la gasificacion de biomasa es considerada el proceso mas prometedor y el que tiene
la mejor relacién costo/beneficio para la conversion de biomasa en energia (Lasa et al., 2011). La
gasificacion es una tecnologia que convierte materiales sélidos compuestos mayoritariamente por
carbono (como la biomasa) en gas de sintesis mediante una conversion termoquimica. El gas de
sintesis se compone principalmente por hidrogeno, monoxido de carbono, didxido de carbono y
metano (Balat et al., 2009; Tiong et al., 2016).

Durante el proceso de gasificacion, la biomasa microalgal normalmente se calienta en condiciones
deficientes de Oy, aire 0 una mezcla de ambas. Durante este proceso se da una combustion
incompleta de la biomasa generando gas de sintesis, cuyo rendimiento depende de las condiciones
de combustion aplicadas (Sikarwar et al., 2017). Un gran numero de autores han reportado el uso
de microalgas como alternativa en la produccion de bioenergia a través de procesos como
licuefaccion (Brown et al., 2010; Minowa et al., 1995), pirdlisis (Babich et al., 2011; Miao et al.,
2004; Shuping et al., 2010) y gasificacion (Chakinala et al., 2010; Stucki et al., 2009; Swanson et
al., 2010).
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En el presente trabajo se estudié el comportamiento pirolitico de la biomasa producida por la
microalga Botryococcus braunii usando andlisis termogravimétrico y termogravimetria diferencial
(TGA/DTG), con métodos de estimacion cinética, calculando las constantes cinéticas de reaccién
y sus energias de activacion. Por otro lado, se realizd una simulacion del proceso de gasificacion
con aire de la biomasa de Botryococcus braunii obtenida a través del cultivo en biorreactor de 10L,
con el uso de un modelo termoquimico, en donde la reaccién simula la composicién de un gas de
sintesis en porcentajes de metano, hidrogeno, mondxido y diéxido de carbono, variando el

contenido de humedad de la biomasa y la relacion biomasa/aire usado para la combustion.

43 MATERIALES Y METODOS
4.3.1 Caracterizacion Fisicoquimica de la Biomasa

4.3.1.1 Preparacion de la Biomasa Microalgal

La cepa usada en este trabajo fue la microalga Botryococcus braunii 572 de la coleccion de la
Universidad de Texas (UTEX). La cepa fue cultivada en un reactor de tanque agitado con un
volumen de trabajo de 10L en modo continuo con una tasa de dilucién D=0.11d, con iluminacion
proveniente de lamparas LED blancas (Life LEDs) a una densidad de flujo de fotones promedio de
960 pmolms?. La biomasa cosechada se sometié a centrifugacion a 15000 g por 10 minutos
descartando el sobrenadante y realizando 3 lavados para reducir el contenido de sales, para luego

ser liofilizada a una presidn barométrica de 5pa a -50°C por 1 dia'y almacenada al vacio.

43.1.2 Analisis Ultimo

La biomasa liofilizada de Botryococcus braunii, se analizé por triplicado en un equipo CHNSO
marca LECO modelo Truspec Micro, mediante el método ASTM D-5373-08 (2012). El analisis
CHNSO se realiz6 a 1050°C en una atmosfera de helio y los resultados fueron reportados en base
seca. Basado en los resultados obtenidos respecto al contenido de carbono, hidrogeno, oxigeno,
nitrégeno y azufre, se calculd la formula molecular de la biomasa CyHnOpNgSr, asumiendo n=1

con las siguientes expresiones:

%0 00 %0 - 000

= —, [=——7— O00000én 4.1
OO0 %0 - %1 ( )
%l - 100 %l -0

= ——7——, = ——7—— O0000ren .2
OO0 %0 OO0 %0 ( )
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4.3.1.3 Analisis Proximal

El analisis proximal de la biomasa fue llevado a cabo usando un equipo TGA Q500 V20.13 Build
39, modificando la metodologia usada por Lépez et al., 2014b. Se utiliz6 una muestra de 10.3 mg
de biomasa liofilizada. La muestra se calentd en una primera etapa desde temperatura ambiente
hasta 120°C, a una tasa de calentamiento de 40°C/min, manteniendo la isoterma por 12 min para
eliminar la humedad de la biomasa. En la segunda etapa se incremento la temperatura a la misma
tasa de calentamiento hasta 800°C manteniendo la isoterma por 10 min. Se inyectd nitrogeno a un
flujo constante de 60ml/min para asegurar una atmosfera inerte y asi evitar la oxidacion de la
muestra. Luego se elimind el nitrégeno y se inyectd aire durante la isoterma a 800°C para la
combustion de la muestra. Con este analisis se calculo el contenido humedad, material volatil,

carbono fijo y cenizas.

El analisis proximo se puede realizar usando las siguientes expresiones:

[
%)000000=(1 )1 100 (%[ ) (00000060 4.3)
) o
o I L1y o,
90100000 0000000 = [(1=_ %) [100] - %L ] (%0107) (OCO00060 4.4)
Lo
- L3 .
%0000 000000 = [(L=%)11100] - %[ 1 - %1 (%010)) (000060 45)
[o
%[10h =100 - %1 - %[ ] - %[ (00007671 4.6)

Donde (o es la masa inicial del analisis, (11 es la masa restante durante la isoterma a 120°C, (1, es
la masa restante durante la isoterma a 800°C y (15 es la masa restante después de la inyeccion de
aire a 800°C

4.3.1.4 Poder Calorifico

El poder calorifico superior (HHV), fue determinado a partir de 2g de biomasa seca, mediante un
Calorimetro Parr 1341 Mod 2901EB, segun las especificaciones del fabricante. El poder calorifico
superior esta relacionado con la energia liberada por la biomasa por unidad de masa teniendo en

cuenta la energia liberada por la condensacion del agua evaporada.

117



El poder calorifico inferior (LHV) que fue usado en este estudio, fue calculado a partir del HHV
con la correlacion presentada por Diez & Pérez 2017, como se muestra en la Ecuacion 4.7

O000e = 00000 = 2260 Hon —20300 o (Donoooer 4.7)

Donde (1100 es el poder calorifico superior en base seca (kJ kg?), (- es la humedad
contenida en la muestra (% base seca) y [1-- es el hidrogeno contenido en la muestra (% base

seca).

4.3.2 Andlisis Termogravimétrico

El analisis térmico de la muestra de biomasa fue llevado a cabo usando un equipo TGA Q500
V20.13 Build 39, modificando la metodologia descrita por Lopez et al., 2014b. El proceso de
pirolisis fue desarrollado por calentamiento después de un pretratamiento de las muestras a 110°C
para eliminar la humedad, hasta llevar la temperatura a 800°C a 4 diferentes velocidades de
calentamiento constantes de 10, 20, 30 y 40°C/min. Se suministro un flujo de nitrégeno a 60ml/min

para desplazar el aire durante el proceso Yy evitar la oxidacion la muestra. La pérdida de masa se

expresd en funcion de la temperatura. La velocidad de pérdida de peso (j_j) de la biomasa se
I

representd mediante una curva termogravimétrica derivativa (DTG).

4.3.2.1 Modelo Cinético de Pirélisis

En el experimento no isotérmico llevado a cabo en la termobalanza, la pérdida de masa se expreso

en funcion de la temperatura. La velocidad de degradacion o conversion térmica —, es una funcion
10

lineal de una constante de velocidad [ dependiente de la temperatura, con una funcion de
conversion independiente de la temperatura [1(L1):

[Jo — [
0=———— (Dooooner 48)
] o~ b=
Donde [oes lamasa inicial de lamuestra, [ ] es la masa de la muestraauntiempoty [-esla

masa final al finalizar el analisis termogravimétrico.

00
E—E:D[(D) (D000006014.9)

La velocidad de reaccion k ha sido descrita por la expresion de Arrhenius:
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O
0= DEXp(_mﬁ) (00000060 4.10)

Donde [ es un factor pre-exponencial (min™t), [ es la energia de activacion (J mol™), [1 es la
constante de los gases (J molt K1) y [ es la temperatura absoluta (K). Combinando las
ecuaciones

4.9y 4.10 se tiene:

00 0
—=lexp(- —) (D) (D00onne 4.11)

Si ademas se tiene una velocidad de calentamiento constante, entonces tenemos que

00

— =0 00000760 412

En donde [ expresa una rata de calentamiento controlada, expresion la cual al insertarse en la
Ecuacion 4.11 obtenemos

R ( D)D(j) (00000060 4.13)
—=_exp(- — 0014,
00 O P 5
U
En este caso el interés esta enfocado en la identificacion de la energia de activacion del proceso de
pirolisis, por lo que se busca la linealizacion de la Ecuacién 4.13 a través de la integracion, la cual

puede expresarse como.

00 g -0
i
= _ - a0 z
() {) NGl {0 (DO0000600 4.14)
) o

Donde [I([1) es la forma integrada de la funcion (1), quedando la forma integrada en la

siguiente expresion

Ecuacién Kissinger—Akahira—Sunose (KAS) (Kissinger, 1957)
n ]
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Ecuacién Flynn-Wall-Ozaka (FWO) (Flynn & Wall, 1966)
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0.0048111] 0
In(11)=In( )-1.016 (00000060 4.16)
O0(0) 00

., . I 0 ,
Con un valor de conversion designado, las graficas de In (_), In([]) vs * resultan en lineas rectas
02 0

con pendiente —gy -1.016 ' - respectivamente para cada método, a partir de estas se pueden
O O

estimar las energias de activacién ..

4.3.3 Simulacion del Proceso de Gasificacion

En el presente trabajo, una simulacion del proceso de gasificacion fue desarrollada, usando el
modelo desarrollado por Melgar et al.. 2007. Este modelo expresa las reacciones del proceso de
gasificacion en términos de balances de masa y energia. Este modelo permite predecir la
composicion del “Producer Gas” (PG) o gas de sintesis y la temperatura de reaccion del proceso
de gasificacion. Por lo tanto, en funcion de las variables respuesta del modelo y la composicion de
la biomasa, es posible determinar otros parametros importantes como poder calorifico inferior
(LHV) y calidad del combustible de motor (EFQ) a partir de la composicion de los productos de la
gasificacion (Melgar et al., 2007; Pérez et al., 2016). Estos parametros definen la calidad del
combustible del PG para aplicaciones en motores de combustion interna. De esta manera, el modelo
es Util para simular la composiciéon del PG dependiendo de la composicion de la biomasa, el
contenido de humedad y la relacion equivalente combustible-biomasa/aire (Frg) (Melgar et al.,
2007; Perez et al., 2016).

Los parametros de entrada requeridos por el modelo son el analisis Ultimo de la biomasa, el
contenido de humedad y el poder calorifico. Estos son usados para determinar la formula elemental
de la biomasa (ChHmOpNgSr), Yy su contenido molar de agua (Melgar et al., 2007). A partir de lo
anterior, la relacion biomasa/aire puede ser estimada bajo condiciones estequiométricas, usando la
Ecuacion 4.18. De este modo, usando el parametro estequiométrico calculado (Fstq.bms), 1a relacion
entre el aire real usado en la simulacion y el aire estequiométrico de combustion puede ser
establecido (Frg, Ec. 19). Con estos dos pardmetros, la cantidad molar de aire real es estimada
(Ec.20). Un procedimiento detallado para la solucion del modelo y las ecuaciones auxiliares se

encuentra reportado por Pérez et al., 2016)
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4.3.3.1 Modelo de Equilibrio Termoquimico

00 OO Oy + O Cp0 + 0(p +3.760p) — DO+ 00 My + D0y + DO+ D0, 0+ O, + D0, + [0 0, (D0000060 4.17)

L0100 0 (L4 01 + 1600 + 140 + 320)(00/001700)
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1 (K, 2
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En el presente estudio, una simulacién fue llevada a cabo para evaluar como la composicion del
gas producido cambia en funcion de la relacion equivalente Biomasa/aire (Frg) y el contenido de
humedad de la biomasa (h). Los principales parametros a ser analizados en la simulacién del
proceso de gasificacion, fueron la composicién en %vol. (CH4, Hz, CO2y CO), asi como LHVpg,

calidad del combustible para motor (EFQ) y la temperatura de proceso
44 RESULTADOS Y DISCUSION

441 Biomasa Bruta

El analisis proximal, ultimo y calorifico de la microalga Botryococcus braunii son presentados en
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la Tabla 1. La biomasa liofilizada esta compuesta principalmente de material volatil (VM),
alcanzando un 84% de su peso seco, mientras que el carbono fijo (FC) representa alrededor de un

7%. Estos resultados son similares a los obtenidos en otros estudios con microalgas donde el VM
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es alto comparado con el CF (Lopez et al., 2014b; Sanchez et al., 2013; Shuping et al., 2010; Vo
et al., 2017). Una relacion alta entre VM/FC (12.72), indica que la temperatura requerida para
comenzar con la volatilizacion y combustion es baja, por ende, la energia de activacion requerida
es baja, mientras que la tasa de pérdida de masa durante combustion debe ser relativamente alta
(Zapata et al., 2014), estos valores benefician procesos como pirolisis, gasificacion, y combustion
desde el punto de vista de la reactividad. El alto contenido de material volatil contenido en la
microalga, tiende a disminuir la energia necearia para volatilizar y transformarla en productos
gaseosos energéticos, haciendo de este material un excelente candidato para los procesos

termoquimicos mencionados.

Tabla 4.1. Caracterizacién de la biomasa bruta

Analisis Proximo (wt%o) Analisis Elemental (wt%, dry-ash-free)

Material VVolatil (VM) 84 C 62.4

Carbono Fijo (FC) 6.6 H 8.7

Humedad (M) 4.6 ) 21.6

Ceniza (CN) 4.8 N 6.5
S 0.8
C:0 molar ratio 3.85
O/C mass ratio 0.345
O:C molar ratio 0.26

Formula Molecular CH1.66N0.0900.26S0.005

HHV (MJ kg-1, dry basic) 27.86

LHV (MJ kg-1, dry basic) 24.73

La composicion elemental mostrada por B. Braunii, se compone principalmente de carbono (C
62.4%) y oxigeno (O 21.6%), cuyas relaciones son comparables con biomasa lefiosa y carbon. La
relacion molar O:C (0.26), es menor que diferentes fuentes de biomasa forestales y puede ser
comparada directamente con las relaciones O:C de combustibles naturales y fosiles tales como la
turba (0.49), carbon sub-bituminoso (0.18), carbén bituminoso alto en volatiles (0.18) y lignito
(0.38) (Spokas, 2010). Lopez et al. 2014, reportaron la composicion elemental de 3 microalgas
usadas con fines energéticos, Chlorella vulgaris, Scenedesmus almeriensis y Nannochloropsis
gaditana, las cuales poseen cantidades de carbono alrededor de 45% con relacion molar O:C
aproximadamente de 0,7 quedando clasificadas dentro del rango de biomasa forestal (Spokas,
2010). B. braunii posee un contenido de carbén mas alto que otras especies de microalgas
conocidas (Chen et al., 2014a; Chen et al., 2014b; Sanchez et al., 2013; Shuping et al., 2010) y

biomasa forestal (Pérez et al., 2016). El contenido de carb6n en la microalga B. braunii puede ser
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comparada con diferentes tipos de carbon (Zapata et al., 2014a), los cuales estan en un rango entre
64-76% de carbono y tienen relaciones molares O:C entre 0.17 y 0.27. Lo anterior, puede ser debido
a que la microalga Botryococcus braunii tiene la capacidad de acumular hidrocarburos similares al
petréleo, susceptibles de ser transformados en diversos combustibles mediante procesos de
hidrocracking (Metzger et al., 1990; Metzger et al., 1985; Prado & Antoniosi, 2009; Sang, 2003),
lo que hace que las cadenas carbonadas estén en su mayoria compuestas por enlaces C-H, lo que
se ve reflejado en el gran contenido de Hidrogeno en su composicion molecular (H:C; 1.66). Para
el caso de Botryococcus braunii 572 perteneciente a la raza A de la especie, esta acumula
esencialmente n-alcadienos, mono, tri, tetra y pentaenos, C2z— Css, los cuales son derivados a partir

de los &cidos grasos (Metzger et al., 1990, 1985).

4.4.2 Poder Calorifico

La combustién es la ruta més directa para usar las microalgas como combustible (Chen et al.,
2014). El poder calorifico es un indicador crucial que revela el potencial que posee la biomasa para
aplicaciones industriales. Los resultados obtenidos de la microalga muestran un poder calorifico
considerable de 27.86 MJ/kg (HHV) y 24.73 MJ/kg (LHV), el cual es superior a lo reportado en
diversos estudios para otras especies de microalgas, como lo es el HHV para Chlamidomonas
JSC4,Chlorella sorokiniana, y Dunaliella tertiolecta de 17.41, 20.4 y 14.24 MJ/kg respectivamente
(Chen et al., 2014a; Chen et al., 2014b; Sanchez et al., 2013; Shuping et al., 2010).

En el 2016 Pérez y colaboradores realizaron una caracterizacion energética de 5 variedades de
biomasa lefiosa comunmente usada como fuente de energia, en este estudio concluyeron que la
especie Pinus patula poseia las mejores propiedades energéticas arrojando valores de % de carbono
y poder calorifico inferior libre de humedad y cenizas (LHV4af) de 55.70% y 19.15MJ/kg, que
luego a través de la evaluacion de diferentes condiciones de torrefaccion (Ramos et al., 2017) se
pudo establecer qué condiciones permitian obtener las mejores propiedades del material. El
resultado fue que la especie Pinus patula bajo condiciones de torrefaccion de 240°C - 30min obtuvo
los mejores resultados, obteniéndose un material carbonoso con un poder calorifico inferior (LHV)
de 23.9 MJ//kg, cuyo valor es inferior al resultado obtenido para la microalga en estudio (24.73
MJ/kg). El poder calorifico de la microalga estudiada es significativamente alto y puede ser
comparado directamente con el poder calorifico de algunos carbones energéticos de uso industrial.

Zapata y colaboradores (Zapata et al., 2014b), estudiaron un total de 10 carbones colombianos de
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las principales minas del pais, clasificando los carbones desde Bituminoso alto en voléatiles C hasta

Semi-antracita, los cuales arrojaron un HHV desde 27.5 hasta 33.8 MJ/Kg, el cual representa un

intervalo de valores en donde entraria el valor obtenido por la microalga en estudio (27.86 MJ/KQ).

En la Tabla 2 se encuentran las composiciones y el poder calorifico de algunas especies de

microalgas, biomasa lefiosa y carbones colombianos

Tabla 4.2. Composicién elemental y calorifica de especies naturales de uso energético

HHV LHV C H N 0] S Ref
(MJ/kg)  (MJ/Kg)
MICROALGAS
Botryococcu braunii 27 86 2473 624 87 6.5 216 0.8 Presente estudio
(Este estudio)
Chlamydomonas Kebelmann, Hornung,
reinhar)cljti Cwi1s 22 52 4 107 298 Kérsten, & Griffiths, 20913)
Chlamydomonas 23 502 73 111 314 (Kebelmann et al., 2013)
reinhardti wild type
Chlorella vulgaris 18 439 6.2 6.7 43.4 (Kebelmann et al., 2013)
Chlamydomonas sp 17.41 40.32 7.38 261 445 (Bui et al., 2015)
Chlorella sorokiniana 20.4 45.07 7.64 3.88 3552 (Bui et al., 2015)
Dunaliella tertiolecta 19.8 53.3 5.2 9.8 31.7 (Minowa et al., 1995)
Dunaliella tertiolecta 14.24 39 537 5302 199 0.62 (Shuping et al., 2010)
Chlorella vulgaris 22 53.01 8.67 326 35.05 (Bach & Chen, 2017)
Spirulina (Hirano, Hon-nami,
16.9 476 74 7.1 37.4 0.5 Kunito, Hada, & Ogushi,
1998)
Nannochloropsis 17.9 578 8 86 257 (Biller et al., 2011)
oculata
BIOMASA LENOSA
. - 1903  54.84 7.09 38.06 (Perez etal, 2016)
Pinus maximinoi
Pinus patula 19.15 55.7 7.13 37.18 (Pérez et al., 2016)
Eucaluyptus grandis 19.08 53.68 6.79 39.53 (Pérez et al., 2016)
Acacia mangium 18.76  53.35 6.75 39.9 (Pérez et al., 2016)
Gmelina arborea 18.9 53.37 7.04 39.59 (Pérez et al., 2016)
Guazuma ulmifolia 16.8 49.1 538 45.1 (Diez & Pérez, 2017)
Cordia alliodora 18.2 492 538 45 (Diez & Pérez, 2017)
Eucalyptus grandis 17.8 51 6.1 42.9 (Diez & Pérez, 2017)
Pinus patula 17.6 472 6.2 0.3 46.3 (Diez & Pérez, 2017)
Mustard stalk 17.57 43.87 458 0.76 4275 0.06 (Maiti et al., 2007)
Mangle Adnan, Susanto, Binous,
g 25.34 66.46 4.37 0.03 29.14 ( & Muraza, 2017)
cascarilla de arroz 14.6 492 22 044 48.02 0.06 (Adnan et al., 2017)
Hojas de palma 18.11 436 476 057 5056 0.51 (Adnan et al., 2017)
CARBONES
COLOMBIANOS
Cauca 31.94 7588 543 016 1734 119  (Zepaaetal,2014)
Santander 33.3 7431 391 0 20.88 0.9 (Zapata et al., 2014a)
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Cesar 27.39 7456 6.07 0.05 1741 1091 (Zapata et al., 2014a)
Cundinamarca 26.59 66.82 576 0.1 26.38 0.94 (Zapata et al., 2014a)
Antioquia 25.23 70.78 6.13 0.02 2263 0.44 (Zapata et al., 2014a)

4.4.3 Pirdlisis de biomasa microalgal

4.4.3.1 Proceso de Degradacion Térmica

El inicio de la degradacion térmica de la biomasa esté ligado a la descomposicién de los materiales
mas susceptibles al calor, lo cual se ve reflejado en un cambio en la masa de la muestra. La Figura

4.1 presenta la pérdida de masa respecto a la temperatura (TGA), en donde se puede apreciar la
estabilidad térmica de la biomasa, hasta temperaturas aproximadas a los 200°C, comenzando a
partir de esta temperatura, la disminucion de la masa ligada a la volatilizacion y descomposicién
del material, sin importar la velocidad de calentamiento. En la Figura 4.1, se aprecia que, al
aumentar la tasa de calentamiento, la pérdida de masa se retrasa respecto a la temperatura, haciendo
que las curvas se desplacen hacia la derecha, esto es debido a que las velocidades menores poseen
mayores tiempos de residencia entre cada intervalo de temperatura, lo cual no esta representado en

la grafica, incurriendo en errores de analisis.
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Figura 4.1. Curvas termogravimétricas para cada velocidad de calentamiento (TGA). Pérdida de masa en funcién de
la temperatura (°C)

La Figura 4.2, muestra las curvas en forma derivativa de la velocidad de conversion (DTG) respecto
a la temperatura, en un rango entre 100 y 700°C. Se puede observar que sin importar la velocidad
de calentamiento las curvas estan divididas en dos etapas, la primera reaccion en cadena ocurre

entre los 250-350°C y la segunda entre los 400-500°C. EI primer pico corresponde la primera
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reaccion en cadena, en donde los compuestos como la celulosa, hemicelulosa y proteinas padecen
de diferentes mecanismos de descomposicion como despolimerizacion, descarboxilacion y craqueo
(Peng et al., 2001a; Peng et al., 2001b). En la segunda reaccion, a la cual pertenece el segundo pico
del DTG, se atribuye la reaccién a componentes lipidicos (Kebelmann et al., 2013). Bui y
colaboradores (Bui et al., 2015), realizaron un estudio cinético de pirolisis de dos microalgas
Chlorella sorokiniana y Chlamydomonas sp., con el cual se encontré que las velocidades méximas
de conversion ocurrian a 300°C, con un segundo pico poco pronunciado a 400°C. A partir de esto
concluyeron que el primer pico se debe a los carbohidratos y proteinas y el segundo a los lipidos.

En comparacién con los resultados obtenidos en este estudio, la intensidad del segundo pico

(relacionado con la velocidad de reaccién de los lipidos), se puede explicas considerando que la
microalga Botryococcus braunii esta compuesta en una gran proporcion de material lipidico,

especialmente constituido por hidrocarburos de cadena lineal con algunas instauraciones (Metzger
& Largeau, 2005).
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Figura 4.2. Curvas termogravimétricas diferenciales para cada velocidad de calentamiento (DTG). Velocidad de
reaccién en funcién de la temperatura (°C)

Es bien conocido que la maxima velocidad de conversion se ve afectada por la velocidad de
calentamiento (Ceylan & Kazan, 2015; Sanchez et al., 2012). Como se ve en la Figura 4.2, las
mayores velocidades de conversion fueron obtenidas con las tasas de calentamiento mas altas. Asi,
la méxima velocidad de conversion incrementa al aumentar la tasa de calentamiento (Vo et al.,
2017), debido a que una mayor energia térmica facilita la transferencia de calor entre la superficie

y el interior de la muestra, debido a la diferencia de temperaturas que se presenta (Li et al., 2011;
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Park et al., 2009). Lo anterior se debe a la limitada capacidad que posee la biomasa microalgal para
conducir el calor, produciéndose gradientes de temperatura a través del radio de la biomasa
(Shuping et al., 2010), generando diferencias sustanciales en el perfil de temperatura a altas tasas
de calentamiento, provocando una descomposicion inicial en la superficie del material y luego una
reaccion en cadena que descompone el resto del material interno a altas velocidades debido a la
energia acumulada (Maiti et al., 2007).

4.43.2 Constantes de reaccion cinetica
Diferentes velocidades de conversion a diferentes tasas de calentamiento y temperaturas fueron
elegidas para determinar la energia de activacion de la muestra. A partir de las ecuaciones (15-16),

al graficar una expresion del tipo In( j_) In([1) vs*se debe observar unatendencia lineal. A partir
02 O

de estas lineas rectas se puede estimar la energia de activaciéon de la degradacion dinamica a
diferentes grados de conversion (1) (Shuping et al., 2010). La Figura 4.3 muestra las graficas
obtenidas por el método KAS y el método FWO, en donde se puede visualizar la familia de lineas

aparentemente paralelas para cada grado de conversion analizado.
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Figura 4.3. Gréficas para la determinacién de energias de activacion a diferentes valores de conversién [] por los
métodos KAS (a) y FWO (b).
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Tabla 4.3. Energias de activacidn obtenidas para diferentes valores de conversion

Grado Método KAS Método FWO
de Pendiente Energia Coef.  Factor Pre- Pendiente Energia Coef.  Factor Pre-
Conver Activacion ~ Corr  exponencial Activacion ~ Corr  exponencial
slon (KImol)  (R?) LnA (KImolt)  (R?) LnA
() (min) (min)
0,2 -11289 93,86 0,933 19,28 -12339 97,55 0,943 20,13
0,3 -11480 9544 0,970 19,24 -12570 99,38 0,975 20,10
0,4 -13009 108,16 0,977 21,26 -14133 111,74 0,980 22,02
0,5 -12706 105,64 0,976 19,92 -13872 109,67 0,979 20,75
0,6 -14307 118,95 0,914 21,37 -15529 122,77 0,926 22,11
0,7 -14316 119,02 0,861 20,10 -15615 123,45 0,880 20,91
08 -12385 102,97 0,898 17,14 -13745 108,67 0,915 18,13
Media 106,29 110,46

La Tabla 4.3 muestra la distribucion de energias de activacion y los coeficientes de correlacion
(R?) obtenidos por el método KAS y FWO para varios grados de conversion de la biomasa
microalgal, asi como cada uno de los factores pre-exponenciales respectivos. Se observa que las
energias obtenidas son comparables entre los métodos usados, y que el intervalo de energias va
desde 90-120 KJ/mol dependiendo del grado de conversidn requerido y el factor pre-exponencial
es similar en ambos. Una energia de activacion baja, significa que la biomasa requiere poca energia
para romper los enlaces quimicos entre sus atomos e iniciar una reaccion en cadena, incrementando
la eficiencia termoquimica del proceso (Ceylan & Kazan, 2015). Las energias de activacion,
encontradas en este estudio para Botryococcus braunii, son menores a las reportadas en otros
trabajos para otras microalgas y materias primas empleadas para la produccion de bioenergia. (Wu
etal., 2014; Yang et al., 2014; Yuan et al., 2015).

Li y colaboradores (Li et al., 2011), investigaron las caracteristicas cinéticas y piroliticas de 3 tipos
de algas rojas Pophyra yezoensis, Plocamium telfairiae Harv y Corallina pilulifera, encontrando
las energias de activacion de 154, 244 y 250KJ/mol respectivamente. Por otro lado, Ceylan y
colaboradores en 2015 (Ceylan & Kazan, 2015) investigaron el comportamiento y la cinética del
proceso de pirolisis en las microalgas Nannochloropsis oculata (NO) y Tetraselmis sp (TS) a través
de un estudio termogravimétrico no isotérmico. Encontraron que se requieren altas energias de
activacion para ambas microalgas con valores de 152.2 KJ/mol (NO) y 334KJ/mol (TS). Estos
valores son mayores a los presentados en este estudio. Lo anterior implica que esta diferencia
podria esperarse teniendo en cuenta las caracteristicas bioquimicas de la biomasa de las microalgas

comparadas. En 2009 Park y colaboradores (Park et al., 2009), estudiaron la cinética de reaccion
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pirolitica del Roble, encontrando que la energia de activacion estaba entre 216.4KJ/mol hasta
461KJ/mol dependiendo del grado de conversion, en donde las energias de activacion disminuian
lentamente desde un grado de conversion de 5% hasta un 60%. A partir de este punto y hasta un
85% de conversion, las energias de activacion se elevaban rapidamente hasta mas de dos veces la

energia requerida a conversiones bajas.

Botryococcus braunii posee menores valores de energia de activacion (~110 KJ mol?) en
comparacion con otras microalgas y biomasa lignocelulésica. Esto puede explicarse como
resultado del alto contenido de material volatil que posee (84%), provocando gue sus componentes
a base de carbono posean menor resistencia térmica comparados con la biomasa lefiosa (Yuan et
al., 2015). Otros resultados encontrados en la literatura (Li et al., 2011; Sanchez et al., 2012),
sugieren que la cinética pirolitica esta principalmente influenciada por el tipo y composicion de la

biomasa usada como materia prima.

44.4  Proceso de Gasificacion con Aire

Usando un modelo validado para gasificacion de biomasa lefiosa, de forma teérica se estudio la
influencia del contenido de humedad y la relacién biomasa/aire, sobre la composicion de un gas de
sintesis. En dicha simulacién no se tuvieron en cuenta las pérdidas de calor a la entrada, ni a la

salida, ya que como supuestos del modelo esta establecer el proceso como adiabatico

4.4.4.1 Temperatura de Reaccion

En la Figura 4.4, se puede apreciar como la temperatura del proceso tiende a disminuir al aumentar
Frg, esto se debe a que, al aumentar esta relacion disminuye la cantidad de aire que entra en el
proceso produciéndose una reaccion de combustion incompleta en la cual aumenta el desequilibrio
estequiométrico. También es observado que la temperatura se ve levemente afectada por el cambio
de humedad en la biomasa, esto puede deberse a la energia necesaria para evaporar el agua
contenida en la muestra lo que afecta de forma negativa la temperatura de proceso (Melgar et al.,
2007).
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Figura 4.4. Distribucién de temperatura de proceso en funcion del contenido de humedad de la biomasa y la relacién
biomasa/aire (Frg). Tad.800:200:2000 (K)

En condiciones reales, la temperatura del proceso es critica para el auto sostenimiento de la
reaccion y sus productos, pues temperaturas que no son suficientemente altas, pueden causar que
las moléculas volatiles tales como alquitranes, puedan pasar a través del proceso y luego
condensarse cuando el proceso enfrié. Tal fendmeno puede ocasionar diversos problemas en
motores de combustion interna, debido a que altos valores de Frgno son viables en el proceso por
las temperaturas relativamente bajas que desarrolla, a menos que se use un equipo apropiado que

sostenga el proceso en estas condiciones (Henriksen et al., 2006; Melgar et al., 2007)

4.4.4.2 Composicion del PG

La composicidn tedrica estimada del gas producido se puede observar en la Figura 4.5, alli se
encuentra la variacion en contenido volumétrico de cada uno de los componentes principales los
cuales son el CO(a), Hz(b), CHa(c) y CO2(d).

La composicion del gas producido esta en funcion del contenido de humedad de la biomasa hy la
relacion biomasa/aire Frg. La distribucion de la concentracion de la diferentes especies quimicas
en la composicion del gas producido depende principalmente del equilibrio quimico entre las
especies, el cual es controlado indirectamente por la temperatura de reaccién, que depende a su vez
del Frg (Melgar et al., 2007).

El contenido de mondxido de carbono (Fig. 4.5(a)) en el gas producido, se ve afectado tanto por el
Frg como por la h. La tendencia a aumentar su rendimiento a bajo contenido de humedad de la

biomasa y altos valores de Fqg, es debido a que el contenido de aire suministrado es muy limitado
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y la combustién cada vez se aleja méas de la estequiométrica, favoreciendo la produccién de CO;
ademas un bajo contenido de humedad, favorece la reaccion debido a que una disponibilidad mayor
de agua, inclina la reaccién a la produccion de hidrogeno y didxido de carbono (Melgar et al.,
2007). Este resultado es comparable con lo reportado por (Sanchez et al., 2013), quienes
encontraron que al aumentar la cantidad de agua en el vapor de alimentacion en el proceso SCWG,
se obtenian mayores rendimientos de Hidrogeno y se reducia la produccién de metano.

El contenido de hidrogeno (Fig. 4.5(b)) por su parte, se ve afectado mayormente por el cambio de
Frg, €n donde valores de 2.5 dan un méximo de rendimiento en su contenido independientemente
del contenido de humedad de la biomasa. Esto se debe a que la reaccién para la produccion de
hidrogeno se ve mayormente afectada por la temperatura de reaccién, la cual se relaciona con el
Frg, esto causa que al aumentar la relacion biomasa/aire, se llegue a un punto de inflexién en una
temperatura critica relativamente baja. Esto se traduce en el favorecimiento de la produccion de

metano en vez de hidrogeno (Melgar et al., 2007; Tian et al., 2017).

El contenido de metano (Fig. 4.5(c)) aumenta ante altos valores Frg, que se reflejan en una
temperatura de reaccion relativamente baja. Esto obedece a la ventaja de la reaccio n entre el
hidrogeno y el mondxido de carbono producidos para formar metano (Tian et al., 2017). Estos
resultados concuerdan con lo reportado por (Hirano et al., 1998) quienes encontraron que la
fraccion de Hz producida en la gasificacion de Spirulina, mejora cunado aumenta la temperatura
de reaccion a 1000°C. Esta temperatura fue alcanzada en la simulacion a un Frq aproximado de 3.5,

valor en el cual se observé un alto rendimiento en la produccion de hidrogeno en lasimulacion.

El diéxido de carbono (Fig. 4.5(d)) por su parte, muestra dos comportamientos respecto a las
variables. En la primera se observa un incremento en su rendimiento al disminuir el Frg, esto es
debido a que se acerca a la estequiometria de la reaccidn, produciéndose una reaccion completa en
donde los principales productos son el CO2y el agua. Por otro lado, se aprecia un rendimiento
méaximo a altos valores de Fq y alto contenido de humedad, en donde parte contenida en la biomasa

reacciona con el monoxido de carbono para formar didxido de carbono e hidrogeno.
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Figura 4.5. Distribucion volumétrica de los componentes del gas de sintesis en funcion del contenido de humedad y
el Frg. (a) CO 3:3:21; (b) H22:2.5:17; (c) CH42.3:2.5:17.3; (d) CO, 7.6:1.9:19
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El poder calorifico inferior LHV (Fig. 4.6(a)) tiende a incrementar a altos valores de Frqy bajo
contenido de humedad pues bajo estas condiciones la produccion de gases con alto poder calorifico
como el CH4 y CO incrementa, por lo tanto, el aumento en el contenido de humedad de la biomasa
esta inversamente relacionada con el LHV. A fin de evaluar la calidad del PG como combustible
para motores de combustién interna alternativa (MCIA), el parametro EFQ nos indica el poder
calorifico de la mezcla aire-combustible, y es el punto de partida para la comparacion energética
de combustibles (Lapuerta et al., 2001). La distribucion del EFQ (Fig. 4.6 (b)) tiene una tendencia
similar al obtenido por el LHV, pues solo se ve afectado por los cambios en la humedad a Fg altos
(Frg>2.5), en donde los mayores valores de EFQ se encuentran en los intervalos de mayor
concentracion de CO y Hz. En condiciones de alta humedad y Frg, la molécula predominante es el
CHya, el cual tiene un efecto negativo sobre el EFQ cuando se compara con el efecto del CO, debido
a que el metano requiere una cantidad mayor de aire en una combustion estequiométrica para

producir la misma cantidad de energia que el CO (Melgar et al., 2007).

45 CONCLUSIONES

El analisis sobre la composicion de Botryococcus braunii mostro caracteristicas propias de biomasa
algal, con un alto porcentaje de carbén y material volatil. La cantidad de carb6on en Botryococcus
braunii (62%), sobrepasa al presentado por una gran variedad de biomasa forestal, con valores
alrededor de 55%

Botryococcus braunii posee un potencial energético con diferentes carbones colombianos, lo que
indica que con el adecuado proceso de produccion se podria tener una fuente renovable y sostenible
de energia, que no compite con terrenos destinados para agricultura y mitiga el impacto del CO;
en el ambiente. El poder calorifico encontrado en este estudio (27.86MJ/kg-HHV), sugiere
idoneamente su uso como una fuente alternativa de energia, presentando valores mayores que varia
especies de microalgas, biomasa forestal o lignoceluldsica y carbén. Adicionalmente, la biomasa
lefiosa requiere varios afos en alcanzar la masa requerida para los procesos mencionado y se debe
garantizar la sostenibilidad de esta materia prima en caso de que se requiera para la produccion de
energia. Contrario, la microalga aunque crece relativamente lenta, su velocidad es mayor a la de
las plantas superiores y se puede producir en estanques abiertos, teniendo una produccién mas
sostenible y amigable con el medio ambiente.
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La energia de activacion requerida es baja comparada con diferentes fuentes de combust ibles
solidos comunmente usados tales como carbon y biomasa lefiosa, ademas de ser menor a los valores
presentados por diversas microalgas, en el cual Botryococcus braunii obtuvo un valor que no
excede los 120KJ/mol de biomasa. Se encontr6 que, a valores de conversion altos, mayor es la

energia de activacion requerida para el proceso de pirolisis.

El alto contenido de material volatil, contenido de carbono, HHV, energia de activacion bajas y el
gran poder calorifico, demuestran que Botryococcus braunii es una materia prima con un alto
potencial para la produccién de biocombustibles a través de procesos termoguimicos como la
gasificacion. La simulacion mostro, que la correcta combinacion de variables (h, Frg) hace posible
obtener un gas de sintesis con un alto contenido energético, el cual a través de procesos como la
licuefaccion hidrotérmica, pueden ser transformados en combustibles liquidos como keroseno o

gasolina, con un impacto ambiental menor al presentado hoy por los combustibles de origen fosil.

El EFQ obtenido, arroja valores promisorios para el uso de PG directamente en MCIA, arrojando
valores caldricos (2100 kJ kg't), muy cercanos a los obtenidos por mezclas pura de metano de aire
durante la combustion (2500 kJ kg™), lo que se traduce en la produccion de un gas de sintesis apto
para usar en motores convencionales a partir de microalgas, a través de procesos termoquimicos

tales como la gasificacion.

Los resultados mostrados a lo largo de este trabajo, pueden ser acoplados en términos de
productividad energética, con los flujos masicos producidos a escala de laboratorio relacionados
con su potencial energético, extrapolando los resultados a procesos a escala industrial de
produccion de microalgas, o en este caso de Botryococcus braunii. Los resultados obtenidos
muestran que el sistema de produccion obtuvo una productividad energética de 3x10* kwh Ltd?,

lo que traduce en la posibilidad de generacion de energia a gran escala.
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