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RESUMEN

Resumen

En el contexto del cambio climatico y la disminucion de reservas de petroleo, la busqueda
de energias renovables y sostenibles ha llevado a explorar alternativas como los
biocombustibles derivados de microalgas. Las microalgas, especialmente Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM, destaca por su capacidad para acumular lipidos y metabolitos de
alto valor comercial. Esta tesis doctoral evalua el potencial de Scenedesmus obtusiusculus
AT-UAM en la produccion de biodiesel y otros compuestos de interés bajo el concepto de
biorrefineria, integrando procesos técnicos y econdémicos para mejorar la viabilidad a escala
industrial. Para aumentar el contenido de lipidos en la biomasa se evalué la acidificacion
controlada del medio de cultivo a pH 5.5, combinada con limitacion de nitrégeno, demostro
ser una estrategia efectiva para incrementar la acumulacién de lipidos en Scenedesmus
obtusiusculu AT-UAM. En condiciones controladas en el Fotobiorreactor de Placas Planas
(FPP), se alcanzé un 60% de lipidos con respecto al peso seco y una productividad de 85
MQiipidos L™ d7", duplicando los valores obtenidos solo con la limitacion de nitrégeno y sin
acidificacion. Esta estrategia también fue validada en los sistemas Fotobiorreactor de
Columna de Burbujeo (FCB) y Raceway Pond (RWP) operados en la intemperie bajo
condiciones de limitacion de nitrégeno, donde el contenido lipidico aumentod de 24% a 45%
del peso seco, cuando se aplico la acidificacion controlada y limitacion de nitrégeno. Los
analisis ultraestructurales revelaron cambios significativos en la pared celular y los
cloroplastos bajo condiciones de estrés (limitacién de nitrégeno), lo que sugiere una
adaptacion metabdlica hacia la sintesis de lipidos. Estos resultados respaldan el potencial
de Scenedesmus obtusiusculus para la produccidon sostenible de biodiesel, aunque se
requiere optimizar el balance entre productividad de biomasa y acumulacién de lipidos en
escalas mayores, asi como, el aprovechamiento de otros productos de interés como los
pigmentos. Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM mostré capacidad para acumular luteina
(4.2 mg g™" en condiciones 6ptimas), un carotenoide de alto valor comercial. La limitacion
de nitrogeno redujo el contenidode luteina (3.8 MQiuteina Gbiomasa '). Entre los métodos de
disrupcion evaluados, el disruptor de perlas de vidrio fue el mas eficiente (92% de
eficiencia), seguido por criomolienda (47%) y sonicacion (20%). Estos resultados destacan
la importancia de seleccionar técnicas de ruptura celular escalables y econdmicas para
maximizar la recuperacion de pigmentos. La integracién de la produccién de luteina en un
esquema de biorrefineria podria mejorar la viabilidad econémica considerando ademas el

uso de corrientes residuales de otros procesos como los gases de combustion. El cultivo

1



RESUMEN

de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en sistemas abiertos (RWP) y sistemas hibridos
(FBRH) confirmé su tolerancia a condiciones variables de intemperie y a diferentes
concentraciones de CO, (hasta 5%). La microalga mostré una tasa de fijacion de CO, de
0.95g L™"d™, con productividades de biomasa de 36 mg L™" d™* en RWP. El uso de medios
alternativos (fertilizantes foliares) redujo costos sin afectar el crecimiento, mientras que la
floculacién con quitosano demostré ser efectiva para la cosecha. Estos resultados apoyan
el potencial de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM para su aplicacion en el tratamiento
de gases de combustion, no obstante, se requieren mejoras en la integracién de los
sistemas para escalar el proceso y garantizar su eficiencia. En este sentido se realizo la
evaluacion de un modelo de biorrefineria con el software SuperPro Designer v10®, basado
en la produccién simultanea de lipidos, luteina y biomasa residual, mostré viabilidad técnica
y econdmica a partir de un analisis de costos de inversidn, costos de operacién y un analisis
de prefactibilidad. Lo anterior, sustentado en los indicadores financieros como el retorno
sobre la inversiéon del 18.35 %, VPN positivo (USD 2 millones), una TIR de 8.36%, con un
periodo de recuperacién de la inversién de 5.45 afios. Sin embargo, se identificé que el
costo unitario de la produccién de luteina debe mejorase a través de la optimizacion del
proceso y en el escalamiento. Este trabajo establece las bases para un Analisis Tecno-
Econdmico aplicable a un modelo de biorrefinerias de microalgas, donde un escalamiento
exitoso dependera de integrar estratégicamente los procesos de cultivo, operacion,
purificacién, valorizacion de subproductos y estudios de mercado. Este modelo se posiciona
como una solucién sostenible que combina bioenergia y economia circular, ofreciendo una

alternativa viable ante los desafios climaticos y energéticos globales.
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Abstract

In the context of climate change and declining petroleum reserves, the search for renewable
and sustainable energy sources has led to the exploration of alternatives such as
microalgae-derived biofuels. Microalgae, particularly Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM,
stand out for their ability to accumulate lipids and high-value metabolites such as pigments
(lutein). This doctoral thesis evaluates the potential of Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM
for biodiesel production and other valuable compounds within a biorefinery framework,
integrating technical and economic processes to enhance industrial viability. To increase
lipid content in the biomass, controlled acidification of the culture medium to pH 5.5
combined with nitrogen limitation proved to be an effective strategy for enhancing lipid
accumulation in Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM. Under controlled conditions (flat
panel photobioreactors, FPP), lipid content reached 60% (85 mg L™ d™'), doubling the
values obtained without acidification. This strategy was also validated in outdoor systems
(bubble column photobioreactors, FCB and raceway ponds, RWP), where lipid content
increased from 24% to 45%. Ultrastructural analyses revealed significant changes in cell
walls and chloroplasts under stress conditions, suggesting a metabolic adaptation toward
lipid synthesis. These results support the potential of Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM
for sustainable biodiesel production, although optimization of the balance between biomass
productivity and lipid accumulation at larger scales is required, along with the utilization of
other valuable products such as pigments. Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM
demonstrated the ability to accumulate lutein (4.2 mg g™' under optimal conditions), a high-
value carotenoid. Nitrogen limitation reduced lutein concentration (3.8 mg g™") but increased
extraction efficiency due to changes in cell wall structure. Among the cell disruption methods
evaluated, bead milling was the most efficient (92% efficiency), followed by cryogrinding
(47%) and sonication (20%). These results highlight the importance of selecting scalable
and cost-effective cell disruption techniques to maximize pigment recovery. The integration
of lutein production into a biorefinery scheme could improve economic viability, particularly
when considering the use of residual streams from other processes such as flue gases. The
cultivation of Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM in open systems (RWP) and hybrid
systems (FBRH) confirmed its tolerance to variable outdoor conditions and different CO,
concentrations (up to 5%). The microalgae showed a CO, fixation rate of 0.95 kg m™ d™,
with biomass productivities of 36 mg L™ d™" in RWP. The use of alternative culture media

(foliar fertilizers) reduced costs without affecting growth, while chitosan flocculation proved
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effective for biomass harvesting. These results support the potential of Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM for bioremediation and carbon capture applications, although reactor
design adjustments are needed for process scaling. In this context, an evaluation was
conducted of a proposed biorefinery model based on the simultaneous production of lipids,
lutein, and residual biomass, which demonstrated both technical and economic viability. This
was supported by key financial indicators including an 18.35% return on investment (ROI),
positive NPV (USD 2 million), an IRR of 8.36%, and a payback period of 5.45 years.
However, it was identified that the unit production cost of lutein needs improvement through
process optimization and scaling. This work establishes the foundation for a Techno-
Economic Analysis applicable to a microalgae-based biorefinery model, where successful
scaling will depend on the strategic integration of cultivation processes, operations,
purification, byproduct valorization, and market studies. The model positions itself as a
sustainable solution that combines bioenergy and circular economy principles, offering a

viable alternative to address global climate and energy challenges.
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Introduccion

En las ultimas décadas, la creciente preocupacion por el calentamiento global, impulsado
por las emisiones de gases de efecto invernadero como el CO,, y la inevitable disminucion
de las reservas de combustibles fosiles, han ejercido una presion sin precedentes para
transitar hacia un modelo energético y productivo mas sostenible (Ho et al., 2010; Xu et al.,
2023). En este contexto, las microalgas han emergido como una plataforma biotecnologica
de gran interés. Estos microorganismos fotosintéticos poseen la capacidad unica de fijar
CO, atmosférico o de fuentes puntuales (como gases de combustion) y convertirlo,
utilizando la energia solar, en una biomasa rica en compuestos de alto valor comercial
(Chisti, 2007; Wang et al., 2023).

Entre estos compuestos, los lipidos destacan por su potencial como materia prima para la
produccion de biodiesel de tercera generacion, ofreciendo ventajas sobre los cultivos
terrestres, como una mayor productividad por unidad de area y la no competencia con
tierras de cultivo (Wijffels et al., 2010). Sin embargo, a pesar de este potencial, la produccién
de biodiesel a partir de microalgas aun no es econémicamente viable a gran escala. El
principal cuello de botella radica en los altos costos asociados al cultivo, la cosecha y la
extraccién de aceites, que superan con creces el valor del combustible obtenido (Stephens
et al., 2010).

Para superar esta barrera, la investigacion actual se ha orientado hacia el concepto de
biorrefineria de microalgas. Este enfoque propone el aprovechamiento integral de la
biomasa, extrayendo no solo los lipidos para biocombustibles, sino también otros
metabolitos de alto valor agregado que puedan subsidiar los costos del proceso (Yen et al.,
2013; Laurens et al., 2017). Bajo este paradigma, compuestos como los pigmentos (luteina,
astaxantina, B-caroteno), las proteinas o los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) se
convierten en productos diana cuya comercializacion puede hacer financieramente factible
todo el esquema productivo (lwamoto et al., 2024). La luteina, un carotenoide con potentes
propiedades antioxidantes y ampliamente utilizado en la industria nutracéutica y alimentaria
para la salud visual, representa uno de estos coproductos de alto valor con un mercado
global en expansién (MMR, 2024; Muhammad et al., 2024).

Asi mismo, el paso de la escala de laboratorio a la producciéon comercial implica desafios
tecnolégicos significativos, centrados principalmente en el diseio y operacion de los

sistemas de cultivo. Por un lado, los fotobiorreactores (FBR), como los de placas planas o
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columnas de burbujeo, ofrecen un mayor control de las variables del proceso (temperatura,
pH, concentracién de nutrientes), minimizan la contaminacion y permiten alcanzar altas
productividades volumétricas. Sin embargo, su alto costo de construccion, operacion y
mantenimiento, asi como las dificultades para escalarlos, limitan su aplicacion industrial
para productos de bajo valor como el biodiesel (Abdur Razzak et al., 2024). Por otro lado,
los sistemas abiertos, como los estanques tipo Raceway Pond (RWP), son mas econémicos
y faciles de escalar, pero presentan desventajas como la baja productividad, la pérdida de
agua por evaporacién, la limitada transferencia de CO, y una alta susceptibilidad a la
contaminacion y a las fluctuaciones de las condiciones ambientales (Clagnan et al., 2023;
Borowitzka, 2013).

A esto se suma la complejidad de las condiciones de cultivo. A nivel laboratorio, es posible
mantener condiciones controladas y constantes (temperatura, pH, irradiancia, medio de
cultivo definido como el BG-11) que permiten estudiar a detalle la fisiologia de la cepa y los
efectos de factores de estrés especificos, como la limitacién de nitrégeno o la acidificacion.
Sin embargo, la transicion a cultivos a la intemperie expone a las microalgas a ciclos
circadianos de luz y temperatura, a variaciones estacionales ya la necesidad de utilizar
medios de cultivo alternativos y de bajo costo (como fertilizantes foliares) para que el
proceso sea economicamente factible. La cepa ideal debe, por tanto, poseer la robustez
necesaria para mantener altas productividades y la capacidad de acumular los productos

de interés bajo estas condiciones fluctuantes y no controladas (Morales et al., 2018).

En este contexto, la seleccidon de la cepa adecuada es un pilar fundamental. La microalga
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, aislada de un ambiente extremo en Cuatro
Ciénegas, Coahuila, ha demostrado en trabajos previos del grupo de investigacion un
potencial excepcional. Se ha caracterizado por su alta tasa de fijacion de CO, (hasta 0.95
kg m™ d™), su tolerancia a altas concentraciones de CO, (hasta un 5%) y a las fluctuantes
condiciones de cultivo a la intemperie, asi como por su capacidad para acumular lipidos
(hasta un 55% en condiciones de laboratorio) con un perfil de acidos grasos apto para
biodiesel (Toledo-Cervantes et al., 2018; Cabello et al., 2015). Sin embargo, para avanzar
hacia una propuesta de biorrefineria, es crucial profundizar en el conocimiento de su
metabolismo y explorar estrategias que permitan dirigirlo hacia la acumulacion simultanea
o secuencial de productos de interés, validando dichas estrategias no solo en condiciones

controladas, sino también en sistemas abiertos de mayor escala y a la intemperie.
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Por lo tanto, el presente trabajo de tesis doctoral se plante6 con el objetivo de determinar
el potencial de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en un esquema de biorrefineria para
la produccion de lipidos y luteina. Para ello, se abordd una investigacion integral que
incluyé: (i) la evaluacion de estrategias de estrés, como la acidificacion controlada del
medio, para incrementar la acumulacién de lipidos, validando su efectividad desde
condiciones controladas de laboratorio (FPP) hasta sistemas piloto operados a la intemperie
(FCB y RWP); (ii) el estudio de las condiciones de cultivo (fuentes de nitrégeno) y los
métodos de procesamiento (como la disrupcion celular) para optimizar la produccién y
recuperacion de luteina; (iii) la evaluacion del escalamiento del cultivo en sistemas abiertos
(RWP) e hibridos, utilizando medios de cultivo alternativos (fertilizantes foliares) y una
corriente real de gases de combustion para demostrar su robustez y aplicabilidad en un
escenario de mitigacion de emisiones; y (iv) la integracion de todos los datos
experimentales en un modelo de simulacién de procesos para realizar un Analisis Tecno-
Econdmico (ATE) que evalue la viabilidad econdmica de una biorrefineria basada en esta

cepa.
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Capitulo 1. Antecedentes

1.1 Microalgas

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos autotrofos principalmente, que
requieren de carbono inorganico entre otros nutrientes para su crecimiento Este carbono se
fija dentro de las células y se convierte en macromoléculas como carbohidratos, lipidos y
proteinas (Travieso et al., 2006, Sarma et al., 2021) que tienen un gran potencial para

aplicaciones biotecnoldgicas.

El cultivo de la biomasa de microalgas es considerado como una forma potencial de superar
nuestra dependencia actual hacia los combustibles fosiles, por el alto contenido de aceite
en algunas cepas (entre 17-77%, ver Tabla 1.1), los bajos indices de consumo de agua,
alta productividad por unidad de area en comparacion con otros cultivos, y la posibilidad de
produccién de microalgas sin usar areas destinadas para el cultivo de alimentos. Estas
ventajas han atraido a varias compafias petroleras, como Exxon, BP, Chevron, Shell y
Neste Oil, para invertir en esta area de investigacion (Mascarelli, 2009, Silva et al., 2020).
Sin embargo, estudios recientes sefialan que la produccién de biodiesel a partir de los

aceites de microalgas aun no es econdmicamente viable (Stephens et al., 2010).

Tabla 1.1. Contenido lipidico de algunas microalgas (Adaptado de Chisti, 2007).

% Contenido lipidico

Especie (9 tipidos/d biomasa)
Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crythecodium Cohnii 20
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Nannochloris sp. 20-35
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris oleoabundans 35-54
Phaeodactylum tricornutum 20-30
Scenedesmus 30-55
obtusiusculus

Schizochytrium sp. 50-77
Tetraselmis sueica 15-23
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El contenido de aceites en las microalgas es variable, y su capacidad para adaptarse a
diferentes condiciones ambientales, se refleja en una variedad de perfiles de acidos grasos
y en la habilidad de sintetizar diferentes compuestos de interés biotecnoldégico (Guschina y
Harwood, 2006). Se han llevado a cabo diversos estudios para incrementar el contenido de
aceites en las microalgas aplicando diferentes estrategia como :1) la limitacién de nitrégeno
durante el crecimiento, lo cual resulta eficiente en el incremento del contenido de aceites
intracelulares, pero disminuye la concentracion celular (Khozin-Goldberg, 2002;
Solovchenko et al., 2008), 2) el crecimiento heterotréfico, que permite la obtencion de mayor
biomasa (Miao y Wu, 2004; Li et al., 2007), 3) la aplicacion de ciclos de luz/oscuridad, que
también favorece el metabolismo heterotréfico de ciertas microalgas, 4) la limitacion de
fésforo, que causa significantes cambios en perfil de acidos grasos y contenido total de
lipidos (Khozin-Goldberg y Cohen, 2006) y 5) la aplicacion de diferentes niveles de
salinidad, que también se ve reflejado en diferentes composiciones de lipidos intracelulares
(Takagi et al., 2006).

1.2 Biodiesel

El biodiesel consiste en monoalquil ésteres de alcoholes de cadena corta, usualmente
etanol y metanol, con acidos grasos de cadena larga obtenidos a partir de biomasa
renovable y que es técnicamente capaz de sustituir al diésel derivado de petréleo como
combustible (Al-lwayzy y Yusaf, 2017,Garibay et al., 2009). Y se obtiene a partir de los
lipidos de las levaduras, bacterias, plantas y microalgas. Actualmente, las microalgas han
cobrado gran relevancia por su capacidad de acumular lipidos precursores del biodiesel. La
composicion de estos lipidos en las microalgas varia, las principales fracciones son
triacilgliceridos, acidos grasos libres, ceras, esteroles, hidrocarburos, fosfolipidos,
glucolipidos y pigmentos (carotenoides, clorofilas, ficobilinas). Por lo que, solo una fraccién
de los lipidos provenientes de las microalgas son utiles en la produccién de biodiesel
(Cohen, 1986, Dineshkumar et al., 2015).

De acuerdo con el potencial de las microalgas seria posible producir entre 20,000 a 80,000
litros de lipidos por hectarea por afio, sin embargo, de acuerdo con el estado actual de la
tecnologia, la productividad no es mayor de 20,000 litros por hectarea por afo. Y solo
cuando se alcance un nivel de desarrollo mayor en cuanto a la tecnologia, se podra llegar
a 80,000 litros por afio. Aun asi, estos volumenes son considerablemente superiores a la

producciéon de aceite a partir de plantas oleaginosas como: palma y colza que producen
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entre 6,000 y 1,500 litros por hectarea por afo, respectivamente (Wijffels et al., 2010, Wang
et al., 2023).

La produccion de biodiesel a partir de los aceites de microalgas con lleva cuatro pasos
basicos que son: 1) Cultivo de la biomasa, 2) Separacién de la biomasa del medio de cultivo,
3) Extraccion de lipidos, 4) Transesterificacion de los lipidos. Debido a que los lipidos estan
localizados dentro de la célula es necesaria la disrupcién celular de las microalgas ya que
la pared celular y algunas membranas, no permiten la extraccion a partir de las células
intactas. Lo anterior, debido a la diversidad estructural de las paredes celulares de las

microalgas (Figura 1.1),

Spirulina Scenedesmus Haematococcus Nanochloropsis Chlorella
i Estado flagelad Apl: pora
PL -
AL [
AL
FL CcL
ST ......
CM & CM ..................
S Vaina (Sheat) PL  Peptidoglicano OFL Capa externa fibrilar TLS Hoja trilaminar EX Extensiones AL Capa algenanos
OM Membrana externa (Out (Peptidoglican Layer) (Outer Fibrilar Layer) (Trilaminar Sheet) (Extensions) (Algenan-base Layer)
Membrane) AL  Capa algenanos TCL Capa trilaminar (Algenan-base Layer) AL Capa algenanos FL  Capa fibrilar (Fibrilar
FL  Capa fibrilar (Fibrilar (Algenan-base Layer) cristalina (Tripartite SW Pared secundaria (Algenan-base Layer) Layer)
Layer) FL  Capa fibrilar (Fibrilar crystalie Layer) (Secondary Wall CL Capacelulosa(Celuiose ~ CM  Memebrana celular

PL  Peptidoglicano Layer) IFL Capa intema fibrilar IS Interespacio Laye) (Celular Membrane)
(Peptidoglican Layer) CM  Membrana celular (Inner Fibrilar Layer) (Interspace) ST Puntuales (Struts)

FL  Capa fibrilar (Fibrila (Celular Membrane) CM Membrana celular CM  Membrana celular
Layer) (Celular Membrane) (Celular Membrane)

CM  Membrana celular
(Celular Membrane)

Figura 1.1. Vista esquematica de la estructura de la pared celular de especies de microalgas de
importancia biotecnolégica (adaptado de D'Hont et al., 2017)

1.3 Metabolitos de microalgas

Ademas de los lipidos que contienen las microalgas que pueden convertirse en biodiesel,
la biomasa de microalgas también contiene otros componentes valiosos, incluyendo
carbohidratos, lipidos, acidos grasos poliinsaturados, pigmentos y proteinas, que pueden
tener un alto valor agregado y contribuir al desarrollo de productos refinados para diferentes
aplicaciones (Laurens et al., 2017, Yen et al., 2012).

Actualmente los productos de microalgas que se encuentran comercialmente disponibles
son dos ordenes de magnitud del precio al cual deberia venderse el biodiesel que es por
debajo de €0.50/Kg. Wijffels et al., en 2010 determinaron el costo de produccion de biomasa
microalgal en un fotobiorreactor de panel delgado, escalado en 1 hectérea, obteniendo un
valor aproximado de €9/Kg. Donde el principal gasto es en el consumo de energia y mano
de obra.
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Para lograr la reduccion de los costos se deben considerar que las microalgas tienen un
mecanismo fotosintético de particion de carbono que resulta en 30-50% proteinas, 20-40%
carbohidratos y 8-15% lipidos, en condiciones favorable de crecimiento (Hu, 2004,
Sanchez-Garcia et al., 2020). Esto debe ser considerado en la produccién de biomasa como
materia prima no solo de biodiesel si no para productos de alto valor agregado como lo son
las proteinas, carbohidratos y pigmentos. Algunos de estos productos se presentan a

continuacion.

1.3.1 Acidos grasos poliinsaturados

Los acidos grasos poliinsaturados (PUFA) con mas de 20 atomos de carbono, son
compuestos de alto valor en el mercado de alimentos saludables y son componentes
esenciales para el crecimiento de eucariotas superiores (Romieu et al., 2005., Ward y
Singh, 2005). Nutricionalmente el &cido eicosapentaenoico (EPA, 20:05) y acido
docosahexaenoico (DHA, 22:06) son los acidos grasos tipo omega-3 mas importantes que
pertenecen a este grupo de compuestos bioactivos y proporcionan importantes beneficios
para la salud de la poblacion humana (Balk et al., 2004 ). Las microalgas son los productores
iniciales de EPA y DHA y se ha estudiado el contenido en cepas de los géneros
Phaeodactylum (Yongmanitchai y Ward, 1991), Nannochloropsis (Sukenik, 1991),
Thraustochytrium (Burja et al., 2006) y Schizochytrium (Zhu et al., 2007). Por lo que el
desarrollo de un sistema eficiente de cultivo a gran escala para la produccidon comercial de

EPA y DHA cubriria una importante necesidad mundial.

1.3.2 Carbohidratos

Las algas son capaces de acumular altos contenidos de carbohidratos (>50% de su peso
seco) (Ho et al., 2012), en general los carbohidratos en las microalgas estan constituidos
por almidén, glucosa, celulosa/hemicelulosa y varios tipos de polisacaridos que actuan
como componentes estructurales en la pared celular y como componentes de
almacenamiento dentro de la célula proporcionando la energia necesaria para los procesos
metabdlicos y permiten la supervivencia temporal en condiciones de oscuridad (de Carvalho
Silvello et al., 2022, Geider y La Roche 2002; Raven y Berdall, 2004). En la Tabla 1.2 se
muestran algunas especies y los carbohidratos que pueden acumular. Los mas abundantes

son glucosa, ramnosa, xilosa y manosa.
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Tabla 1.2. Carbohidratos de algunas especies de microalgas (Adaptado de
Markou, 2012).

Microalga Chlorococcum Spirulina Chlamydomonas Nitzchia Phaeodactilum Dunaliella
Azucar sp. platensis reinhardtii ciosterium trycornutum tertiolecta
Xylosa (%) 27 7.0 - 7.0 7.5 1.0
Manosa (%) 15 9.3 2.3 16.8 459 45
Glucosa (%) 47 54.4 74.9 32.6 21.0 85.3
Galactosa (%) 9 - 4.5 18.4 8.9 1.1
Ramnosa (%) - 223 1.5 7.7 8.6 5.5
Referencia Harun, 2011 Shekharam Choi et al.,2010 Brown, Brown, 1991 Brown, 1991

et al., 1987 1991

1.3.3 Polisacaridos

Los polisacaridos de algas representan una clase de compuestos de alto valor con
aplicaciones en alimentos, cosméticos, textiles, estabilizantes, emulsionantes, lubricantes,

agentes espesantes y drogas de uso clinico (Arad y Levy-Ontman, 2010).

En particular, los polisacaridos sulfatados (fucoidan, carragenanos y agarans) estan
ganando atenciéon por sus aplicaciones médicas como antioxidantes, antitumorales,
anticoagulantes, agentes anti-inflamatorios, antivirales e inmunomoduladores (Tabla 1.3)
(Chen et al., 2010; Guzman et al., 2003; Kim et al., 2012; Mohamed, 2008). Aunque el
mecanismo farmacéutico de los polisacaridos de algas esta todavia bajo investigacién, sus
efectos terapéuticos se basan en la estimulacion y modulacién de macréfagos.

Tabla 1.3. Funciéon farmacolégica de algunas microalgas. (Adaptado de Yen et al.,
2012).

Microalga Extracto del Uso farmacolégico Referencia

polisacarido

C. vulgaris Polisacarido crudo Antioxidante Mohamed, 2008

S. quacricauda Polisacarido crudo Antioxidante Mohamed, 2008

G. impudium KG-03 Polisacarido Antiviral Kim et al., 2012
sulfatado

R. reticulata Polisacarido Antioxidante Chen et al., 2010

extracelular
C. stigmatophora Polisacarido crudo Antiinflamatorio/ inmunomidulador Guzman et al., 2003

P. trocornutum Polisacarido crudo Antiinflamatorio/inmunomodulador Guzman et al., 2003
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Ademas, las microalgas ricas en carbohidratos pueden ser una buena fuente de materia
prima para la produccion de biocombustibles y la generacion de productos de alto valor
agregado, pero aun hace falta el estudio de las estrategias de obtencién de estos productos,
ademas de integrarlas en la produccién de otros compuestos como lo son las proteinas y

los pigmentos.

1.3.4 Proteinas y aminoacidos

El alto contenido de proteina de varias especies de microalgas es una de las principales
razones para considerar estos organismos como una fuente de este tipo de nutriente, sin
embargo, esto se basa en estimaciones de la llamada proteina cruda, comunmente utilizada
en la evaluacion de alimentos y piensos. Sin embargo, la proteina puede fraccionarse en
una parte soluble en agua del 20 % (p.e. Rubisco) y la fraccién insoluble en agua que
corresponde al 80%. Tomando en cuenta esto, cada una de estas fracciones puede tener
diferente valor (Wang et al., 2021, Wijffeels et al., 2010).

La calidad nutricional de una proteina esta determinada basicamente por el contenido, la
proporcion y la disponibilidad de sus aminoacidos. En la Tabla 1.4 se muestra el perfil de
aminodacidos de diversas algas y se comparan con algunos alimentos convencionales y un
patrén de referencia de una proteina bien balanceada (OMS / FAO, 1973). Se puede
observar que el patrén de aminoacidos de casi todas las algas es favorable comparandola

con la de referencia y la de alimentos (Becker, 2004, Wang et al., 2021).
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Tabla 1.4. Perfil de aminoacidos de diferentes tipos de algas, en comparacion con las fuentes de proteinas
convencionales y la FAO / OMS (1973) patrén de referencia (g por 100 proteinas).

Fuente lle Leu Val Lys Phe Tyr Met Cys Try Thr Ala Arg Asp Glu Gly His Pro Ser

WHO/FHO 40 70 50 55 6.0 3.5 1.0

Huevo 66 88 72 53 658 42 3.2 23 17 50 - 62 110 126 42 24 42 6.9

Soja 53 77 53 64 50 37 13 19 14 40 50 74 13 190 45 26 53 58

Chlorella vulgaris 38 88 55 84 50 34 22 14 21 48 79 64 90 116 58 20 48 41

Dunaliella dardawill 42 110 58 7.0 538 3.7 23 12 07 54 73 73 104 127 55 18 33 46

Scenedesmus obliquus 36 73 6.0 56 438 32 15 06 03 51 90 90 84 107 714 21 39 38

Arthospira 6.0 80 65 46 4.9 39 14 04 14 46 68 68 86 126 48 18 39 4.2

maxima

Spirulina platensis 67 98 71 48 53 23 25 09 03 62 95 95 118 103 57 22 42 51

Aphanizomenon sp. 29 52 32 35 25 - 07 02 07 33 47 47 47 78 29 09 29 29
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1.3.5 Pigmentos

La aparicidn de colores de las algas se deriva de sus pigmentos que absorben la luz visible
e inician las reacciones de fotosintesis. Las tres clases principales de pigmentos
fotosintéticos que aparecen en las algas son clorofilas, carotenoides y ficobilinas. La
clorofila a es el pigmento principal en todos los organismos fotosintéticos, y absorbe energia
de las longitudes de onda de la luz azul-violeta y rojo-naranja que luego sirve como un
donador de electrones primario en la cadena de transporte de electrones. Otros pigmentos
que generan las microalgas incluyen clorofila b (también c y d en diferentes tipos de algas),
carotenoides (como B-caroteno en la mayoria de las algas) y ficobilinas (en cianobacterias
y algas rojas (Kannauijiya et al., 2017,Patel et al., 2022, Hall y Rao, 1999) que tienen usos
como alimento, colorantes y en medicina como antioxidantes, anticancerigenos y para
tratamientos fotodinamica aprovechando su capacidad fotosensibilizadora (Ferruzi y
Blakeslee , 2007; Busch et al., 2009). La luteina ha surgido como un pigmento de gran
interés biotecnoldgico. Actualmente la produccién de luteina es realizada a partir del cultivo
de Tagetes erecta en México conocida como flor de cempasuchil. Por lo que, las microalgas
surgen como una alternativa sostenible y econdmica en la produccién de luteina, debido a
su alta tasa de crecimiento y rendimiento. Mientras la flor de cempasuchil genera
aproximadamente 120 kg de luteina por hectarea, las microalgas pueden alcanzar entre
350 y 370 kg en un area similar, esto representa una ventaja significativa en términos de
eficiencia (Lin et al., 2015). Ademas, la capacidad de utilizar diferentes sistemas de cultivo,
utilizar corrientes de desecho (gases de combustion), y la escalabilidad de los procesos de
separacion y extraccion, las posicionan como una opcién viable para la industria (lIwamoto
et al., 2024).

Con lo mencionado anteriormente, se puede dar una idea del gran potencial que tienen las
microalgas para la generacién de una serie de compuestos de alto valor agregado. Por lo
que el cultivo de microalgas destinado para la generacion de biodiesel, compuestos
quimicos, alimenticios o farmacéuticos puede coadyuvar a lograr un proceso sostenible y

econdmicamente viable (Wang et al., 2023, Wijffels et al, 2010).
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1.4  Produccion y tratamiento de biomasa microalgal

1.4.1 Sistemas de produccién y condiciones para obtencién de
productos de interés
Los sistemas cultivo principales son: los sistemas abiertos que incluyen: i) los “raceway
pond” o estanques abiertos tipo circuito que tienen un bajo costo de construccion y
mantenimiento, con una baja productividad volumétrica y algunos parametros que no
pueden ser totalmente controlados como son la temperatura, la evaporacién y la
contaminacion; por otro lado se encuentran ii) los sistemas cerrados que incluyen los
fotobiorreactores tubulares horizontales, las columnas de burbujeo y los panel plano “flat
panel’; que tienen alta productividad volumétrica (13 veces mayor que en los sistemas
abiertos), bajo nivel de contaminacion, bajo indice de evaporacién y mayor control en los
parametros de operacion; sin embargo, los costos de construccion y de energia que se
introduce al sistema (electricidad, agua, aire), cuando se operan, son muy altos (Abdur
Razzak et al., 2024; Clagnan et al., 2023). Por lo que, para reducirlos se ha buscado operar
estos sistemas a la intemperie y para lograrlo se requiere de microalgas que puedan
desarrollarse en los medios y condiciones de cultivo bajo rangos amplios de intensidad de
luz y temperatura y que ademas contengan niveles aceptables de los productos de interés.
Otra configuracién propuesta es los sistemas hibridos que han surgido como una alternativa
econdmica para la produccion de biomasa, y consisten en una etapa inicial de produccién
de biomasa en fotobiorreactores cerrados, en la cual los microorganismos son mantenidos
bajo condiciones de suficiencia de nutrientes etapa que es seguida por una fase de
acumulacion de producto (lipidos) en estanques abiertos, inducida por la deficiencia de
nutrientes (Schenk et al., 2008). Después de la produccion deben implementarse métodos

de recuperacion de la biomasa, para su posterior transformacion en diversos productos.

1.5 Biorrefinerias

El concepto de biorrefineria ha sido definido como un sistema o instalacién donde se
convierte la biomasa un espectro de productos comercializables y energia (IEA Bioenergy,
2022) donde se busca el aprovechamiento integral de la biomasa de forma sostenible. Este
concepto puede extenderse a operaciones que integren procesos para la transformacion
de la biomasa y su fraccionamiento en combustibles, productos quimicos y energia
(Cherubini, 2010).

16



ANTECEDENTES

Existen diferentes esquemas de procesamiento de biomasa que permiten la obtencion de
biocombustibles. Hay tres rutas basicas para que se lleve a cabo la conversién y son: 1) la
gasificacion de biomasa a gas de sintesis (CO + H) y una mayor conversién de gas de
sintesis a los combustibles liquidos, 2) la pirdlisis de la biomasa que es la despolimerizacién
térmica de la biomasa a temperaturas moderadas en la ausencia de oxigeno afadido, la
biomasa se convierte inicialmente a una mezcla de liquido (aceite de pirdlisis), solido
(carbdn vegetal), y las fracciones gaseosas que pueden ser utilizados en la produccion de
combustibles y productos quimicos, y 3) la hidrélisis de biomasa en azucar y unidades de
monomero de lignina para la conversion a productos especificos (fermentacion), como el

biogas, biometano y biohidrégeno.

Algunas operaciones de refineria petroquimica tradicionales, tales como el craqueo
catalitico y de hidroprocesamiento (HP) pueden ser aplicadas con modificaciones a las
materias primas bioldgicas, tales como bio-aceites vy triglicéridos para producir combustibles
como el diésel. El craqueo catalitico del fluido (FCC) analogamente puede ser visto como
pirdlisis continua (400 + ° C) a presion atmosférica en presencia de un catalizador acido
heterogéneo y se utiliza para producir gasolina. Durante la FCC, los hidrocarburos de
cadena larga se fraccionan en moléculas mas pequenas, la mayoria de los cuales caen
dentro del rango de ebullicion de la gasolina. Las reacciones proteoliticas,
deshidrogenacién, descarboxilacién, descarbonilacion, escision, ciclacion, oligomerizacion,
coquizacion, y de transferencia de hidruro se pueden producir durante el craqueo FCC en

paralelo y de forma consecutiva (Al-sabawi et al., 2012).

Bajo este esquema las biorrefinerias combinan las tecnologias necesarias para fraccionar
e hidrolizar materias primas biolégicas con pasos de conversion para producir y recuperar

productos intermedios y productos finales.

En el caso de las microalgas las principales areas que se abordan en un esquema de
biorrefineria son la produccion de la biomasa, la recuperacion, el suministro de energia, la
integracion y optimizacion de los procesos de fraccionamiento y obtencion de los diferentes
metabolitos que requieren una separacion selectiva y posterior purificacion de los extractos
crudos (Molina et al., 2003; Wijffels et al., 2010).

Con lo mencionado anteriormente se debe profundizar en el estudio y desarrollo de
tecnologias de produccion, separacion y transformacién de la biomasa para la generacion

de biocombustibles de tercera generacion.
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1.6 Analisis techo-econémico

En los ultimos afios, la investigacion cientifica relacionada con las microalgas ha aumentado
considerablemente en distintos campos. Sin embargo, su implementaciéon a escala
comercial sigue siendo limitada. La viabilidad a largo plazo de las biorrefinerias actuales se
ve comprometida por los altos costos de los biocombustibles y bioproductos obtenidos a
partir de algas. Por ello, es necesario avanzar en areas clave como el mejoramiento de los
procesos de cultivo y procesamiento de algas, la optimizacion del uso energético y el

analisis de costos en biorrefinerias basadas en microalgas (Yadav et al., 2022).

El uso de microalgas para la produccién de biodiesel es un enfoque futurista en el escenario
energético a nivel mundial. Sin embargo, los estudios y desarrollos tecnolégicos
relacionados con las microalgas deben analizar los bioproductos derivados y los costos de
los procesos de obtencidn para su comercializacion. La sintesis simultanea de bioproductos
de valor agregado durante la produccion de biocombustibles es uno de los métodos mas

rentables y viables para disminuir los costos de produccion (Sharma et al., 2022).

Kuppens et al., (2015), define al Analisis Tecno-Econdmico (ATE), como una evaluacién de
la viabilidad econémica de una nueva tecnologia que busca mejorar el impacto social y/o
ambiental, y que ayuda a los responsables de la toma de decisiones a orientar la
investigacion, el desarrollo o las inversiones. El ATE crea un analisis integral entre los
aspectos técnicos y econdmicos bajo un enfoque de biorrefineria a partir de microalgas
actualmente es un proceso iterativo que se puede dividir en una serie de pasos. En primer
lugar, se debe definir un disefio preliminar del proceso y traducirlo en balances de masa y
energia. En segundo lugar, esta informacién debe integrarse en un modelo que permita
estimar los costos de inversion y operacién, asi como los ingresos. Luego, estos datos se
utilizan para calcular los flujos de caja descontados proyectados, lo que permite obtener
una primera idea sobre la rentabilidad del proceso. A continuacién, se lleva a cabo un
analisis de riesgos con el fin de identificar posibles barreras tecnoldgicas y no tecnoldgicas.
Los resultados del analisis de riesgos se utilizan para formular estrategias de mitigacion.
Para cada una de estas estrategias, todos los pasos pueden repetirse. Finalmente se
calcula el Valor Presente Neto (VPN), Tasa Minima de Rendimiento (TMAR), el Periodo
Cumplimiento de las Expectativas del Inversionistas (PRI) y la Tasa Interna de Retorno
(TIR), que representan los cuatro indicadores financieros que ayudan a evaluar la inversion

del proyecto.
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El modelo de ATE puede realizarse en Excel, no obstante, los datos provenientes de
softwares especializados en disefio de procesos como Aspen Plus (E.U.A), Chem Cad
(E.U.A), Unisim (E.U.A), SuperPro Designer (Canada), actualmente son considerados mas

relevantes (Kasani et al., 2022).

Por lo anterior, es fundamental la valorizacién de la biomasa algal para su aplicacion en
productos de alto valor, promoviendo un enfoque sostenible y econémicamente competitivo.
Ademas, se deben evaluar las industrias actuales, las politicas, las tendencias en la

transferencia tecnoldgica, los principales desafios y las perspectivas econdémicas a futuro.

1.7 Antecedentes directos

Dentro del grupo de trabajo de la UAM-C se aislé una microalga proveniente de laguna
Churince (26'50'25"N; 102'08'02"0) localizada a 19.5 Km al suroeste de Cuatro Ciénegas.
Ella se identificé como Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM y fue estudiada para la fijacion
de CO: en dos tipos de fotobiorreactores “airlift” y columna de burbujeo. Esta microalga
presento una tasa de fijacion de CO, de 0.95 Kg CO. m=d'y se determiné que el contenido
total de aceites es entre el 20-30% de su peso seco. Otra caracteristica interesante es que
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM no se ve inhibida por concentraciones altas de COa.
Los parametros cinéticos de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM son superiores a una de
las principales microalgas oleaginosas reportada que es Neochloris oleoabundans (Chisti,
2007) y tiene una tasa de fijacion que se encuentra dentro de lo aceptable segun Wang et
al., 2006. Ademas, se obtuvo una productividad de 0.5 Kgbiomasa M d™', y se alcanzaron

concentraciones de biomasa de alrededor de 6 Kg m=.

En otro estudio se probé la capacidad de acumulacion de lipidos bajo diferentes condiciones
de cultivo y bajo diferentes concentraciones de la fuente de nitrdgeno y se realizé una
caracterizacion del perfil de acidos grasos. Obteniendo que Scenedesmus obtusiusculus
AT-UAM puede acumular el 55.7% de lipidos no polares con respecto a su peso seco,
cuando es cultivada con una alimentacion de 5% de CO: y una intensidad de luminosa de
54.7umol m* s, bajo condiciones de limitacion de nitrégeno. También se obtuvo un perfil
de acidos grasos que incluye C16:0, C18:0, C18:1n9t, C18:1n9c, C18:3n6, con una
productividad de 200 mg lipidos m-3 d-1. Por lo que esta microalga tiene un gran potencial

para la produccion de lipidos (Toledo et al., 2013).
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Scenedesmus obtisiuculus AT-UAM también ha sido cultivada a la intemperie sin control de
temperatura y bajo un ciclo de luz circadiano, en diferentes estaciones del ano. Estas
pruebas se realizaron en un fotobioreactor “air-lift” de lazo extendido de 34.5 L al que se le
alimentaba un flujo de aire de 5 L min' con una concentraciéon de CO, al 1%. Los
experimentos mostraron que S. obtusiusculus AT-UAM crecia en todas las estaciones del
afio, bajo condiciones de variacion de temperatura con rangos de 1°C (invierno) hasta 47
°C (primavera), siendo sus rendimientos de 2.56, 5.2, 3.31, 3.54 kg m? en invierno,
primavera, verano y otofio respectivamente. El cultivo de esta microalga también se ha
realizado en semi-cointinuo y en continto siendo en primavera donde se presentaron las
mayores productividades siendo de 0.62 y 0.73 Kg m= d, respectivamente. En este
sistema S. obtusiusculus AT-UAM logré acumular hasta un 29% de lipidos con respecto a
Su peso seco bajo condiciones de limitacion y presentd el siguiente perfil de acidos grasos
C10:0, C16:0, C18:1n9, 18:2n6¢c, C18:0, C16:1, C183n3. (Sanchez, 2013).
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Capitulo 2. Justificacion, Hipétesis y Objetivos

21 Justificacion

La produccion simultanea de productos de alto valor agregado bajo el concepto de
biorrefineria puede contribuir a la viabilidad econémica del uso de las microalgas como
materia prima para la produccion de biocombustibles. Distintos compuestos bioquimicos de
las microalgas como pigmentos (B-carotenos, astaxantina, ficobiliproteinas, etc.) acidos
grasos (Y-acido linoléico, acido eicosapentanoico, acido araquidonico, etc.) vitaminas y
aminodacidos esenciales pueden ser aplicados en la nutricidn humana y animal, en el sector
farmacéutico, cosmeético y la acuicultura. Dentro de las microalgas del género
Scenedesmus de han reportado la obtencion de diversos productos como son luteina (S.
almeriensis), L- aminoacidos y aminoacidos (S. almeriensis y S. obliquus), polisacaridos (S.
quadricauda), carbohidratos (S. obliquus CNW-N), lipidos (S. obtusiusculusy Scenedesmus
sp.) y el género es comunmente encontrado en el tratamiento de aguas residuales (S.
quadricauda). Sin embargo, se requiere mas informaciéon sobre la composiciéon de la
biomasa microalgal, con el fin de evaluar, si es posible estandarizar y optimizar los usos de

la biomasa y las técnicas de separacién de los principales bioproductos.

En este trabajo se desea estudiar y caracterizar los compuestos bioquimicos de interés
comercial como los lipidos y luteina, con el fin de establecer una estrategia de separacion
secuencial. El desarrollo de procesos integrados permite incrementar la viabilidad
econdmica de los proyectos basados en microalgas como materia prima para la obtencién
de biocombustibles y compuestos de valor agregado que permita plantear un esquema de

biorrefineria de microalgas.
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2.2 Hipotesis

La evaluacion de la produccion de lipidos y luteina en Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM
en condiciones de cultivo de laboratorio y a la intemperie, junto con el escalamiento de este
proceso en diferentes sistemas, nos permitira establecer estrategias de recuperacién de la
biomasa, esta informacion dara las bases para un Analisis Tecno-Econdémico que ayude a
demostrar la viabilidad de la cepa para su integracién a un modelo de biorrefineria de

microalgas.
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2.3 Objetivos
2.3.1 Objetivo general
Determinar el potencial de utilizar la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT UAM en un
esquema de biorrefinieria para producir lipidos y pigmentos a través de la definicion de

estrategias para su acumulacion.

2.3.2 Objetivos particulares

. Evaluar estrategias para la promover la acumulacion de lipidos en Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM y comparar su desempefio en sistemas operados a nivel

laboratorio y en la intemperie.

. Evaluar diferentes fuentes de nitrégeno para mejorar la produccion de luteina y
comprara técnicas de ruptura celular para maximizar la eficiencia de extraccion del

pigmento.

. Evaluar el cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en sistemas a escala

piloto utilizando medio de cultivo alternativo y corrientes de gases de combustién.

. Realizar un analisis tecno-econdmico basado en el esquema de separacion bajo el
concepto de biorrefineria, para la evaluacién de costos, consumo energético y

rentabilidad econdémica en la produccioén de lipidos y luteina.
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Capitulo 4. Efecto de la acidificacion controlada sobre el aumento de la acumulacion de lipidos en la microalga
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en condiciones controladas y en la intemperie.

Capitulo 3. Materiales y Métodos
3.1 Diagrama de flujo

Para llevar a cabo los objetivos planteados, la estrategia experimental se desarrolld de la

siguiente manera (Figura 3.1):
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Figura 3.1. Estrategia experimental.
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3.2 Microorganismo

En el presente estudio se utilizd la cepa de Scenedesmus obtusiusculusAT-UAM, que se
aislé en la UAM-Cuajimalpa y que fue colectada de la lagua de Churinche (26'50°25” N;
102'08’02” O) localizada a 19.5 Km al suroeste de Cuatro Ciénegas, Coahuila (Toledo-
Cervantes et al., 2018).

3.3 Propagacién y medio de cultivo

El medio que se utilizé para el cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM fue el BG-
11, estéril y a pH 7.5. Las concentraciones de los compuestos requeridos para la

preparacion del medio se indican en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Composicion del medio de cultivo BG11.

Medio de cultivo BG-11

NaNO; 1.5¢gL"’ Metales traza A5+Co

K:HPO4 2H,0 0.04 gL’ H3BO3 2869
MgSO, 7H.0 0.075g L™ MnCl:; 4H;0 1.81g
EDTA disédico de 0.001 g L™ ZnS0O4 7H:0 0.222 g
magnesio

CaCl; 2H0 0.036 g L™ NaMoO, 2H.0 0.39¢g
Acido citrico 0.006 g L™ CuSO, 5H.0 0.079¢
Citrato de amonio 0.006 g L Co(NO:3)2 6H2.0 49.4 mg
férrico

Na.COs; 0.02gL"’ Agua destilada 1.0L
Metales traza A5+Co 1mL

Los indculos se propagaron en un fotobiorreactor de columna de burbujeo (FCB) de vidrio,
con un volumen de operacién de 2.5 L, colocado dentro una camara que cuenta con 16
lamparas de luz de dia de 40 W, a una temperatura de incubacion de 30°C, con iluminacion

constante de 8000 Ix. Con los parametros de operacion indicados en la Tabla 3.2.
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Tabla 3.2. Parametros de operacion de FCB

Parametros de operacion de FBRCB

Diametro 6.15cm Desgasificador

Volumen de operacion 2.5L «— Lamparas

Intensidad de luz 8000 Ix
Altura 1.2m
Flujo de aireacion 2 L min™
Area iluminada 0.232 m?
Temperatura 30°C
Flujo de CO: 2%

<«— Difusor

3.4 Sistemas de cultivo
3.4.1 Fotobiorreactor de Placas Planas (FPP)

El FPP fue disefado y construido con acrilico, con las siguientes dimensiones 0.30 m de
largo, 0.30 m de alto y con un camino 6ptico (grosor) de 0.025m con un volumen de
operacion de 2 L. La fase gaseosa fue distribuida desde el fondo del sistema a través de un
difusor de acero inoxidable. EI pH fue registrado con un sensor electroquimico
(AppliedSens, USA). La temperatura del sistema fue controlada con el uso de un
intercambiador de calor interno. La luz fue suministrada por dos paneles de LEDs que
iluminaban ambos lados del FPP. El registro de los datos captados por los sensores se
realizé utilizando una tarjeta NI-DAQ 9201 National Instruments con la que se captaban los
datos utilizando el Sofware LABVIEW (Figura 3.2).
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Salida del gas
Sensor de O,D--------------- Puertct> de
Sensorde pH --------------- muestreo
Intercambiadorde___________ Aire
calor
Cco,

Difusor de aire ------------

Figura 3.2. Fotobiorreactor de Placas Planas.

3.4.2 Fotobiorreactor de columna de burbujeo (CB)

El fotobiorreactor de columna de burbujeo (CB se construy6 de acrilico, con un volumen de
trabajo de 25 L con las siguientes dimensiones 1.80 m de alto con un diametro de 0.145 m.
La fase gas fue distribuida desde la base del sistema mediante un difusor de acero
inoxidable que contaba con 60 perforaciones de 0.56 mm (Figura 3.3). La alimentacion de
la fase gas se realizd6 con una mezcla de aire y CO2, este ultimo solo se alimentaba
unicamente durante el dia. El sistema contaba con un sensor electroquimico (27003-20,
Col-Parmer, USA) para registrar el pH y un sensor polarografico (SN-29020-10, Cole-
Palmer. USA) para el registro del oxigeno disuelto (DO). El registro de los datos de los
sensores se realizé utilizando una tarjeta NI-DAQ 9201 National Instruments con la que se
captaban los datos utilizando el Sofware LABVIEW.
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&S

E'y

Figura 3.3. Fotobiorreactor de Columna de Burbujeo.

3.4.3 Estanque tipo circuito 6 Raceway pond (120 L)

El sistema abierto Raceway pond (RWP), fue construido de fibra de vidrio con un volumen
de operacion de 120 L con una columna de agua de 0.15 m de altura. El sistema consistio
en dos canales de 2 m de longitud y 0.22 m de ancho, conectados mediante dos curvas de
180° al final de cada canal para obtener una superficie total de 0.9 m2. EI mezclado del
medio de cultivo fue realizado por 4 paletas impulsadas por un motor de 1/10 HP (Small

motor, USA) a una velocidad lineal de 0.3 m s (Figura 3.4).

28



Capitulo 4. Efecto de la acidificacion controlada sobre el aumento de la acumulacion de lipidos en la microalga
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en condiciones controladas y en la intemperie.

Figura 3.4. Raceway pond 120L.

3.4.4 Estanque tipo circuito 6 Raceway pond (950 L)

Las condiciones del sistema se describen en la Tabla 3.3, el sistema se construy6 de fibra

de vidrio y fue impulsado por un motor de 1 hp de potencia que cuenta con un regulador de

la velocidad de agitacion (Figura 3.5).

Tabla 3.3 Parametros de operacion del RWP.

Volumen de trabajo
Area

Altura de la columna
Velocidad de agitacion
Paletas

Aireacion

Operacion

Condiciones

930 L
6.2 m?
0.15m
30cms
2 inox
1 L min" aire
Lote, Semi-continuo

Intemperie
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Figura 3.5. Sistema RWP 950 L.
3.4.5 Fotobiorreactor hibrido (FBRH)

El FBRH esta compuesto por un sistema RWP (ver seccion 3.4.3) acoplado a una columna
de burbujeo (CB) (figura 7). El FBRH utiliza una bomba centrifuga que recircula el medio de
cultivo del RWP a la CB a un flujo de 4.5 L min-'. Las dimensiones de la CB fueron 1.8 m
altura con un diametro de 0.125 m con u volumen de operaciéon de 18 L en donde se

alimentaron las diferentes corrientes de aires y gases de combustion.
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Salida de gas
acondicionado
=
; h
Medio de o
. =]
cultivo Bayfolan 2
m
forte g
e
E Gas de
—g combustion
XX - ;,.” »®3
L
RWP

1 3

Volumen del sistema 950 L

Figura 3.6. Configuracién del Fotobiorreactor Hibrido.

3.4.6 Adquisicion de datos temperatura y luz en sistemas a la
intemperie
La adquisicion de datos se llevo a cabo utilizando un data logger. En el monitoreo de la
temperatura del medio de cultivo y la temperatura ambiente se usé un data logger
“Mesurement computing USB-501-TC-LCD”. Ambos sensores se programaron para adquirir

datos cada 5 minutos.

El monitoreo de la irradiacion solar o escala cuantica de radiacién se hizo por medio de un
data logger “Dataloggin light meter DIGI-SENSE 20250-00” el cual cuantifica la irradiacién

de luz PAR. Fue programado para adquirir datos cada 5 minutos.

3.5 Métodos analiticos

3.5.1 Determinacion de biomasa por peso seco

La biomasa de Scenedesmus obtusiusculus, AT-UAM se cuantific6 por un método
gravimétrico (Sanchez-Garcia et al., 2020). Para ello se filtraron 10 mL de medio de cultivo,
a través de una membrana Millipore 0.45 ym de tamafo de poro, previamente llevada a
peso constante, la membrana junto con la muestra se dejo secar por un periodo de 24 horas

en una estufa con una temperatura de 60°C, posteriormente se colocé en un desecador
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durante 1 hora y se pesd nuevamente. El peso seco de la muestra se determiné por

diferencia de peso. El filtrado se guardé para el analisis posterior de nitratos.

3.5.2 Determinacion de nitratos

El filtrado reservado para la cuantificacion de biomasa se utilizé para la cuantificacion de
nitratos. Se filtraron 5 mL a través de una membrana de acetato-celulosa de 0.2 ym de
tamano de poro. Se tomo6 1 mL de la muestra, se adicionaron 2 mL de HCI 1N y se agité
con el fin de remover los carbonatos. La muestra se midié por espectrofotometria UV
(Evolution 300 UV-visible) a 220 nm con una celda de cuarzo. Las concentraciones fueron

calculadas a través de una curva estandar.

3.5.3 Determinacion del contenido de proteinas

La cantidad de proteinas totales se determiné por medio de un método espectrofotométrico
para lo que se utilizé 1 ml del medio de cultivo al cual se le adicionaron 5 mL de NaOH 0.5
M y se colocd en un bafio ultrasénico durante 20 minutos. Posteriormente, se sometié a un
proceso de hidrdlisis alcalina a 100°C durante 20 minutos. Las muestras hidrolizadas fueron
centrifugadas a 4000 rpm durante 20 minutos. La cuantificacion del contenido proteico en
las muestras hidrolizadas se realizdé con el método de Lowry et al., (1951). Leyendo a una
absorbancia de 750nm. Las concentraciones fueron calculadas por medio de una curva

estandar de albumina bovina (Sigma-Aldrich).

3.5.4 Determinacion del contenido de carbohidratos

Para la determinacién de carbohidratos se utiliz6 1 mL de medio de cultivo a la cual se le
agregaron 5 mL de H>SO4 1M y se colocd en un bafio a 100°C durante 20 minutos, donde
se llevo a cabo una hidrélisis acida. Al término de esto se centrifugdé a 4000 rpm por 20
minutos. La determinacion del contenido de carbohidratos a partir de estos hidrolizados se
realizé por el método de Fenol-Acido sulfarico (Dubois et al., 1956) y se tomé la lectura a
una absorbancia de 485 nm. Las concentraciones fueron calculadas mediante una curva

estandar hecha con glucosa.

3.5.5 Determinacion del contenido de clorofilas

La determinacion del contenido de clorofilas se realizé utilizando 1 mL de medio de cultivo
al cual se le agregaron 5 mL de metanol al 90%, la mezcla se coloc6 en un bafo ultrasénico
durante 60 minutos a 60°C donde se llevd a cabo el rompimiento celular. Después, fue
centrifugada a 4000 rpm durante 20 minutos. El sobrenadante se recuperé y se ley6 a 650,

665 y 750 nm. El contenido de clorofilas en las células se cuantifico usando la ecuacion:
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Clorofila (ug mL™) =16.5(Asss5)-8.3(Ass0) (Becker, 1994). Las absorbancias 650 y 665 fueron

corregidas de la turbidez por medio de la absorbancia a 750nm.

3.5.6 Cuantificacion de luteina

El contenido de luteina se determind por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)
segun lo descrito por (Cerdn et al., 2008). Para ello, 1.5 ml de biomasa suspendida se
centrifugd a 2000 x g durante 5 min. El sedimento que contiene a las células se colocé en
una disruptor de perlas de vidrio (mini bead beder-16, biospec producs, USA) donde se
agregaron 500 mg de perlas de vidrio con un diametro de 0.5 pm durante un minuto después
de este periodo se dejo enfriar, se repitié el proceso tres veces y los pigmentos se extraen
con 4 ml de acetona pura. El extracto de acetona se centrifugd a 2000 x g durante 5 minutos.
El sedimento se re suspendido en 2 ml de acetona y se centrifugd una vez mas. Este
procedimiento se repitid hasta que el sobrenadante quedd incoloro. Los extractos de
acetona se evaporaron bajo un flujo de nitrégeno y el residuo se volvié a disolver en 1 ml
de éter etilico puro, después de lo cual se afiadid 1 ml de KOH en MeOH (4 % wl/v). La
mezcla agitada se dejo reaccionar durante 15 minutos a 0 ° C en la oscuridad, bajo un flujo
de nitrégeno. Para detener la reaccidn y para eliminar el exceso de alcali, se afiadieron 2
ml de NaCl al 10 % y se agit6 la mezcla. Para la separacion de fases, la mezcla se centrifugd
a 2000 x g durante 2 minutos. La fase acuosa se retird y se deseché. La fase de éter se
lavé dos veces con 2 ml de NaCl al 10 %. A continuacion, el éter se evaporé bajo un flujo
de nitrogeno y el pigmento restante se re disolvié en 1 ml de acetona pura y se centrifugd
para desechar particulas en el extracto. Los pigmentos se analizaron por el método
cromatografico de HPLC (Del Campo et al., 2000), utilizando un HPLC Varian ProStar con
detector UV/VIS. La separacion se llevo a cabo en una columna de 5 um, X Terra MSC18
(4,6 x 150 mm). Los eluyentes que fueron utilizados fueron: (A) par de iones-agua, reactivo-
metanol (01:01:08, v/v) y (B) de acetona—metanol (1:1, v/v). El reactivo de par ionico fue
una solucion de tetrabutilamonio (0,05 M) y acetato de amonio (1 M) en agua. Los
pigmentos se eluyerdn a una tasa de 1 ml min', y fueron detectados mediante la medicion
de la absorbancia a 360 a 700 nm. Las concentraciones fueron calculadas mediante una
curva estandar preparada con el estandar de luteina (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
E.U.).

3.5.7 Cuantificacién de lipidos

La cuantificacion de lipidos se realiz6 a través del método de sulfo—fosfo—vainillina (SPV)

(Mishra et al., 2014). De acuerdo con la concentracion de biomasa de la muestra del cultivo
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fue el volumen que se tomo (100, 200 o 300 pL). A esta muestra se la afadieron 2 mL de
H>SO. concentrado (98%), después de homogeneizar la muestra se colocé en un bafo
maria a 100 °C durante 20 min. Posteriormente se dejé enfriar en un bafio de hielo por 5
minutos, seguido de esto se afiadieron 5 mL del reactivo fosfo-vainillina (PV) fresco,
inmediatamente se mezclé manualmente por inversion y se incubd a 37 °C por 20 min con
agitacion a 200 rpm y en oscuridad. Se midio la absorbancia a una longitud de onda de 530

nm. Las concentraciones se calcularon mediante una curva estandar.

3.5.8 Extraccién y cuantificacion de lipidos

La cuantificacion de lipidos totales se realizd por el método de Soxhlet utilizando Hexano.
La biomasa de 1L de medio de cultivo se recupero por centrifugacion y se seco en la estufa
por 3 dias a una temperatura de 50 °C. La biomasa seca se triturd y se extrajeron los lipidos
neutros con hexano durante 8 hrs de recirculacion en el equipo Soxhlet. Los lipidos

extraidos se cuantificaron por diferencia de peso.

3.5.9 Identificacion de los acidos grasos

Para determinar el perfil de acidos grasos se realizé una derivatizacién analitica de los
lipidos. La trasmetilacidn del extracto, se realizoé re-suspendiendo la biomasa en 1 ml de
diclorometano, después se le agregaron 2 ml de una mezcla de metanol:HCI (4:1, v/v) y se
calenté a 110°C durante 6 h en un digestor. Posteriormente se le agregé 1 ml de H.O

desionizada para separar las fases.

La identificacion del perfil de acidos grasos se determiné por cromatografia de gases en un
equipo HP-Agilent 6890, bajas siguientes condiciones: volumen de inyeccion: 2 pl, gas
acarreador: Helio 20 cm s™, temperatura del inyector: 250°C, split 100:1, temperatura del
detector: 250°C, rampa de temperatura: temperatura inicial del horno: 140°C durante 5 min,
incrementos de 1.5°C min™' hasta 240°C, mantener esa temperatura por 10 min. Para La
cuantificacion de los FAME (Esteres Metilicos de Acidos Grasos por sus siglas en inglés)
presentes en la mezcla y se utilizé un estandar constituido de una mezcla de 36 compuestos
en el rango de C4-C24.

3.5.10 Analisis elemental

La biomasa recuperada de los distintos experimentos se utilizé también para definir la
composicion elemental, es decir, el contenido de carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y

azufre.
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Las muestras se secaron y, posteriormente se pulverizaron para pesar de 2-4 ug de
biomasa, se utilizé un analizador elemental (Elemental Analyzer Flash 2000, Thermo
Scientific). Cabe sefalar que el porcentaje relativo de oxigeno se calculé por diferencia del
porcentaje relativo de CHNS. El “Higher Heating Value”, HHV por sus siglas en inglés, se
refiere a la cantidad de calor liberado por unidad de masa o volumen de combustible
(inicialmente a 25 °C) una vez que se quema y los productos han vuelto a una temperatura
de 25 °C, incluye el calor latente de vaporizacién del agua, se determiné con la férmula de

Dulong:

0
HHV [M] kg™'] = 0.338 % C + 1.428 (H - §) + 0.095 * S

3.5.11 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

La biomasa de S. obtusiusculus AT-UAM fue centrifugada a 2400xg y el pellet fue re-
suspendido con glutaraldehido al 6% en una solucién buffer de fosfatos al 100 mM, PBS,
(pH 7.2) durante 2 horas a 4°C. Las células recuperadas fueron lavadas con PBS después
de la centrifugacion, y este proceso se repitié tres veces. Después las muestras fueron
fijadas con 1% de tetradxido de osmio. Posteriormente, se realizd un proceso de
deshidratacion en un cuarto de temperatura controlada, la deshidratacion fue seriada
iniciando con una concentracion de 40% (v/v) de etanol hasta llegar al 100% con
incrementos de 10%. La biomasa deshidratada fue centrifugada y fijada con resina epoxi
(Epon 812, Electron Microscopy Science). Una vez que la resina se solidifico se cortaron
secciones de 50-60nm utilizando un ultramicrétomo (Leica Ultracut R). Los cortes se tifieron
con acetato de uranilo al 5% vy citrato de plomo al 0.5%. El analisis de las muestras se
realiz6 con un microscopio electronico JEM-1010 (JEOL). Las imagenes se obtuvieron con
una camara modelo CCD-300-RC (MIT) y se utiliz6 es programa Scion Image (Scion

Coorporation).

3.6 Determinacion de los parametros cinéticos de la biomasa

Los valores de biomasa medidos se usaron para construir curvas de crecimiento de
biomasa versus tiempo, y para calcular la tasa maxima de crecimiento especifico (umax) con

la siguiente ecuacion:

_ LnX,—LnX,
t—t,

max

El tiempo de duplicacién se calculd con la siguiente ecuacion (Griffiths y Harrison, 2009):
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La productividad se determind como productividad maxima (Pmax) de acuerdo con la

siguiente ecuacion:

Donde X, es la concentracion inicial de biomasa (g L) al tiempo t, (d) y X: es la

concentracion de biomasa en g L' en cualquier tiempo t (de Morais y Costa, 2007).

La tasa de fijacion de CO: (Pco2) se evaludé como la relacién entre el contenido de carbono
en las células y la productividad de biomasa de las microalgas, de acuerdo con la siguiente

ecuacion.

M
P Co. = CcP max &
2 MC

Donde Mco: es el peso molecular del CO2, Mc¢ es el peso molecular del carbono y Cc es la

cantidad de carbono en las células.

La tasa de dilucion (D) se calculd usando la ecuacion:

f
b=y

Donde f es la velocidad del flujo (ml min"') y V es el volumen del reactor.

La determinacion de la eficiencia fotosintética se calculé utilizando el modelo planteado por

(Dillschneider et al., 2013), a través de la siguiente ecuacion:

CyV.AH L E
EF = b'r CbE“N
EfAgly

Donde C, es la concentracion de biomasa generada (g L"), V. es el volumen del
fotobiorreactor (L), AHc, es el calor de combustion de la microalga (KJ gv'), En €s un
coeficiente que considera la cantidad de energia luminica que requiere la microalga para la

asimilacién de la fuente de nitrégeno en el material celular, se considera en un rango de
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1.2-1.3 (caso base 1.25) (Williams y Laurens, 2010), E; es el factor de conversion de luz en
energia (KJ mol foton™), Ar es el area iluminada del fotobiorreactor (m?) e I es la irradiancia

que llega al fotobiorreactor durante un periodo determinado (umol m=2 s™).

3.7 Analisis Tecno-Econdémico

3.7.1 Parametros y software

En este trabajo se utilizd la informacion experimental obtenida en los capitulos 4, 5 y 6,
relacionada con la captura de COg, la produccion de biomasa, lipidos y luteina utilizando la

cepa Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM.

Para llevar a cabo la evaluacion del ATE se utilizé la herramienta de simulacion de
bioprocesos SuperPro Designer v10®. Todo el modelo se configurd para ser simulado bajo

un régimen continuo.
3.8 Analisis estadistico
Todos los datos reportados tienen su correspondiente desviacion estandar, las diferencias

significativas fueron analizadas utilizando la funcion ANOVA multivariado considerando

valores de probabilidad (p<0.05) con un nivel de confiablidad del 95%.

Se utilizé el modelo Gompertz con un ajuste de la R? del 95% que fue utilizado para calcular

la productividad maxima de biomasa con el Software Origin 9.
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Capitulo 4. Efecto de la acidificacion controlada sobre el aumento de la acumulacién
de lipidos en la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en condiciones

controladas y en la intemperie.
4.1 Resumen

En este capitulo se explora la influencia de la acidificacion controlada en la acumulacién de
lipidos en la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM bajo condiciones de limitacion
de la fuente de nitrégeno. En este trabajo se exploro la acidificacion con CO, y HCI en un
fotobiorreactor de placas planas operado en condiciones controladas. Donde la mayor
acumulacion y productividad de lipidos fue de 60 %, 85 mg L™ d! respectivamente, que
fueron obtenidos cuando se aplicé una acidificacion controlada a las 80 horas de operacion
bajo condiciones de limitacién de nitrégeno. Globalmente el contenido de lipidos obtenido
sin acidificacién en condiciones controladas y en la intemperie fue duplicado. Los analisis
revelaron cambios menores en el perfil de acidos grasos, lo que sugiere una alta
especificidad de la microalga en la produccion de lipidos. Sin embargo, se observaron
cambios significativos en la ultraestructura de los componentes subcelulares y en la pared
celular. La estrategia fue aplicada exitosamente en fotobiorreactores de columna de
burbujeo y estanques tipo circuito operados en la intemperie, obteniendo rendimientos de

45% en la acumulacion de lipidos en ambos sistemas.

4.2 Introduccion

El cultivo de microalgas en una tecnologia promisoria para realizar la fijacion biolégica de
CO; y para la generacion de productos con valor comercial. Dentro de los cuales, los lipidos
pueden ser trasformados por medio de la transesterificacion para la produccién sustentable
de biodiesel, cuando se combina con la fijacién de CO; y con corrientes de desecho (p. €j.
gases de combustion y las aguas residuales) (Camacho and Macedo, 2019; Seyed et al.,
2018). Existe un gran numero de estudios centrados en la produccién de lipidos a partir de
microalgas donde, se demuestra la dependencia de la produccién de lipidos debido a la
naturaleza de la especie de microalga y a las condiciones de cultivo. Uno de los principales
factores de estrés es la limitacion de la fuente de nitrégeno siendo la estrategia mas utilizada
y estudiada para la acumulacion de lipidos neutros, carbohidratos y carotenoides. Las
microalgas son capaces de adaptarse a estas condiciones, pero se ven severamente
afectadas y disminuidas sus capacidades fotosintéticas por la reduccion en los pigmentos,

proteinas fotosintéticas y los centros de reactivos de la fotosintesis se minimizan, debido al
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dafno generado por la sobreexcitacion (Feng et al., 2011). Los factores ambientales como
lo son la temperatura, el pH y la irradiancia tienen un gran impacto sobre la productividad
lipidica (Leon-Saiki et al., 2017), (Ras et al., 2013). El control del pH tiene una funcion critica,
debido a que determina la disponibilidad de CO, y la distribuciéon acuosa de los diferentes
iones de las especies de carbono entre otros nutrientes esenciales, ademas, tiene un gran
impacto en el metabolismo celular (Guckert and Cooksey, 1990). Las mejores condiciones
para el crecimiento de la biomasa microalgal se observan cuando el cultivo se encuentra
cercano a los valores de pH neutro. Cuando se presentan valores altos de pH, los
carbonatos representan la mayor proporcién de especies de carbono, disminuyendo la
concentracién de CO; presente en el medio de cultivo, donde la anhidrasa carbénica (CA)
y los mecanismos concentradores de CO, (CCM), juegan un papel muy importante en el
aprovechamiento eficiente del carbono inorganico (Satoh et al., 2001). Por otro lado, las
condiciones acidas limitan el crecimiento y pueden causar inhibicién del metabolismo (Azov,
1982), (Chenl y Durbin, 1994). Actualmente, se ha reportado que los cambios controlados
en los valores de pH tienen influencia en la capacidad de las microalgas para acumular
lipidos bajo condiciones de limitacion de la fuente de nitrégeno. En general los trabajos
donde se reporta el uso de estas estrategias son realizados en condiciones de laboratorio
a pequena escala y han mostrado que la influencia de los cambios de pH es especifica para
cada especie por lo que utilizar condiciones alcalinas (Santos et al.,, 2014, 2013) 6
ligeramente acidas (Cabello et al., 2015, Jin et al., 2016, Mandotra et al., 2016), promueven

un aumento en el rendimiento de la acumulacion de lipidos.

La microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM ha sido previamente reportada como
una cepa con gran potencial para la acumulaciéon de lipidos precursores del biodiesel,
alcanzando valores de hasta 55 % Qgipidos go”' bajo condiciones de limitacién de la fuente de
nitrogeno (Toledo-Cervantes et al., 2013, Toledo-Cervantes et al., 2018). Sin embargo,
alcanza los valores mas altos de actividad fotosintética cuando el valor de pH es de 5.5
(Cabello et al., 2015). Por lo anterior la cepa presenta potencial para la acumulacion de

lipidos evaluando estrategias de operacion mediante la acidificacion del medio de cultivo.

El objetivo de este capitulo fue evaluar el incremento del contenido de lipidos en
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM bajo condiciones de limitacién de la fuente de
nitrdgeno y un pH acido. Ambas condiciones se evaluaron a nivel laboratorio (condiciones
controladas) y en cultivos en la intemperie utilizando diferentes configuraciones de

fotobiorreactores. Para la evaluacion de la acidificacion se realizaron experimentos bajo
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condiciones controladas. Donde se evaluaron estrategias para la disminucion del pH 1)
utilizando una solucién acida y 2) la alimentacién de CO,. Ademas, de seleccionar el periodo
de acumulacion de lipidos. Posteriormente se realizo la verificacion de la estrategia en
fotobiorreactores de columna de burbujeo (FCB) y raceway pond (RWP) operados en la
intemperie. Adicionalmente, se evaluaron los perfiles de lipidos en las diferentes
condiciones. Finalmente, se utilizd microscopia de transmisién electrénica (TEM) para
visualizar cambios ultraestructurales y en la pared celular relacionados con los cambios de
condiciones de crecimiento a condiciones de acumulacion de lipidos derivados de la

limitacion de nitrogeno y acidificacion.

4.3 Materiales y métodos

431 Cepay medio de cultivo

En este trabajo se utilizé la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, cultivada en

medio mineral BG-11 (véase la seccion 3.3).

4.3.2 Fotobiorreactores

La Figura 4.1 muestra las diferentes configuraciones de fotobiorreactores utilizados. Los
sistemas de Placas Planas (FPP), se utilizaron para evaluar las estrategias de acumulacién
de lipidos en condiciones controladas. Los experimentos en condiciones externas fueron
realizados en un Fotobiorreactor de Columna de Burbujeo (FCB) y en un Raceway Pond
(RWP), donde se validd el efecto de la estrategia de acumulacion de lipidos definida

previamente en condiciones controladas.
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Figura 4.1. Fotobiorreactores para el cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM a) Fotobiorreactor de Placas Planas (FPP), b) Fotobiorreactor de columna de
burbujeo (FCB) y c) Raceway pond (RWP).

Las caracteristicas y especificaciones de cada sistema estan descritas en las secciones

3.4.1,342y34.3.
4.3.3 Fotobiorreactor de Columna de Burbujeo y Raceway Pond
operados en la intemperie.
Los experimentos con los sistemas FCB y RWP fueron realizados en la intemperie en los
periodos de otofio e invierno en la Universidad Auténoma Metropolita Unidad Cuajimalpa,
en la Ciudad de México (latitud: 19° 21' 41" N; y longitud: 99° 04' 22" W). Se evaluo el
crecimiento de Scendesmus obtusiusculus AT-UAM utilizando el medio mineral BG-11

completo en la CB (0.16 g L' de biomasa inicial) y en le RWP (0.08 g L' de biomasa inicial).
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4.3.4 Estrategias para la evaluacion de la acidificacion del medio de

cultivo y la acumulacién de lipidos.

4.3.4.1 Fotobiorreactor de Placas Planas operado en
condiciones controladas.

Los experimentos se realizaron con biomasa previamente cultivada con medio mineral BG-
11. La biomasa fue recuperada y concentrada mediante un proceso de centrifugacion y
lavada dos veces con agua destilada. La biomasa fue re-suspendida en medio mineral BG-
11 2X que no contenia ninguna fuente de nitrégeno para alcanzar una concentracion inicial
de biomasa de 0.6 g L. Los FPP fueron operados en las condiciones optimas de
acumulacion de lipidos previamente reportadas por (Cabello et al., 2015), a una
temperatura de 28.5 °C y 100 ymol m* s'. Las estrategias para mantener el valor de pH de
5.5 o para que se encontrara cercano a la neutralidad, bajo condiciones de limitacién de
nitrégeno, incluyeron la aplicacion de diferentes concentraciones de CO, o HCI (1N) en
diferentes etapas del cultivo. Las respuestas fisiolégicas debido a las condiciones de
acidificacion y limitacion de nitrogeno fueron evaluadas con la composicién bioquimica de
la biomasa (lipidos, proteinas, carbohidratos y clorofilas), ademas, se realizaron
observaciones con microscopia electrénica de transmision.

4.3.4.2 Limitacion de nitrogeno bajo acidificacion en sistemas

a la intemperie.

Los sistemas de CB fueron operados durante 10 dias y se utilizé inyeccion de aire en mezcla
con CO- (seccién 4.2.3). Para los experimentos bajo la limitacion de la fuente de nitrégeno,
se utilizé biomasa previamente cultivada en condiciones controladas y esta fue recuperada
como se indica en la seccion 4.2.4.1. En la primera estrategia evaluada, la biomasa se
mantuvo en un pH cercano al valor neutro mediante la inyeccién del 2% de CO2 en mezcla
con aire, para evaluar el efecto de las condiciones ambientales en la acumulacion de lipidos.
En la segunda estrategia, el pH se mantuvo inicialmente cercano al valor neutro, y después
de que la acumulacion de lipidos se mantuviera en un valor constante (aproximadamente a
los 8 dias), el valor del pH se fij6 a 5.5 mediante la adicion de HCI (1N) en el medio de

cultivo.
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4.3.5 Meétodos analiticos

4.3.5.1 Analisis de la biomasa

La concentracion de biomasa, contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos y clorofilas en
la biomasa, perfil de FAMEs, TEM vy los nitratos disueltos en el medio de cultivo fueron

evaluados de acuerdo con lo reportado en la seccién 3.5.

4.3.5.2 Parametros cinéticos

La tasa especifica de crecimiento (u, d), la productividad de biomasa (P,, g L™ d™),
eficiencia fotosintética (PE, %) y el rendimiento de lipidos (giip moloton™) fueron calculados

de acuerdo con lo reportado en la seccién 3.6.

4.4 Resultados

En esta seccion se presentan los resultados y discusion de los diferentes estudios

experimentales realizados.

4.41 Evaluacion de la acumulacion de lipidos en condiciones de

limitacion de nitrégeno y acidificacion controlada en el FPP nivel laboratorio.

En la Figura 4.2 se muestra el efecto de la inyeccion de CO sobre el pH en condiciones
de limitacion de nitrégeno. En condiciones abidticas se requirieron 13.7 Lcoz Lmedio’ d™! para
mantener el pH en 5.5, valor que se encuentra cercano al valor tedrico reportado de 18 Lcoz
Lmedic' d™'. En contraste, para mantener un valor estable de pH cercano a 6.5, en
condiciones iniciales de limitacién de nitrégeno, temperatura de 28° C, irradiancia de 100
umolm s con la microalga Scenedemus obtusisculus AT-UAM, son necesarios mas de
35 Lcoz Lmedio d', lo que sugiere la presencia de un mecanismo de amortiguamiento del
pH, mediante la liberacion de grupos OH al medio (Satoh et al., 2001). Controlar el pH a
un valor cercano a 5.5 después de la adaptacién a las condiciones de limitacién, requiere
aproximadamente 45 gcoz Lmedio d”', que representa un valor 14 veces mayor que la
maxima tasa de consumo (3.26 gcoz Lmedgic! d'), cuando Scendesmus obtusiusculus AT-
UAM es alimentada con 5.6 % CO,, a pH de 6.5, en condiciones controladas en un
fotobiorreactor de columna de burbujeo (Cabello et al., 2017). En este trabajo la microalga
no estaba limitada por la cantidad de carbono inorganico, debido a que el exceso de CO;
no incremento la tasa de fijacion de CO.. Los resultados de la acidificacion en la etapa final
reflejan una disminucién en el mecanismo de amortiguamiento del pH. Ademas, la cantidad
de CO2 necesaria para poder alcanzar el valor 6ptimo de pH es casi tres veces mayor a lo

requerido en condiciones abidticas. En general las microalgas expuestas a condiciones
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acidas muestran una tendencia a mantener valores del pH intracelular cercanos a la

neutralidad.

101 T T T T T T T T

0 l 10 [ 20 ' 30 ' 40 ' 50
CO, (Leoz L medio d™)

Figura 4.2. Efecto del CO: en el cultivo de Scendesmus obtusiusculus AT-UAM,
condiciones abiéticas (e), condiciones iniciales de limitacion de nitrégeno (m),

condicidén de limitacion de nitrégeno (A).

Algunas algas que han demostrado tolerancia a las condiciones acidas como Chlorella sp.
(Terry y Abadia, 1986) y Euglena mutabilis (Gehl and Colman, 1985), tienen la capacidad
de ajustar su pH intracelular en respuesta a los cambios de pH en las condiciones externas.
Chlorella saccharophila y Scenedesmus quadricauda pueden crecer con valores de pH
internos de 7.3 (pH citoplasmico), el cual pueden mantener incluso cuando el pH externo
varia en el rango de 5 a 7, para lograr esto es necesario un alto gasto de energia para poder
bombear protones desde el interior de la célula para compensar el desbalance provocado
por el pH externo (Lane y Burris, 1981). Euglena mutabilis presenta un pH interno de 5.0
cuando las condiciones externas son acidas (pH 3.0) y un pH interno de 8.0 cuando hay
condiciones alcalinas (pH 9), lo que sugiere la presencia de un mecanismo de
amortiguamiento que previene que el metabolismo de la microalga se vea afectado por las
condiciones acidas o alcalinas (Gehl and Colman, 1985). El pH tiene un efecto importante

sobre la actividad fotosintética en cepas del género Scendesmus, a un valor de pH 9.6
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presentan una alta actividad, que disminuye cuando el pH es de 7 y se desactiva
completamente a un pH menor de 4.5 o cundo el pH es mayor a 10.8 (Felfoldy, 1965). Asi
mismo, (Meszes and Erdei, 1969) estudiaron las propiedades de la actividad de la ATPasa
en S. obtusiusculus en rangos de pH de 4.8-8.6 y observaron diferentes maximos de
actividad a 5.6, 6.4 y 7.2. Los autores sugieren la presencia de diversas enzimas o
diferentes arreglos de la ATPasa que dependen del pH externo. La acidificacion por medio
de la solubilizacion del CO; tiene gran relevancia cuando se habla de corrientes gaseosas
con alta concentraciéon de CO,, como lo son los gases de combustion 6 biogas, los cuales
pueden ser utilizados como materia prima para el cultivo de microalgas. (Tang et al., 2011),
reportan que un incremento en el medio de cultivo de 0.03% a 50% (v/v) en la concentracion
de CO; resulta en una diminucién del pH hasta 5.3. Por otro lado, el consumo de especies
de carbono inorganico y nitrato, provocan incrementos en los valores de pH. Sin embargo,
pocos trabajos evallan este efecto bajo condiciones de limitacién de nitrégeno. (Qiu et al.,
2017) estudiaron el efecto del control del pH mediante la inyeccion de CO; en el cultivo bajo
condiciones de acumulacién de lipidos de Chlorella sorokiniana en un fotobiorreactor de 90
L. Reportando que la cantidad de CO- requerido para mantener las mejores condiciones de
crecimiento y acumulacién de lipidos a pH a 6.5, tiene un costo estimado de $200
dolares/tonelada, ademas de presentar una alta ineficiencia en la captura de CO, (13.33
Jco2 Ohiomasa’'). Estos resultados son similares a los reportados en este trabajo cuando se

utiliza la inyeccion de CO, como método de control de pH.

Alternativamente se evalué el control del pH mediante la adicion de acido en el medio de
cultivo, pero esto implica una adicién continua de una soluciéon 1N HCI. La primera inyeccién
se realizé con 8 ml Lmedic™' y después de 15 a 20 minutos fue necesario realizar una nueva
adicién, esto resulté en un aumento en el volumen de trabajo y en el contenido de sales
(<0.28 goi Lmedio'), ademas de la formacion de espuma debido a la liberacion de CO; del
medio de cultivo. Posteriormente, se ensayé la combinacion de ambas estrategias en
diferentes estadios del cultivo. La primera prueba consistié en fijar el pH inicial a 5.5 con la
adicion de HCl y mantener el valor con adicién continua de CO.. La Figura 4.3a muestra el
crecimiento y la acumulacion de lipidos en Senedesmus obtusiusculus AT-UAM en el FPP
cuando fue cultivada en condiciones de limitacion de la fuente de nitrégeno a con un valor
inicial de pH de 5.5, el cual se mantuvo durante todo el cultivo. Donde se puede observar
que el contenido de carbohidratos y lipidos increment6 hasta alcanzar un 32% a las 160
horas y 46% en las primeras 40 horas respectivamente, en contraste el contenido de

proteinas desciende hasta alcanzar valores finales de 13%.
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En el segundo ensayo (Figura 4.3b), el valor de pH se mantuvo entre 6.6-7.0 por medio de
la inyeccion de CO:z hasta alcanzar un estado estacionario en el contenido de lipidos, donde
se aplico la acidificacion controlada mediante la adicion de una solucién de HCI (1N). Esta
condicion se alcanzé a las 80 horas después del inicio del experimento donde la
concentracion de biomasa fue de 0.7 g L' y un contenido de lipidos del 40% giip gocw ™.
Resultados similares han sido reportados por Cabello et al (2015) en condiciones de
operacion similares y bajo la limitacion de la fuente de nitrégeno. Sin embargo, se logré la
acumulacion hasta alcanzar un maximo de 53% en 182 horas. En nuestro caso, el contenido
de lipidos se incrementd de 40% a 60% gip gocw ' en solo 140 horas y el contenido de lipidos
se duplico en comparacién con el experimento de pH constante (5.5) en el mismo periodo
de tiempo. Estos valores del contenido de lipidos son mayores a los reportados por Cabello
et al., (2015) (53% giip gocw™") y por (Toledo-Cervantes et al., 2013) (55.3% gip gocw'). El
experimento alcanzoé productividades maximas de biomasa y lipidica de 142 mg L' d'y 85
mg L7 d, respectivamente. En la Figura 10b se muestra la evolucion de la biomasa
producida y la composicion del perfil bioquimico. Se observé que las condiciones de
limitacion de nitrégeno favorecen la acumulacion de lipidos, que alcanzé un valor maximo
de 48% a las 60 horas, después de ese tiempo el valor de los carbohidratos decrece al
mismo tiempo que el contenido de lipidos aumenta hasta alcanzar el 60% de lipidos con un

contenido final de proteinas del 11%, carbohidratos, 25% y cenizas de 4%.

Otro efecto metabdlico derivado del desbalance osmético causado por el pH bajo es la
produccién de ftriglicéridos. Jin et al.,, (2016), estudié el contenido total de lipidos
intracelulares bajo diferentes condiciones de pH (5.5-8.8), y reporté que el pH 6ptimo para
la acumulacion de lipidos fue de 6.5. El estudio sugiere que el estrés causado por el pH
externo estimula los mecanismos de regulacion interna del pH y la activacion de algunas
enzimas como la descarboxilasa que esta asociada con la sintesis de hidrocarburos los

cuales son muy sensibles a las variaciones de pH.
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Figura 4.3. a) efecto del pH 5.5 constante en condiciones de N-limitado, b) Efecto del

pulso acido, a las 80 horas, para alcanzar un pH de 5.5 bajo condiciones de N-

limitado, en el cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en un
fotobiorreactor de placas planas, FPP; biomasa (e), proteinas (m), carbohidratos (+¢)

y lipidos (A).
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El nitrégeno es uno de los principales componentes celulares y se puede encontrar en las
proteinas, acidos nucleicos, moléculas de transferencia de energia, etc. La limitacion de la
fuente de nitrogeno provoca una modificacion en los componentes internos de la célula, en
este trabajo en ambos casos y para las dos estrategias evaluadas, el contenido proteico
disminuyd de 35 % hasta un 11-13%, en la etapa final del experimento (Figura 4.3). Un
comportamiento similar ha sido reportado en el cultivo bajo condiciones de limitacion de
nitrégeno de las cepas Scenedesmus sp. CCNM 1077, Chlorella vulgaris FSP-E, Chlorella
vulgaris ESP-6 y Chlorella orbicularis Tai-04, donde el contenido proteico disminuyé de
47.75 a 16.87%, 60.38 a 21.09%, 47.78 a 22.84% y de 33.97 a 20.19%, respectivamente
(Pancha et al., 2014, Yen et al., 2013). Durante la limitaciéon de nitrégeno, los flujos de
carbono cambian, y compiten en diferentes rutas que generen reservas de energia,
principalmente lipidos y carbohidratos (Siaut et al., 2011). Estos pueden ser utilizados como
sumideros de electrones bajo situaciones de exceso de electrones provenientes de la
fotosintesis (Hu et al., 2008). Como se puede observar en nuestro trabajo, se presenta un
incremento en el contenido de carbohidratos por arriba del 48 % gcro gocw™' en las primeras
60 horas y posteriormente una disminucién, cuando los lipidos comienzan su aumento
hasta alcanzar un valor maximo de 60% g, gocw™' (ver Figura 4.3b). El rol que juegan los
carbohidratos en la acumulacion de lipidos aun es controversial, debido a la naturaleza de
sus interacciones y de los factores que intervienen en la generacion de estas dos moléculas
de almacenamiento de energia. (Fan et al., 2012), reporta que en Chlamydomonas
reinhardti predomina la sintesis de carbohidratos sobre la sintesis de lipidos. Por lo que la
acumulacion de lipidos se da cuando la disponibilidad de carbono excede la capacidad de
sintesis de carbohidratos. Alternativamente, los carbohidratos pueden acumularse como
una respuesta inmediata al estrés por la deficiencia de nitrégeno y posteriormente ser
convertidos en moléculas de almacenamiento prolongado como lo son los lipidos, lo anterior
considerando que la energia de los lipidos es alrededor de 2.25 veces mayor que la de los
carbohidratos (Ledn-Saiki et al., 2017, Zhu et al., 2014).

Las micrografias de transmision electronica de S. obtusiusculus AT-UAM muestran el
crecimiento en condiciones de limitacion de nitrégeno (Figura 4.4 a-c), con los cloroplastos
(C), gotas de lipidos (LD), pirenoides (P), rodeados de granulos de almidon (S). En la Figura
4.4 b, se observa la estructura pared celular (CW), que esta dividida en diferentes capas,
que se pueden visualizar en la Figura 4.4c como capa de pectina (PL), una capa a base de
algaenanos (tri capa, AL), capa fibrilar (FL) y la membrana celular (CM). Las Figuras 4.4 d-

f, muestran diferentes estadios de la célula en condiciones de limitacion de nitrégeno,

48



Capitulo 4. Efecto de la acidificacion controlada sobre el aumento de la acumulacion de lipidos en la microalga
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en condiciones controladas y en la intemperie.

cuando el pH se mantuvo a 5.5 mediante la adicién de CO: y en la Figura 4.4 g-i presenta

la respuesta de la célula cuando se usa la acidificacién controlada a las 80 horas.

La pared celular de las microalgas es la capa limite que interactua directamente con el
ambiente en el que crece y se asemeja la de las plantas superiores, tiene una estructura
elastica que le ayuda a mantener la integridad mediante la combinacion de fuerza mecanica
y elasticidad (Yap et al., 2016). La pared celular esta formada por una pared de pectina,
cuyo grosor depende de la exposicion a factores ambientales externos (Burczyk et al.,
2014), y una capa interna que corresponde a una res microfibilar que le confiere rigidez a
la pared celular debido a su contenido de celulasa (Barsanti. & Gualtieri, 2007). Una capa
fina intermedia que cuenta con una estructura trilaminar compuesta por el biopolimero
algaenano. Este ultimo esta compuesto por polimeros alifaticos altamente resistentes, que
a su vez tiene una alta resistencia a los acidos y a las bases (Dunker and Wilhelm, 2018),
las cepas de microalgas que no tienen algaenanos son mas sensibles a una gran variedad
de compuestos toxicos. Las imagenes de TEM muestran que S. obtusiusculus AT-UAM
tiene una capa de algaenanos (Figura 4.4 ¢). Ademas, se observaron cambios significativos
en la ultraestructura de los componentes subcelulares y de la pared celular cuando se
cultivé en diferentes condiciones. La limitacion de nitrégeno indujo la degradacion de los
cloroplastos, que se puede observar por la reduccion del tamafio y su reubicacion en la
periferia de la célula (Figuras 4.4 d-f), asi como, los cambios de la fase rica en almidones
(Figuras 4.4 d, g), a lafase rica en lipidos (Figuras 4.4 e, h). La microalga también presenta
cambios en el grosor de la pared celular, cambiando el grosor (330 nm) después de la
aplicacion de la acidificacion en contraste con la condicion de limitacion de nitrogeno (140
nm), o en condiciones de crecimiento (125 nm) (Figuras 4.4 c, f, i). Existen varios reportes
de la acumulacién de lipidos en microalgas bajo condiciones de limitacion de nitrégeno,
pero poca informacion disponible de los cambios en la pared celular, como respuesta a
condiciones de estrés, como lo es, la limitacién de nitrégeno o la acidificacién. (Yap et al.,
(2016) reportaron un incremento considerable en el tamano promedio de la pared de
Nannochloropsis sp., y Chlorococcum sp., correlacionado con condiciones de limitacién de
nitrogeno. El estudio de la pared celular en diferentes ambientes de cultivo es
extremadamente relevante en el procesamiento posterior de la biomasa microalga (D’Hondt
et al., 2017).
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b Scenedesmus
cell wall

Figura 4.4. Imagenes de microscopia electronica de transmisiéon de Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM: a) Cepa normal bajo condiciones de crecimiento. Se
observan: C = cloroplasto, P = pirenoide, S = granulo de almidén, LD = gota lipidica;
b) Vista esquematica de la estructura de la pared celular de Scenedesmus
(modificado de D’Hondt et al., 2017), donde se indican: PL = capa de pectina, AL =
capa basada en algaenano (trilaminar), FL = capa fibrilar, CM = membrana celular; c)
Composicién y arquitectura de la pared celular de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM bajo condiciones normales de crecimiento; d-f) Condiciones de deficiencia de
nitréogeno (N-limitado): se observé acumulacion de almidén y lipidos, mientras que la
capa trilaminar de algaenano se mostré difusa y el grosor de la pared celular aumenté
respecto a las condiciones de crecimiento normales; d) fase intermedia, f) fase final;
g-i) Condiciones de deficiencia de nitrégeno combinada con un pulso acido (N-
limitado+pulso acido): los lipidos se convirtieron en el componente principal de las
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células; ademas, las capas de pectina y fibrilar se observaron mas gruesas que bajo
condiciones normales, mientras que la capa de algaenano practicamente
desaparecio; g) fase intermedia, h) fase final, i) detalle de la pared celular en fase

final. La barra de escala corresponde a: a, d-e, g-h =1 ym; ¢, f, i = 250 nm.

4.4.2 Cultivo en la intemperie bajo condiciones de crecimiento en un
FCB

Se evalud la capacidad de S. obtusiusculus AT-UAM para su cultivo en la intemperie, para
observar el efecto de las variaciones de la temperatura y realizar una comparacion con el
cultivo en limitacién de la fuente de nitrégeno con y sin acidificacion. Pese a la fluctuacién
de las condiciones climaticas, la microalga fue capaz de alcanzar una biomasa de 3.7 g L™
(Tabla 4.1), un valor similar a lo reportado en condiciones de laboratorio (Cabello et al.,
2015). La tasa de crecimiento (u) fue de 0.22 d!, con productividades de biomasa de 200
mg L' d' y eficiencia fotosintética del 4.11 %. Estos valores, son similares a los 220 mg L-
' d reportados por Morales et al., (2018), cuando la misma cepa fue cultivada en un

fotobiorreactor air-lift en la intemperie durante el periodo de otofo.

La irradiancia y la temperatura fueron monitoreados a lo largo de los experimentos, y se
observo que la irradiancia superaba los 2000 pmol m?2 s (108,000 luxes), asi como, la
temperatura del medio de cultivo alcanzé hasta los 38°C durante el dia y bajaba hasta los
5°C en la noche (Tabla 4.1). Los valores promedio de la composicion bioquimica de la
biomasa microalgal fueron de: 45 % proteinas, 37 % carbohidratos, 0.8 % clorofilas, 12 %
lipidos y 5 % cenizas. Esta composicion es similar a lo reportado por Cabello et al., (2015),

bajo condiciones de crecimiento.

La curva P-l reportada para S. obtusiusculus AT-UAM indica que la zona de irradiancia de
saturacion esta entre los 300-970 umol m? s (Cabello et al., 2015). En este trabajo, la
irradiancia alcanzé valores de hasta 2300 pmol m? s™' donde S. obtusiusculus AT-UAM no
se vio afectada o fotoinhibida. Koller et al., (2016) reportan que la irradiancia inicial puede
afectar la concentracién maxima de biomasa, debido a que produce un alto nivel de estrés,
provocando que se alargue el periodo de la fase lag. Cuando se evalué el crecimiento de
una cepa de S. obtiusiusculus en un FPP, bajo condiciones de irradiancia de 1400 mmol m"
2 57, la concentracion de biomasa maxima alcanzada fue de 4.95 g L' (Koller et al., 2016).

Por otra parte, si la irradiancia es insuficiente, la productividad de biomasa puede ser menor
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debido a la limitacién de la fuente de energia o por el efecto de autosombreado ocasionado

por las células de microalgas (Richmond and Hu, 2013).
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Tabla 4.1. Resumen de los resultados de biomasa y contenido lipidico de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM bajo
condiciones de suficiencia de nitrégeno y limitacion de nitrégeno con acidificacion controlada, evaluado en diferentes

sistemas y condiciones (Laboratorio e Intemperie).

Productividad

Productividad de

. Tiempo Trango Imax Biomasa . Lipidos P glipidos PE
Experimento . o Ny de biomasa lipidos —
P (dias) (C)  (umolm2s’)  (gL") (mg L' d-) (%) moltd?  MOhheon (%)
Operacion en condiciones controladas del FPP
FPP N-completo* - 35 320 3.7 970 14 - - 4.4
FPP N-limitado 5.8 28.5** 100 1.52+0.11 240+5.52 30+1.55 72 0.32 7.1
FPP N- -
o o 5.8 28.5 100 0.76+.08 142+5.05 60+3.03 85 0.6 7.3
limitado+acidificacion
Operacion en la intemperie del FCB
FCB N-completo 16 5-40 1300 3.7+0.18 200+3.00 1240.64 - - 4.8
FCB N-limitado 12 8-36 1930 1.70+0.13 100+2.1 23+1.12 23 0.13 4.2
FCB N- 10 10-38 2300 1.24+0.04 147+3.38 4542 .20 66 0.17 45
limitado+acidificacion e - - ) )
Operacion en la intemperie del RWP
RWP N-completo 22 8- 21 1520 0.8+0.05 36+ 0.82 15+0.75 - - 36
RWP N-limitado 16 8-19 1640 0.25+0.01 12 +0.31 24+1.22 2.8 0.02 3.1
RWP N- 21 7-18 1580 0.24+0.01 11 £0.27 45+2.31 4.9 0.03 3.4

limitado+acidificacion

Fotobiorreactor de Placas Planas, FPP, Fotobiorreactor de columna de burbujeo, FCB, Raceway pond, RWP, Eficiencia Fotosintética, EF, Radio
Superficie Volumen, S/V, FPP 49 m-!, FCB, 29.6 m' y RWP 10 m-', se obtuvo considerando el radio entre el area iluminada del fotobiorreactor (m?)

y el volumen de operacion (m?). t-Test, p < 0.05.
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Un factor importante en el cultivo de microalgas es la temperatura del medio de cultivo, en
este estudio, las temperaturas que se alcanzaron en el FCB fueron entre 3-5 °C mas altas
que las reportadas en las condiciones ambientales es decir el FCB absorbe calor de la
radiacion solar. El control de la temperatura mejora en gran medida la productividad, sin
embargo, genera un aumento en los costos del cultivo (Béchet et al., 2010, Richmond et
al., 1990, Zhang et al., 1999). Las concentraciones de biomasa alcanzadas en condiciones
de crecimiento confirman la adaptabilidad de S. obtusiusculus AT-UAM a las variables

ambientales.

4.4.3 Cultivo a la intemperie en un FCB bajo limitaciéon de nitrégeno y

pH acido.

Los FCB fueron operados durante 10 dias en la intemperie bajo condiciones de limitacion
de la fuente de nitrégeno. Inicialmente, el pH fue mantenido en valores cercanos a 7 (etapas
| y 1), durante este periodo se lograba alcanzar una fase estacionaria de acumulacion de
lipidos (etapa Il), finalmente se realizé la acidificacion controlada para alcanzar un pH de
5.5 mediante la adicion de HCI(1N) en el medio. La Figura 4.5 muestra la productividad de
biomasa y la acumulacion de lipidos bajo condiciones de limitacion. Ademas, se muestran
las condiciones de operacién (irradiancia y temperatura), asi como la respuesta de las
variables (pH y oxigeno disuelto). Como se puede observar, en los primeros dias se
presenta una fase de crecimiento exponencial (etapa 1), después del dia 3 el contenido de
lipidos y la concentracién de biomasa presenta solo ligeras variaciones hasta el final de la
etapa Il. (8.5 dias). En este momento, la biomasa producida fue de 0.4 g L' (concentracién
final de biomasa de 1.7 g L"), con una produccion méaxima de lipidos de 150 mg L™
(acumulacion de 23 % Qiipidos gocw'). En la etapa 3, el contenido de lipidos aumento de 30
% a 45 % Qiipidos gocw ' €n solo un dia, representando la mayor acumulacion obtenida en el
cultivo en la intemperie para esta microalga. Bajo estas condiciones la pfue de 0.027 d,
equivalente a una productividad maxima de biomasa de 147 mg L' d'. Durante las etapas
I y Il, los valores de pH variaron entre 6.6-7.6 durante el dia, los rangos de temperatura se
mantuvieron entre 10-31 °C, y la irradiancia alcanzé hasta los 2000 umol m? s™'. La
concentracion de oxigeno disuelto (OD), vari6 con los ciclos circadianos observandose un
incremento durante las primeras horas del dia y disminuyendo al atardecer, hasta llegar a
concentraciones minimas al anochecer. La respuesta de los lipidos fue similar a lo
reportado en condiciones de laboratorio y se confirmé que la acidificaciéon controlada mejora

la acumulacion de lipidos.
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Figura 4.5. S. obtusiusculus AT-UAM cultivada en un fotobiorreactor FCB, con pulso

acido, biomasa, lipidos, pH, oxigeno disuelto, irradiancia y temperatura del medio

operado en la intemperie.
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Las condiciones del perfil bioquimico de la biomasa de la micoalga al final del experimento
fueron: 14 % de proteinas, 31 % carbohidratos, 45 % lipidos, 4 % cenizas, las
concentraciones de clorofila no se cuantificaron debido a que, las concentraciones estan

por debajo del limite de deteccion.

4.4.4 Cultivo en RWP bajo condiciones de suficiencia y limitacion de

nitréogeno en la intemperie.

Los resultados del cultivo bajo condiciones de suficiencia y limitacion de nitrégeno se
describen en la Tabla 4.1. Cuando el cultivo de S. obtusiusculus AT-UAM se encuentra en
condiciones de suficiencia de nitrégeno alcanzé una concentracion de biomasa de hasta
0.8 g L, con una temperatura promedio del medio de cultivo de 21 °C %1, logrando una
productividad de biomasa de 36 mg L' d"'. Cuando la microalga es cultivada en condiciones
de limitacién de nitrdgeno, la biomasa alcanzé una concentracion de biomasa de 0.25 g L-
1. con 24 % gipices gocw! de contenido de lipidos y cuando se aplicd la acidificacion
controlada, la biomasa alcanz60.24 g L. Sin embargo, el contenido de lipidos incrementd
hasta 45 % gipices gocw!. La Figura 4.6, se observa una comparacién de la produccion
volumétrica de lipidos, alcanzando hasta 60 mg L™ en el RWP con limitacién de nitrogeno
y 80 mg L' cuando se aplicd la limitacion de nitrégeno con la acidificacion controlada. En
este experimento la composicion bioquimica de la biomasa microalgal en el RWP fue 13 %
proteinas, 26 % carbohidratos, 45 % lipidos y 16 % cenizas. Una caracteristica que se
presento en los sistemas de cultivo (FCB Y RWP) fue una coloracién amarillenta que puede
indicar la presencia de carotenos ocasionada por las condiciones de limitacion de nitrégeno
y se relaciona con la activacion mecanismos de reserva de energia que es ocasionado por
el estrés de la limitacion (Richmond y Hu, 2013, Eustance et al., 2016b). Las deficiencias
de nitrégeno ocasionan diversas respuestas metabdlicas en las microalgas, estas incluyen,
una baja en la concentracion de pigmentos fotosintéticos como la clorofila a y b, lo que
genera un cambio en la coloracion del medio de cultivo de verde a amarillo (Feng et al.,
2011). También se observd, que independientemente del sistema de cultivo (FPP, FCB,
RWP), la composicién bioquimica de S. obtusiusculus AT-UAM cultivada en laboratorio o
en la intemperie es similar, a pesar de estar expuesta a los ciclos circadianos de irradiancia
y temperatura. Por otra parte, el crecimiento de la microalga fue menor en los sistemas de
cultivo RWP que en los FCB. La capacidad de acumular lipidos en los sistemas RWP bajo

condiciones de limitacion es similar a lo obtenido en los FCB.
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Figura 4.6. Acumulacion de lipidos en el sistema Raceway Pond, RWP, con N-

limitado (o) y N -imitado + pulso acido (e).

En los RWP, la acidificacion controlada se realizé cuando el contenido de lipidos esta por
alcanzar un estado estacionario (dia 12, Figura 4.6), adicionando una solucion de HCI (1
N) hasta alcanzar el pH de 5.5, la cual favorecié la acumulacion de lipidos pasando de 24
% a 45 % Qipidos gocw ' 10 que representa un incremento de 1.87 veces el contenido de

lipidos.

Todos los resultados de la operacion de los sistemas estan reportados en la Tabla 4.1, con
la finalidad de poder analizar de forma global el efecto de la configuracion de los sistemas
y la implementacion de la estrategia de acidificacién controlada (limitacién de nitrogeno +
acidificacion) sobre la productividad de biomasa que es uno de los parametros que mas se
ven afectados cuando se utiliza la limitacion de nitrégeno para estimular la acumulacién de
lipidos (Santos et al., 2013, Siaut et al., 2011, Eustance et al., 2016a).

Se ha reportado ampliamente que la productividad de biomasa depende en gran medida
del tipo de reactor, la geometria y las condiciones de operacion, lo que dificulta realizar una

comparacion entre las distintas configuraciones de reactores (Koller et al., 2016). La
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comparacion se vuelve mas compleja cuando el sistema es operado en la intemperie y en
condiciones de limitacion de nitrégeno, factores que afectan notablemente la productividad
de la biomasa. Como se puede observar en la Tabla 4.1, las productividades mas altas se
alcanzaron en el FPP, siendo 5 veces mas alta que la obtenida en el FCB, este efecto
probablemente esté relacionado por las condiciones en las que se realizado el cultivo donde
intervienen los cambios por los ciclos circadianos y las diferentes estaciones del afo, lo
anterior, debido a que los experimentos se realizaron en los periodos de verano y otofo, en
estas estaciones son comunes las lluvias, dias nublados y bajas temperaturas, Estas
mismas condiciones afectaron la productividad de la biomasa en los RWP que fue una
quinta parte de lo reportado en el FCB. Estos valores son consistentes con la diferencia
reportada entre los sistemas abiertos, RWP y cerrados, FCB, que es entre 2-6 veces mayor

para cepas de Chlorella y Nanochloropsis respectivamente (Wolf et al., 2016).

Asi mismo, la productividad de la biomasa bajo condiciones de limitacion de nitrégeno en
los FPP (240 mg L' d), fue 4 veces menor que el valor reportado por (Cabello et al., 2015),
para S. obtusiusculus AT-UAM evaluada bajo condiciones Optimas de crecimiento en un
FPP (970 mg L d"). Por otra parte, se observd una disminucion de 1.7 veces en la
productividad de la biomasa (142 mg L' d"), cuando la acidificacion controlada fue aplicada,
pero en este caso, la acumulacion de lipidos se duplicé. Globalmente, la productividad
lipidica fue 20 % mayor que la obtenida sin acidificacion. Resultados similares fueron
observados en los sistemas FCB y RWP operados en la intemperie, en ambas
configuraciones, el contenido de lipidos alcanzé 45 % Qipidos Oocw ' €n condiciones de
acidificacion controlada y limitacién de nitrégeno. La productividad de biomasa decae en
comparacion con las pruebas en condiciones de crecimiento. En estos casos, la
productividad lipidica se incrementd 2.9 y 1.7 veces en comparacioén con los valores sin

acidificacion para el FCB y RWP respectivamente.

Santos et al., (2014), reportaron que limitar la fuente de nitrégeno en Neochloris
oleabundans afecta la productividad de biomasa debido a que las células dejan de dividirse
y simultaneamente se promueve la acumulacion de lipidos. Se reporté que la productividad
de biomasa disminuye un 77% cuando N. oleabundans es cultivada en condiciones de
limitacion de nitrdgeno a pH de 8.2. Eustance et al., (2016a) reportaron resultados similares
para Scenedesmus acutus, donde la productividad de biomasa fue de 50.92 mg L' d! bajo
condiciones de suficiencia de nitrégeno y baja hasta los 20 mg L' d, cuando es cultivada

en condiciones de limitacion de nitrdgeno en un RWP operado en la intemperie (20 mgn-no3
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L' y una profundidad de 0.15m). También se ha reportado de la reduccion de hasta tres
veces la productividad de biomasa cuando se comparan cultivos en FPP vs RWP operado

en la intemperie (Eustance et al., 2016b).

La Tabla 4.1 muestra la eficiencia fotosintética (EF), que esta relacionada con el
rendimiento de la biomasa, y también, es un indicador importante del rendimiento del
sistema. Como se puede observar, los valores mas altos de EF se obtuvieron en el FPP, y
fueron de 7.3 % bajo condiciones controladas. Para los sistemas operados en la intemperie,
la EF fue mayor en los FCB (4.8 %) que en los RWP (3.6 %). Los valores obtenidos en este
trabajo son muy cercanos a los valores tedricos maximos de 3.8-5.2 % para sistemas
cerrados y similares los obtenidos por Wolf et al., (2016), en FPP (4.4 %) y 2.5 % en
sistemas tubulares operados en condiciones de crecimiento con Chlorella sp. Los valores
de la eficiencia fotosintética se incrementan por la relacién superficie/volumen (S/V) hasta
el punto de suficiencia de irradiancia. En este trabajo, la relacién S/V para el FPP fue de 49
m™' que se encuentra en el rango de 43-73 m™" reportado como 6ptimo para la productividad
de biomasa, este valor se obtuvo de la comparaciéon de diferentes configuraciones de
reactores. En este estudio, la relacion S/V obtenida para el FCB fue de 29.3 m™ y para el
RWP de 10 m™, valores que se encuentran fuera del rango y que probablemente afecten la
EF.

Otro parametro reportado para S. obtusiusculus AT-UAM es el rendimiento lipidico cuantico,
que es de 0.39 giipidos MOloton™ €N el FPP (Cabello et al., 2015), este valor es menor que el
obtenido en este trabajo (Tabla 4.1), 0.6 giidces MOkoton” para condiciones de limitacion de
nitrégeno y acidificacién en el FPP. Este valor es mas alto que los 0.26 Qiipidos MOlfoton™
reportado por (Breuer et al., 2013), quien incluyé por primera vez el rendimiento de los TAG
en fotones para condiciones de limitacion, y los 0.146 Qiipidos MOkoton™' reportados por Singh
Khichi et al., (2018), para Botryococcus barunii cultivada en un FPP. La obtencién de valores
altos por S. obtusiusculus AT-UAM bajo condiciones de limitacion de nitrégeno y
acidificacion indican que la estrategia funciona y es un indicador positivo en términos del
balance de energia. Por otra parte, el rendimiento cuantico disminuye de 3.5 a 4.6 veces
para los sistemas FCB y RWP operados en la intemperie, respectivamente y un ligero
incremento fue observado cuando se aplico la estrategia de acidificacion en condiciones de
limitacion. Los rendimientos obtenidos con diferentes configuraciones de reactores
operados en laboratorio y en la intemperie a mayor escala son prometedores, pero también

nos indican la necesidad de optimizar los diselos y las condiciones de operacion, ademas,
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los resultados basados en la productividad de biomas y lipidos confirman que la estrategia

es valida.

4.4.5 Perfil de FAMEs

Uno de los factores mas importantes para determinar el potencial de aplicacion de lipidos
acumulados por microalgas es el perfil de los metil esteres de los acidos grasos (FAMEs
por sus siglas en inglés). En este trabajo, se describe en la Tabla 4.2 la composicion de los
acidos grasos obtenidos en condiciones de limitacién de nitrégeno y con acidificacion que
muestran perfiles similares en condiciones controladas y en la intemperie. También, cuando
se comparan estos perfiles con reportes para condiciones de crecimiento, los componentes
predominantes son, el acido palmitico (30.2 %) y el acido oleico (19.5 %), similar a los
reportado previamente por (Toledo-Cervantes et al., 2013). Santos et al., (2014), reporto el
perfil de N. oleabundans, cultivada en un FPP bajo condiciones de limitaciéon de nitrégenos,
con iluminacién continua y un pH de 8 y 10, sus resultados indican que el pH tiene un efecto
positivo sobre la acumulacién de lipidos y este no modifica el perfil de los acidos grasos.
Por otro lado, Zhu et al., (2014), cultivd Chlorella zofigensis bajo condiciones de intemperie,
utilizando agua residual artificial como medio de cultivo, con una regulacion del pH entre
6.8 y 7.2 utilizando acido acético, bajo estas condiciones reportaron un perfil de acidos

grasos similar al obtenido al cultivar la cepa sin control de pH.

La regulacion del pH mejord la acumulacion de lipidos, asi como, la productividad lipidica.
Ademas, bajo estas condiciones de cultivo Scenedesmus obtusiusculus, mantuvo las
propiedades del perfii de FAMEs que se ajustan con las normas para su uso en la
produccién de biodiesel. Por lo tanto, los aceites producidos por Scenedesmus

obtusiusculus pueden ser una materia prima con potencial para la produccion de biodiesel.
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Tabla 4.2. Perfil de FAMESs en los lipidos acumulados en condiciones de laboratorio y en la intemperie.

Condiciones

Condiciones de
crecimiento + 2
% CO: (Toledo-
Cervantes et al.,
2013)

Pulso acido Laboratorio
pH 5.5 RWP

Intemperie

Pulso acido
pH 5.5 FCB
Intemperie

Pulso acido
pH 5.5 FPP

Laboratorio Cervantes et

Intemperie
(Toledo-
Cervantes et
al., 2018)

Acido Palmitico C:16 (%)

Acido Palmitoleico C:16:1 (%)
Acido Estearico C18:0

Acido Oleico C18:1n9c¢ (%)

Acido Elaidico C18:1n9t (%)

Acido Linoleico C18:2n6¢ (%)
Acido Y-Linoleico C18:3n6 (%)
Acido Cis-11-eicosenoicoC20:1 (%)

Otros

30.2

7.3

NR

26.2

19.5

NR

12.8

NR

37.2+1.86

34

NR

5

33.1

15

12

NR

NR

Fotobiorreactor de Placas Planas, FPP, Fotobiorreactor de columna de burbujeo, FCB, Raceway pond, RWP, No Reportado, NR.
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4.5 Conclusion

En esta seccion, se evaluaron con éxito las condiciones de cultivo de limitacion de nitrogeno
y acidificacion controlada en diferentes configuraciones de reactor operados en el
laboratorio y en la intemperie. La acumulacion de lipidos aumento casi al doble del valor
obtenido cuando el pH se controlaba en valores cercanos a 7. La estrategia de acidificacion
en condiciones controladas alcanzé un contenido de 60% giipia gocw™' superior a lo reportado
previamente para Scenedesmus obtusisuculus AT-UAM, con una composicion de FAMEs
adecuada para la produccion de biodiesel. La limitacién de nitrégeno es el método mas
comunmente utilizado para desencadenar la acumulacion de lipidos en las microalgas. Sin
embargo, el cuestionamiento actual persiste debido a la disminucion de la productividad de
biomasa y se requiere mas investigacion para reducir los costos de produccion y aumentar

la productividad de lipidos.

62



Capitulo 5. Cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM para la captura de CO; y produccion de luteina.

Capitulo 5. Cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM para la captura de CO. y

produccion de luteina.

5.1 Resumen

La luteina, uno de los principales pigmentos fotosintéticos, es un producto natural
prometedor tanto para aplicaciones nutricionales como farmacéuticas. Sin embargo, el
obtener la luteina a partir de la biomasa microalgal involucra una etapa de disrupcién celular
previa a la extraccion de este pigmento con solventes. En este trabajo se evaluaron
diferentes fuentes de nitrogeno para mejorar la acumulacion de luteina en Scenedesmus
obtusiuculus AT-UAM asi como distintos métodos de disrupcion celular para su
recuperacion. La disrupcion con perlas de vidrio mostrd la mayor eficiencia (92%), para
romper células, superando significativamente a la criomolienda (47%) y la sonicacion (20%).
En cuanto a las fuentes de nitrdgeno el NaNOs y la urea demostraron comportamientos
similares, con maximos de biomasa de (3.2 - 3.4 g L), luteina (8.2 - 87 mg L") y
productividad de luteina (2.02 - 2.15 mg L' d"). Por otra parte, el (NH4)2SO4 inhibi6 tanto la
produccion de biomasa como la de luteina debido a la acidificacion del medio (pH<5). Estos
resultados destacan que la disrupciéon celular con perlas es eficiente para lograr la
extraccion y que el NaNOs es la fuente preferida para esta cepa, ademas la limitacién de la

fuente de nitrégeno reduce la productividad de luteina.

5.2 Introduccion

Las microalgas han surgido como una plataforma potencial para la produccion de pigmentos
donde destacan los carotenoides como la luteina, la astaxantina, la cantaxantina y el
betacaroteno (A. Patel et al., 2022). Los carotenoides son isoprenoides sintetizados por
todos los organismos fotosintéticos, por algunos hongos y bacterias no fotosintéticas. En
los organismos fotosintéticos los carotenoides estan unidos a la membrana tilacoidal donde
participan en la captacion de luz y en la proteccion del aparato fotosintético del dano foto-
oxidativo (Fu et al., 2023). Estructuralmente los carotenoides estan formados por dos anillos
de hexacarbonos unidos por una cadena conjugada de doble enlace de 18 carbonos. Se
clasifican en hidrocarburos, denominados carotenos con una cadena lineal terminada en
grupos ciclicos (anillos), los mas abundantes son el a-caroteno y el B-caroteno; o
carotenoides oxigenados denominados globalmente xantofilas que pueden clasificarse

como aquellos que contienen los grupos hidroxilo (como en la luteina) o ceto (como en la
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cantaxantina), o la combinacién de ambos grupos (como en la astaxantina) (lwamoto et al.,
2024a).

Entre los carotenoides de mayor interés destaca la luteina ((3R, 3'R, 6'R)-B, e-caroteno-3,3'-
diol), es un carotenoide que podemos encontrar en las plantas, frutas, verduras, hongos,
bacterias, levaduras y microorganismos fotosintéticos como las microalgas (Vadrale et al.,
2023). (Figura 5.1)

a) b)

Solvente Solubilidad OH

(mgL-1) \\\\\\\\\l
Hexano 20 Ho"
Etanol 300 C40Hs5¢0;
R

Acetona 800 P.M. 568.9 g mol

c) d) 1.5

—— Hexano
-~ Metanol

Coeficiente de extincion molar
149,600 L mol' cm™ (Metanol)
147,300 L mol! cm" (Hexano)

Actividad antioxidante
Inibicion de radicales libres 46.6 y 89.9 % en
algunas especies de cempasuchil, por el método 0‘5_'
de DPPH.

Termo-estabilidad
Estable por debajo de los 40 °C. LA degradacién ocurre

entrel0550y60°C. 0.0 T rrryrrrrrTTrTrTTTrT T T
350 400 450 500 550 600

‘» Absorbancia

5
Luteina (pM)

Absorbancia

Longitud de onda (nm)

Figura 5.1. Propiedades de la Luteina a) Solubilidad, b) Estructura molecular, c)
Propiedades fisicoquimicas y d) Espectro de absorcion. Adaptado de Iwamoto et al.,
(2024).

El mercado global de la luteina ascendié a 344.40 millones de dolares en 2023 y se espera
que alcance un valor de hasta 521.28 millones de ddélares para el 2030 lo que indica un
crecimiento anualizado del 6.1 % durante el periodo 2024-2030 (MMR, 2024). Actualmente,
Tagetes erecta, llamada comunmente como la flor de cempasuchil es la principal fuente
comercial de la luteina con un contenido relativamente bajo (0.02-0.028 % Qgiuteina/Gcempasuchil),

se requiere de un gran esfuerzo para extraerla y purificar hasta niveles adecuados para su
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uso en alimentos o productos farmacéuticos (Muhammad et al., 2024a). En este contexto
se ha demostrado que las microalgas superan a las plantas terrestres en términos de
productividad de biomasa, eficiencia fotosintética, menor consumo de agua, mayor
potencial para la mitigacién de carbono. Ademas de sus ventajas productivas y ambientales,
las microalgas presentan beneficios en la acumulacion de luteina en forma libre a diferencia

de la forma esterificada que es tipica en las flores (Zheng et al., 2022).

Existen cepas que han sido evaluadas para su produccion a mayor escala capaces de
alcanzar altas productividades de luteina, como Acutudesmus sp., Chlorella sorokiniana,
Chlorella vulgaris, Parachlorella kesssleri, Scenedesmus incrasatulus, Scenedesmus
almeriensis(Fu et al., 2023, Camarena-Bernard y Pozzobon, 2024) A pesar de su potencial,
la produccién de luteina a escala industrial a partir de microalgas no es econémicamente
viable, lo que limita su implementaciéon. Para lograr superar esta barrera es necesario
reducir costos de produccion, aumentar la productividad de la biomasa y luteina, optimizar
los procesos posteriores al cultivo incluyendo cosecha, extraccion, purificacion y

estabilizacion.

En términos de cultivos, se han propuesto diversos avances para la produccion de biomasa
y luteina. En este sentido los factores que influyen en el metabolismo de las microalgas
modifican significativamente tanto a la produccién de biomasa como el contenido de luteina,
afectando su productividad. Bajo condiciones autotréficas, el CO, es la principal fuente de
carbono, con concentraciones 6ptimas que varian segun la especie. Se ha reportado que,
Chlorella minutissim y Desmodesmus sp. F51 muestran una mayor productividad de luteina
con 3.5% y 2.5% de CO,, respectivamente (Dineshkumar et al., 2015, Chen et al., 2018).
En cultivos heterotroficos y mixotréficos, la glucosa y el acetato son fuentes organicas
comunes, aunque altas concentraciones de glucosa pueden reducir el contenido de luteina
(Shi et al., 1999). El nitr6geno es crucial para la biosintesis de luteina, siendo el nitrato, la
urea y el amonio las fuentes mas utilizadas. La urea es econdmicamente viable, mientras
que el amonio puede acidificar el medio (Chen et al., 2018a). Por otro lado, la luz influye
significativamente en la biosintesis de luteina. Intensidades moderadas de luz (50-400 pumol
m2 s1), favorecen su acumulacion, aunque especies como Chlorella zofingensis responden
mejor a altas intensidades (Huang et al., 2018). La luz azul es particularmente efectiva,
aumentando el contenido de luteina en Chlorella sp. AE10 un 63% comparado con luz
blanca (Li et al., 2019). La temperatura éptima para la produccion de luteina oscila entre
30-40°C, aunque valores extremos pueden inhibir su acumulacion (Ma et al., 2020). Otros

factores que pueden influir son el estrés salino y los metales traza. El estrés salino
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moderado puede estimular la produccién de luteina en especies como Coccomyxa

onubensis que alcanza 7.8 mg/g con 500 mM de NaCl (Bermejo et al., 2018).

El procesamiento posterior al cultivo de la biomasa de microalgas para la produccion de
luteina incluye etapas clave como la cosecha, el secado, el pretratamiento alcalino y la
extraccién, cada una con implicaciones en la eficiencia y costos del proceso (lwamoto et
al., 2024a). La cosecha, para separar a las células del medio de cultivo, puede realizarse
mediante centrifugacién, pero con un alto consumo energético. Lo anterior ha impulsado
alternativas como la floculacion con polimeros naturales como el quitosano (Lama et al.,
2016) y el almidon de semillas de yaca, especialmente util en especies como Chlorella
sorokiniana (Gayathri et al., 2020). Posteriormente, sigue el secado, aunque empleado
convencionalmente, puede omitirse, debido al uso de técnicas de extraccién directa de
biomasa humeda con solventes polares como etanol o acetona, método que ha demostrado
mayor rendimiento en Chlorella vulgaris (Gong and Bassi, 2017, Yadav et al., 2020). El
pretratamiento alcalino con KOH, comun en la industria de flor de cempasuchil, se ha
adaptado para microalgas, aunque muchas cepas como Arthrospira platensis presentan
luteina libre, lo cual reduce su necesidad (Aburai et al., 2013). La extraccion con solventes
organicos (p.e. etanol, Tetra hidro furano, THF) sigue siendo predominante, mientras
técnicas innovadoras como CO, supercritico o ultrasonido enfrentan desafios de
escalabilidad (Molino et al., 2018). La purificacién con N, y la suspension en aceite vegetal

(20 mg mL™") aseguran estabilidad y aplicabilidad nutracéutica (Chen et al., 2016).

En este trabajo se evaluaron algunos factores que influyen en la acumulacion y extraccion
de la luteina en la microalga Scenedesmus obtusisuculus AT-UAM. Se determinaron, las
mejores condiciones de cultivo evaluando diferentes fuentes de nitrégeno (NaNOs, Urea,
(NH4)2 SO4) y su efecto sobre la biosintesis de luteina. También, se evalud el efecto de la
concentracién de nitrégeno sobre la productividad de luteina. De manera complementaria
se compararon distintos métodos de disrupciéon celular (homogenizacion, criomolienda y

sonicacion), para lisar la célula y mejorar la extraccion del pigmento.

5.3 Materiales y Métodos
5.3.1 Cepay medio de cultivo

En este trabajo se utilizé la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, cultivada en

medio mineral BG-11 (véase la seccién 3.3).
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5.3.2 Fotobiorreactor

Se utilizaron dos sistemas de Placas Planas (FPP), para evaluar las estrategias de

acumulacion de luteina en condiciones controladas (ver seccion 3.4.1).

5.3.3 Estrategias para la evaluacion de los métodos de lisis celular

Se realizé una evaluacion comparativa de tres métodos de disrupcion celular, evaluando su
eficiencia mediante el conteo celular en camara de Neubauer. 1) Disrupcién mecanica, se
utilizé un homogeneizador de perlas (Mini-beadbeater 24), operado a una velocidad de
3450 rpm, adicionando 250 mg de perlas de vidrio (0.5 mm de diametro), se evaluaron tres
tiempos de tratamiento de 1, 2 y 3 minutos, 2) Sonicacion, para evaluar este método se
utilizé un sonicador (230 V, serie CPXH), a una frecuencia de 40 kHz, con tres periodos de
30, 60 y 90 minutos a una temperatura controlada de 30 °C para evitar la degradacion
térmica, 3) Criomolienda, la biomasa de microalga se sometié a una congelacién rapida con
nitrdgeno liquido (-196°C) seguida de una molienda mecanica con ayuda de un mortero de
porcelana previamente enfriado para evitar la descongelacién de las muestras. Para evaluar
la eficiencia de cada método se cuantific6 mediante conteo en camara de Neubauer antes
y después de cada tratamiento, contabilizando el porcentaje de celular intactas presentes.
Todos los experimentos se realizaron con una concentracion de biomasa de 3 g L™ y por

triplicado.

5.3.4 Estrategia para la evaluacion de diferentes fuentes de nitrégeno

en un Fotobiorreactor de Placas Planas operado en condiciones controladas.

Los experimentos se realizaron con una concentraciéon de biomasa inicial de Scenedemus
obtusiusculus AT-UAM de 0.15 g L, bajo las siguientes condiciones de operacion,
temperatura de 35 °C, irradiancia de 300 pmol m? s™', un flujo continuo de aireacién en
mezcla con 2% de CO,, suministrado a una velocidad superficial de 0.008 m s, con un
volumen de operacion del reactor de 1.8 (Cabello et al., 2015). Se avaluaron tres fuentes
de nitrégeno considerando el contenido el medio mineral BG-11 utiliza nitrato de sodio
(NaNOQ3) y equivale a 249 mgniregeno L. Las concentraciones de Urea y sulfato de amonio
((NH4)2 SOg4), se calcularon para tener un a equivalencia en contenido de nitrégeno (249

MQnitrsgeno L), respecto al control. Se evalud de la acumulacion de la luteina en el tiempo.
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5.3.5 Estrategia para la evaluacion de diferentes fuentes de nitrégeno

en un Fotobiorreactor de Placas Planas operado en condiciones controladas.

Los experimentos se realizaron con biomasa previamente cultivada con medio mineral BG-
11. La biomasa fue recuperada y concentrada mediante un proceso de centrifugacion y
lavada dos veces con agua destilada. La biomasa fue re-suspendida en medio mineral BG-
11 2X que no contenia ninguna fuente de nitrégeno para alcanzar una concentracion inicial
de biomasa de 0.5 g L. Los FPP fueron operados en las condiciones optimas de
acumulacion de lipidos previamente reportadas por (Cabello et al., 2015), a una
temperatura de 28.5 °C y 100 ymol m? s™'. Las respuestas fisiologicas debido a las
condiciones de limitacion de nitrégeno fueron evaluadas con la concentracion de luteina en

la biomasa

5.3.6 Meétodos analiticos

5.3.6.1 Analisis de la biomasa

La concentracion de biomasa, luteina en la biomasa, y los nitratos disueltos en el medio de

cultivo fueron evaluados de acuerdo con lo reportado en la seccién 3.5.
5.3.6.2 Parametros cinéticos

La tasa especifica de crecimiento (u, d'), la productividad de biomasa (P,, g L' d") y la
productividad de luteina (P, g L' d"), fueron calculados de acuerdo con lo reportado en la

seccion 3.6.

54 Resultados

5.4.1 Evaluacion de los métodos de lisis celular

En la Tabla 5.1, se presenta una comparacion de los tres métodos de disrupcion celular
evaluados para la extraccion de la luteina a partir de la biomasa de Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM. Se evaluaron condiciones operativas, tiempos de procesamiento y
la eficiencia en la ruptura celular. La disrupciéon mecanica con perlas demostro ser el método
mas eficiente y rapido en comparacion con los otros métodos evaluados. La criomolienda y
sonicacion mostraron limitaciones de eficiencia (50% menores con respecto a la disrupcién

mecanica) y escalabilidad respectivamente.
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Tabla 5.1. Comparacién de los métodos de disrupcion celular.

Método Condicidn Tiempo Eficiencia Comentario

Disrupcién 500mg de perlas de disrupcion 1 minuto 35% Todas las células se

mecanica con -1 2 minutos 69% rompen y la luteina
+

perlas de vidrio 1.5ml de muestra con 3 g L 3 minutos 92% queda disponible en un

proceso de 5 minutos.

Criomolienda N2 Liquido, 5ml s de muestra -- 47% Baja eficiencia, poco

con una concentracion de of 3 escalable.

-1
g L , se trituro con ayuda de
un mortero manualmente

Sonicacién 5 ml de muestra en un bafiode 30 minutos 17% Requiere  demasiado
agua con una concentracion 60 minutos 19% tiempo, no se tiene
-1 i 0
de3gL,a30°C. 90 minutos 20% control sobre

temperatura y es poco

escalable

Posterior a la recuperacion de biomasa la disrupcion celular en un paso esencial en la
extraccién de luteina. Postma et al., (2015) reportaron la evaluacién de la disrupcién
mecanica para Chlorella vulgaris, en concentraciones de 25 a 145 g L™, con tiempos de
disrupcién de 500s, utilizando perlas de zirconio, logrando alcanzar eficiencias de
disrupcién celular superiores al 97 %. en todas las concentraciones evaluadas. Por otro
lado, una investigacion realizada con Chlorella P12, donde se evaluaron diferentes equipos
de disrupcién mecanicos, encontré que la eficiencia de ruptura celular puede variar de
acuerdo con el equipo que se esté utilizando, al diametro de las perlas (0.3-07 mm), el
material del que estan hechas las perlas (vidrio o zirconio) y la concentracion de biomasa,
a pesar de esta variacion en las eficiencias de ruptura celular pueden alcanzar valores
>90% de eficiencia de ruptura celular cuando los parametros son optimizados (Doucha y
Livansky, 2008).

La disrupcion celular con perlas es un método usado frecuentemente a escala industrial,
permite cargas de biomasa de 60—150 g L™, alcanzando eficiencias de hasta del 98% con
bajo consumo energético (0.43 kWh kg™')(Soto-Sierra et al., 2018). Sin embargo, es
importante resaltar la necesidad de optimizar los métodos de disrupcién para lograr

equilibrar la eficiencia, escalabilidad y preservacion del compuesto de interés
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5.4.2 Efecto de la fuente de nitrogeno en la acumulacion de luteina

La luteina es un metabolito primario y su sintesis esta asociada con el crecimiento. Por lo
que, la disponibilidad de nitrégeno es un factor que mejora la acumulacion en las microalgas
(lwamoto et al., 2024a). En la Figura 5.2, se muestra la cinética de acumulacién de luteina
cuando se evaluan diferentes fuentes de nitrégeno, se puede observar que el NaNOs y la
urea tiene un comportamiento similar, en el crecimiento de la biomasa alcanzando una
concentracion maxima de 3.2 'y 3.4 g L, respectivamente. En cuanto al acumulacion de
luteina se alcanzaron valores de 8.7 y 8.2 mgutina L' con productividades de 2.15 y 2.02
Mguteina L™ d”' para NaNOs y la urea, respectivamente. Por otro lado, al utilizar (NH4)2SO4
no hay un incremento en el contenido de luteina y puede deberse a que Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM no tuvo la capacidad de amortiguar la caida del pH (<5) derivada de

la acidificacion del medio de cultivo.

La fuente de nitrdgeno constituye un elemento fundamental tanto para la biosintesis de
luteina como para la acumulacion de biomasa microalgal. En estudios con Chlorella
sorokiniana MB-1-M12 han establecido que la eficiencia de la fuente sigue el orden: urea >
amonio > nitrato, tanto para concentracion de biomasa como para productividad de luteina
(Chen et al., 2018).
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Figura 5.2. Produccion de luteina utilizando diferentes fuentes de nitrogeno, NaNO;
(A), Urea (0), (NH4)2SO4 (l)
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Si bien el amonio presenta ventajas en su asimilacion inmediata y menor costo energético
(Xie et al., 2017), su uso conlleva una acidificacién del medio por liberacion de H* durante
el crecimiento celular, esta limitacion puede ser superada mediante estrategias como el uso
combinado de NaHCO; y COg, logrando productividades de luteina de 5.22 mg L' dia™ en
Desmodesmus sp. F51 (Xie et al., 2017). Considerando los aspectos econdémicos, donde el
costo del nitrégeno sigue el orden urea < amonio < nitrato (Chen et al., 2018b), la urea
emerge como la alternativa mas viable para la produccion industrial de luteina, al combinar
alta eficiencia de asimilacion, estabilidad del medio de cultivo y favorable relacion costo-
beneficio, pero requiere estrategias adicionales para el control de pH y su implementacion
efectiva. Los resultados de trabajo demuestran que Scenedesmus obbtusiusculus AT-UAM
tiene una mayor afinidad por el NaNOs como fuente de nitrégeno, evidenciando tener una
mayor concentracion de biomasa, acumulacién y productividad de luteina.
5.4.3 Efecto de la limitaciéon de nitrégeno en la acumulacion de
luteina

La evaluacion de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM bajo efecto de diferentes
condiciones de disponibilidad de nitrégeno demostrd diferencias significativas en la
produccion de luteina y biomasa. En condiciones de disponibilidad de nitrégeno (N-
completo), se alcanzé un valor de contenido maximo de luteina (12 mg L ™), en el cuarto
dia, con una productividad maxima de luteina fue 3.2 mg L' d, la concentracién de
biomasa que alcanzé los 3.7 g L' con una tasa de crecimiento de 0.8 d'. Por otro lado,
cuando el nitrégeno esta limitado (N-limitado), estos valores disminuyen notablemente a 6.9

mg L™ la concentracion de luteina y 1.8 mg ' d' la productividad de luteina (Figura 5.3).

Estos resultados son similares a estudios previos donde se evalud el efecto de la
disponibilidad de nitrégeno sobre la biosintesis de luteina. En Chlorella zofingiensis, la
deficiencia de nitrégeno redujo drasticamente el contenido de luteina bajo alta irradiaciéon
(Cordero et al., 2012), mientras que en Desmodesmus sp. se observd un incremento del
32% (de 3.76 a 4.97), al elevar la concentracion inicial de nitrato de 4.4 a 13.2 mM (Xie et
al., 2013). Resultados similares se reportaron en Chlorella vulgaris, donde la
suplementacion con nitrato aumento el contenido de luteina hasta 10.5 mgyuteiana/Qbiomasa
(McClure et al., 2019).

La acumulacion de luteina en Scenedesmus obtusisuculus AT-UAM esta influenciada por

los factores ambientales (temperatura, fuente de nitrogeno, irradiancia, salinidad) y
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condiciones de estrés que pueden provocar alteraciones en la composicion bioquimica, asi

como, en el crecimiento de la biomasa microalgal.

14 o T T T T T
— 12 i,_-\ -
o el
E 10- ,/ -
© /§
k= !
g 8- ,/ -
P g /E" -n
© 6_ 7 ,/ -
c 4 L
S /o .
(&) L/ e
E 4- ’ ,/ -
o 7 ,
g /, /,
[¥) ./ ,'
c 2- ,' ,/ -
[e] . P
o o m
0-!_——’ T T T T T
0 1 2 3 4 5
Tiempo (d)

Figura 5.3. Produccion de luteina bajo diferentes condiciones de crecimiento. N-
completo (e), N-limitado (m).
La productividad maxima de luteina por Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM obtenida bajo
esta condicion fue 3.2 mg L' d' y este valor es cercano a los valores reportados en la
literatura por Scenedesmus obliquus FSP- (4.15 mg L' d"') y Scenedesmus almeriensis (4.9
mg L7 d') los cuales son consideradas cepas productoras de luteina. Estos resultados
sugieren que Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM presenta comportamientos similares
bajo condiciones de disponibilidad de nitrégeno y su productividad aun que es inferior

presenta competitividad con respecto a las cepas reportadas (Tabla 5.2).

Tabla 5.2. Comparacion de cepas acumuladoras de luteina.

Lute.lna Productlv_|1da_c1l Condiciones Referencia
(Mg gbiomasa) (mg L d7)
17-570mg por Cosecha estacional
Tagetes erecta cada100g de - en campos Picaglia et al., 1998.
pétalos italianos.
Sistema de 2L,
Scenedesmus almeriensis 5.5 4.9 lluminacién Sanchez et al., 2008.
continda.
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Sistema 1L.

Scenedesmus obliquus FSP-3 4.52 415 lluminacién Ho et al., 2014

Continua.

Sistema 1L.

Chlorella sorokiniana 3.0 2.2 lluminacién Cordero et al., 2011.

Continua.

Chlorella zoofigensis 3.5 1.2 lluminacion

Sistema 0.2L.

Continua. 2000.

Chlorella prothotecoides 4.6 10

Sistema 16L, cultivo
heterotrofico.

Mueriellopsis sp. 5.5 0.8-1.4 lluminacion

Sistema 0.2L.

Continua. 2000

Sistema 1.7L,

Scenedesmus obtusiusculus 3.8 3.2 lluminacion En este estudio

continua.

5.5 Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la produccién de luteina a partir
de Scenedemus obtusiusculus AT-UAM, depende del método de disrupcion celular y de la
fuente de nitrégeno empleada. La disrupcidon mecanica con perlas de vidrio demostro ser el
método mas eficiente, alcanzando un 92 % de ruptura celular, superando significativamente

a los métodos de criomolienda y sonicacion.

En cuanto a las fuentes de nitrégenos, el nitrato de sodio (NaNO3) y la urea presentaron el
mejor desempeno, con valores similares en la acumulacion de biomasa, contenido de
luteina y productividad. Sin embargo, el sulfato de amonio, resulto tener un efecto negativo

en la biomasa, inhibiendo el crecimiento y la acumulacién de luteina.

Bajo condiciones de suficiencia de nitrogeno (NaNOs), Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM alcanzé una productividad maxima de luteina de 3.2 mg L™ d, valor cercano a lo
reportado por otras cepas productoras de luteina, lo que sugiere su potencial para

aplicaciones a mayor escala.

Del campo et al.,

Wei et al., 2008.

Del Campo et al.,
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Capitulo 6. Evaluacion del cultivo a gran escala de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM, para el acondicionamiento de una corriente de gases de combustiéon para la

produccién de biomasa

6.1 Resumen

En este capitulo la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM fue evaluada en un
sistema RWP y en un reactor hibrido, ambos operados a la intemperie, con el objetivo de
determinar su capacidad de crecimiento, productividad de biomasa y perfil bioquimico bajo
distintas condiciones ambientales. En el sistema RWP, el cultivo en lote permitié alcanzar
una biomasa maxima de 0.5 g L™ en un periodo de 23 dias, mientras que en operacion
semi-continua se logré una productividad de hasta 14.7 g m™ d™, favorecida por el control
de temperatura que mantuvo el medio de cultivo entre 5 y 10 °C por encima de la
temperatura ambiente. El analisis del perfil bioquimico indicé una composicién estable,
similar a lo reportado en la literatura, con un promedio de 52 % de proteinas, 21 % de
carbohidratos, 14 % de lipidos y 2 % de clorofilas. En el reactor hibrido, utilizando un flujo
de gas de combustion con 4.5 % de CO,, se obtuvo una biomasa maxima de 0.4 g L™ en
13 dias, alcanzandose la mayor productividad de biomasa (123 mg L™ d™") bajo operacién
semi-continua. La eficiencia de remocién de gases de combustién (CO,, NO, y SO,) fue
del 100 % durante todas las etapas experimentales. Ademas, el perfil bioquimico de la
biomasa mostré una alta estabilidad, con un contenido promedio de 57.94 % de proteinas,
12.9 % de carbohidratos y 10.4 % de lipidos. Para la recuperacion de la biomasa, se utilizd
quitosano como agente floculante, logrando una eficiencia superior al 99 % con una dosis
de 60 mg L™" en menos de 20 minutos. Estos resultados muestran que S. obtusiusculus AT-
UAM posee un alto potencial para la produccidn sostenible de biomasa y la biomitigacion

de gases de efecto invernadero en diferentes periodos de operacion.

6.2 Introduccion

El diéxido de carbono (CO.), representa el 68% de las emisiones gaseosas de los Gases
de Efecto Invernadero (GEIl), como resultado de la actividad antropogénica.
Aproximadamente 33.5 Gt de CO> se emite a la atmosfera cada afo y el 40% de estas
emisiones es generado a partir de plantas de energia a base de combustibles fésiles. Por
lo anterior, es importante desarrollar tecnologias para la captura, utilizacion y

almacenamiento del CO, (CCUS por sus siglas en inglés), que sean de bajo costo
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econdmico y energético(Singh y Dhar, 2019). La captura biolégica del CO, mediante el uso
de microalgas se ha considerado un método prometedor para la reduccion de emisiones de
CO.. Las microalgas tienen la capacidad de convertir la energia solar en energia quimica a
través de una reaccién con la luz y el CO, para generar materia organica en una reaccion

oscura que no genera contaminantes secundarios(Nagappan et al., 2020).

El cultivo de microalgas utilizando gases de combustion tiene una mayor complejidad en
comparacion con el uso de aire atmosférico. Debido a una alta concentracién de CO; en los
gases de combustidn que usualmente se encuentra en rangos de 10-20 % mientras la
concentracion éptima para el cultivo de microalgas esta por debajo del 10%. Por lo tanto,
para maximizar la eficiencia de los cultivos de microalgas para la fijacion del CO,, es
necesario considerar las altas concentraciones presentes en los gases de combustién y

como esto podria afectar las funciones bioldgicas en las microalgas (Wang et al., 2014).

Algunos de los principales factores que afectan el tratamiento de las corrientes gaseosas
de gases de combustion basado en microalgas son la tolerancia al CO., tasa de fijacion de
COg, velocidad de alimentacién del gas de combustion, la solubilidad del gas de combustién

y la temperatura del gas de combustion(Cheng et al., 2019).

El paso de las diferentes especies de carbono inorganico a través de la membrana de las
microalgas es un aspecto importante para considerar. Esto va a depender de la
concentracién del CO. y de la especie de microalga. Existen tres estrategias para transferir
CO:; al interior de la célula (Mackinder et al., 2017). Figura 6.1: 1) Transporte de HCO3™ por
medio de transportadores activos en la membrana, 2) conversion de HCO3™ en CO; para
enriquecer localmente CO,, que se difunde directamente en las células y 3) difusion directa

de una alta concentracion de CO- a través de la membrana.
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Citosol Estroma Lumen Pirenoide Carbohidratos
Matriz
Ciclo de
L, Calvin
Carboxiso
ATP
ATP
A\TP \ s Heo,
/, HCO; — CA
_—» HCO; —

HCO, — co,

Complejo
NDH-1

CAExt — ‘ .
NADPH —— \ Membra

tilacoidal

Membrana
Hacoidal

Figura 6.1. Flujo del carbono a través de la membrana celular.

Sin embargo, la capacidad de las microalgas para transformar el CO, también se ve
afectada por el tipo y la cantidad de nutrientes, el pH, la salinidad, la concentracion del
oxigeno disuelto, la presencia de inhibidores, ademas de los parametros ambientales como

la intensidad de luz, los fotoperiodos y la temperatura (Nagappan et al., 2019).

Uno de los sistemas de cultivo mas utilizados son los abiertos que comprenden sistemas
naturales (lagos, lagunas, estanques), artificiales, de superficie inclinada y estanques tipo
circuito (“raceway ponds”). Los estanques de tipo “raceway” consisten en circuitos de 15 a
30 cm de profundidad, en los cuales gira una paleta a un flujo constante del cultivo para
promover un mezclado adecuado del sistema (Borowitzka, 2013). Este tipo de sistemas
presenta una baja productividad en la generacion de biomasa ya que la concentracion es
de alrededor de 1 g L' con productividades de alrededor 10-25 g m? d-'. Estos sistemas
son utilizados para la produccion de metabolitos y el tratamiento de aguas residuales. Las
ventajas que presentan estos sistemas son su sencillez, bajo costo de construccion,
facilidad de operacién y mantenimiento, sin embargo presentan diversos inconvenientes
como la pérdida de agua por evaporacion, transferencia limitada de CO; al cultivo por su
baja concentracion en el aire (0.035% v/v) y su difusion hacia la atmésfera, control limitado

de las condiciones de cultivo, alta susceptibilidad a contaminarse, periodos amplios de
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produccién (6 a 8 semanas), producciones reducidas de biomasa y penetracion limitada de
la luz (Chisti, 2008, Pulz y Gross, 2004).

En ambos casos tanto en sistemas abiertos o cerrados, el objetivo biotecnolédgico es el
crecimiento optimo y la clave del éxito son factores como la luz, temperatura, nutrientes y

el grado de mezclado (Pulz y Gross, 2004).

Para poder llevar acabo esto es necesario monitorear los parametros de mayor interés en
los biorreactores durante el cultivo de las microalgas y en los procesos de produccion

ademas de identificar los métodos para el monitoreo en linea de estos parametros.

Las variables de proceso en los bioprocesos pueden ser categorizados desde dos puntos
de vista: de acuerdo con la naturaleza fisica, quimica (o fisicoquimica), o bioldgica y de
acuerdo con la fase en la cual son medidos (gas, liquido o biomasa). Por lo que las
condiciones mas importantes en los cultivos microalgales que influyen en el crecimiento son

los siguientes:

» Variables fisicas: Irradiancia (luz) en la actividad fotosintética en el rango de 400-700
nm (photosynthetically active radiance, PAR); temperatura e intensidad de mezclado.

» Variables fisicoquimicas: pH, concentraciéon de CO. disuelto, O, disuelto y nutrientes
(N y P) y la concentracion de productos extracelulares.

» Variables biologicas: Concentracién de la biomasa, concentracién de los productos
intracelulares, la eficiencia fotosintética (EF) y la conversion de la luz solar en biomasa,
la morfologia de la especie, la presencia de contaminacion por otras especies de

microalgas, bacterias, hongos u organismos predadores.

Todos estos aspectos influyen en el rendimiento del proceso y deben de ser controlados
por medio del disefio, las condiciones del proceso de cultivo y a través del control activo del

proceso basado en el monitoreo del proceso mediante mediciones en linea y fuera de linea.

Las condiciones mas importantes son la irradiancia, temperatura, pH, O, CO; estos ultimos

en la fase gas y en la liquida ademas de los nutrientes inorganicos principalmente Ny P.

Sin embargo, en la practica la principal meta es mantener el cultivo de las microalgas en
las condiciones Optimas para mantener la productividad maxima. Para lograr esto se deben
de considerar acciones de control simples y que no interfieran con las escalas de tiempo

caracteristico de crecimiento de las microalgas, como lo son:
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« La regulacion del pH que puede realizar mediante el control en la velocidad de
inyeccion de carbono inorganico (generalmente CO3). Utilizando un muestreo de pH
en linea y un control Pl (Proporcional Integral) o PID (Proporcional Integral-
Diferencial) (Pawlowski et al., 2019). Alternativamente el uso de un MPC
(Controlador Predictivo por Modelo), para la reduccion de las pérdidas de CO; en

reactores operados en la intemperie como lo propone (Garcia-Sanchez et al., 2003)

¢ Regulacion de la concentracion de microalgas puede realizarse mediante el control
de la retroalimentacidn midiendo la densidad celular, utilizando un sensor de
transmitancia de luz NIR y controlando la inyecciéon de medio de cultivo fresco
(Sandnes et al., 2006).

X3

%

Regulacién de la temperatura que se puede realizar mediante controladores, que
mantengan la temperatura del medio de cultivo cercana a la 6ptima de crecimiento
(Ras et al., 2013). Sin embargo, al realizar este tipo de regulacion es necesario
considerar que el gasto de energia no sea mayor a la energia generada por la
biomasa o en su casa al incremento en la productividad. Se ha estimado la energia
que se requiere para mantener regulada la temperatura en un fotobiorreactor
operado en California a 25°C (la temperatura a la cual se mantiene el sistema sin
control puede llegar por encima de los 40 °C), es alrededor de los 1.8 GJ afio™' m~2
que representan un equivalente a 0.3 barriles de petrdleo por metro
cuadrado(Béchet et al., 2010).

Actualmente se estudian microalgas que tengan potencial en la captura de CO2, una de ella
es Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, que ha demostrado tener un gran potencial en
las tasas de captura de CO3, una alta acumulacion de lipidos bajo condiciones de limitacion
de la fuente de nitrégeno (Toledo-Cervantes et al., 2013; Cabello et al., 2015). Esta cepa
ha sido cultivada en condiciones externas demostrando su gran capacidad para soportar
las variaciones de irradiancia y temperatura (Morales et al., 2018). También ha sido
evaluada para su cultivo en sistemas hibridos, alimentados con corrientes de combustion

simuladas y reales en sistemas con un volumen de 100L (Estrada-Graf et al., 2020).

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM en el acondicionamiento de una corriente de gases de combustion cuando es cultivada

utilizando medios de cultivo alternativos en sistemas a gran escala.
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6.3 Materiales y métodos

6.3.1 Cepay medio de cultivo

En este trabajo se utilizd la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, (véase la
seccion 3.3). Como medio de cultivo se utilizd un fertilizante foliar Bayfolan forte, la
composicion del fertilizante se indica en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Comparacién de los medios de cultico BG-11 y Bayfolan forte

Medios de cultivo Composicion elemental
* Bayfolan
BG-11 Bayfolan forte BG-11 forte™*
Composicion Concentracion Composicion Concentracion (g Elemento Concentracion
(gL L) (mg L) (mg L)
Nitrégeno
NaNOs 1.5 (NOs, NH4* 114.7 N 247.07 247.07
ratio 2.8:1)**
K2HPO4:2H20 0.04 Potasio (K20) 60 K 8.97 129.24
Fosforo (P20s) 80 P 17.96 172.32
MgSO4+7H20 0.075 Magnesio (Mg) 0.25 Mg 7.40 129.24
Azufre (S) 1.5 S 9.76 3.23
CaClz+2H20 0.036 Calcio (Ca) 0.25 Ca 9.81 0.54
Fe"'cé*.mmon'“m 0.036 Hierro (Fe) 0.2 Fe 1.28 1.08
itrate
Naz2COs3 0.02 NR - C 2.26 0.00
Na2EDTA-2H20 0.001 NR - - - -
Citric acid 0.036 NR -- -- -- --
Metales
H3BOs3 2.86 mg Boro (B) 0.4 B 0.50 0.86
MnCl2+4H20 1.81 mg Ma?ﬁ/lan’;eso 0.4 Mn 0.50 0.86
ZnS047H20 0.22 mg Zinc (Zn) 0.8 Zn 0.05 1.72
NaMoO4+2H.0 0.39 mg MO('m‘)m 0.05 Mo 0.17 0.11
CuS04+5H20 0.079 mg Cobre (Cu) 0.4 Cu 0.02 0.86
Co(NOs3)2:6H20 49.4 ug Cobalto (Co) 0.2 Co 0.01 pg 0.43

Vitaminas and Hormonas

Tiamina
hidrochloride 0.04 0.00 0.09
. AC|d9_ 0.03 0.00 0.06
indolacético

*Concentrado de Bayfolan Forte.
**Datos reportados por Fernandez-Linares et al., 2021.
***Disponibilidad de la Fuente de Nitr6geno ajustada al mismo valor que el medio mineral BG-11.
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6.3.2 Fotobiorreactores

La Figura 6.2 muestra las diferentes configuraciones de fotobiorreactores utilizados. Se
utilizé un sistema RWP, para evaluar el crecimiento de la microalga con fertilizante foliar en
condiciones a la intemperie. Los experimentos para la evaluacion de la eliminacién de los

gases de combustion se realizaron en un fotobiorreactor hibrido (FBRH).
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Figura 6.2. Fotobiorreactores para el cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM a) RWP y b) FBRH

Las caracteristicas y especificaciones de cada sistema estan descritas en las secciones
34.4y345

6.3.3 Sistemas RWP y FBRH operados en la intemperie.

Los experimentos con los sistemas RWP y FBRH fueron realizados en la intemperie en los
periodos de otofio e invierno en la Universidad Auténoma Metropolita Unidad Cuajimalpa,
en la Ciudad de México (latitud: 19° 21' 41" N; y longitud: 99° 04' 22" W). Se evaluo el
crecimiento de Scenedesnus obtusiusculus AT-UAM utilizando Bayfolan forte. En el sistema

RWP se tuvo una biomasa inicial de 0.1 g L' y en el sistema FRBH de 0.05 g L.
6.3.4 Gases de combustion

Los gases de combustion fueron obtenidos de una corriente real generada a partir de un
generador de energia portatil de 3 kVA (Genarac modelo LP3250). Este generador utiliza
como fuente de combustible gas LP. Los gases generados por este equipo fueron
colectados en bolsas Tedlar de 50 L y su composicién fue analizada con un analizador de
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gases de combustion portatii (NOVA modelo 5006) que tiene la capacidad de medir

simultaneamente la composicion de los gases O2, CO, CO2, SO,, NO y NO..

6.3.5 Evaluacion del quitosano para la recuperacion de la biomasa

microalgal.

La evaluacion de la recuperacion de la biomasa microalgal se realizé utilizando un polimero
cationico como lo es el quitosano agroindustrial (VEPIMSA foods), el cual induce la
floculacién. El quitosano se diluyé en una solucién de HCI (0.5 N), se evaluaron diferentes
concentraciones (15, 30, 45 y 60 mgquitesano L") para obtener la solucion de quitosano. Se
realizé una prueba de jarras para determinar la mejor concentracion de quitosano, estas
pruebas se realizaron con un volumen de cultivo microalga de 0.5 L que tenian una
concentracion de 1.4 g L™, con cultivo fresco en fase exponencial, esto es de gran
importancia debido que las propiedades del cultivo pueden cambiar debido al tiempo de
almacenamiento, temperatura y pH. Durante la adicion del floculante el medio de cultivo
con microalgas fue mezclado intensamente (400 rpm) durante 2 minutos y posteriormente
se agito lentamente (200 rpm) por 5 minutos. La suspensidén se dejo sedimentar, se
muestreo el sobrenadante en el centro de la zona del clarificado y se midi6 la absorbancia
a 650, 580 y 775 nm a diferentes tiempos (Lama et al., 2016).

6.3.6 Estrategias para la evaluacion del acondicionamiento de una

corriente de gases de combustion.

6.3.6.1 Evaluacion del crecimiento de Scenedesmus

obtusiusculus AT-UAM con medio de cultivo alternativo.

Se evalud el uso de fertilizante foliar como fuente de nutrientes para el cultivo de la

microalga y el efecto de las condiciones ambientales sobre la productividad de la biomasa.

El cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM fue evaluado en dos formas de
operacion del reactor lote y lote alimentado. Para la operacion en lote, el reactor fue
inoculado con una cantidad microalga suficiente para tener una concentracion inicial de 0.2
g L, aireacién de 1 L min™" aire, el tiempo de operacién del RWP fue de 25 dias durante el

periodo de verano.

La operacion en semi-continuo se llevd a cabo inicialmente de la misma forma que la

operacion en lotes, pero al estar la microalga en fase exponencial con una concentracién
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cercana a 1 g L' se retiraban 700 L cada aproximadamente cada 20 dias, se monitoreaba
la biomasa y el consumo de nitratos. Por ultimo, se evalud el uso de quitosano como
floculante para la recuperacién de la biomasa microalgal. El tiempo total de estos

experimentos fue de 120 dias que compren las estaciones de verano, otofio e invierno.

6.3.6.2 Acondicionamiento de una corriente real de gases de

combustion

El acondicionamiento de la corriente de gases de combustion se realizé en 4 etapas |)
alimentacion de 100 mL min"' gas de combustién, 1) alimentacion de 100 mL min™' de aire,
[1) alimentacion de 500 mL min" de aire, IV) alimentacion de 300 mL min' gas de
combustion y V) operacién en semicontinuo con alimentacion de 300 mL min™' gas de
combustidn. Estas etapas muestran la operacion del sistema a partir del mes de abril hasta

el mes de diciembre.

6.3.7 Métodos analiticos

6.3.7.1 Analisis de la biomasa

La concentracion de biomasa, contenido de proteinas, carbohidratos, lipidos y clorofilas en
la biomasa en el medio de cultivo fueron evaluados de acuerdo con lo reportado en la

seccion 3.5.
6.3.7.2 Parametros cinéticos

La tasa especifica de crecimiento (y, d'), la productividad de biomasa (P,, g L' d™),
eficiencia fotosintética (PE, %) y el rendimiento cuantico de lipidos (gip MOlwwon™) fueron

calculados de acuerdo con lo reportado en la seccion 3.6.
6.4 Resultados

En esta seccion se presentan los resultados y discusiéon de los diferentes estudios

experimentales realizados.

6.4.1 Evaluacion del crecimiento de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM en un sistema RWP.

La evaluacion del cultivo de la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM se realiz6

utilizando un estanque tipo RWP operado en la intemperie con la finalidad de observar las
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diferencias cuantitativas en el crecimiento en diferentes periodos estacionales que estan
relacionados con los periodos de exposicién a la luz y la temperatura principalmente (ciclos

circadianos)

Se realiz6 una prueba en lote para evaluar la productividad de la biomasa en la Figura 6.3
se observa que la microalga es capaz de alcanzar una biomasa maxima de 0.5 g L™ en un
periodo de 23 dias. Ademas, la microalga es capaz de asimilar los nutrientes suministrados
por el fertilizante foliar logrando alcanzar una productividad maxima de 2.5 g m? d"' y una
pde 0.043d™.
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Figura 6.3. Crecimiento de S. obtusiusculus AT-UAM en un RWP en la intemperie.
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El cultivo de microorganismos fotosintéticos depende principalmente de la cantidad de luz
recibida por las células y la temperatura pues tienen una relacion directa con la capacidad
para fijar el CO, por medio de la fotosintesis y por lo tanto determina la productividad de la

biomasa y la tasa de crecimiento.

Cuando se realizan los cultivos a la intemperie la temperatura juega un rol importante, en
la Figura 6.3 se muestra los perfiles de temperatura en el medio de cultivo y en el ambiente
observandose que en el medio de cultivo la temperatura es mayor debido a que el RWP
cuenta con un controlador temperatura que ayuda a compensar las bajas temperaturas y

mantiene la temperatura del cultivo entre 5-10°C por encima de la temperatura ambiente.

Como se observa en la Figura 6.4, la irradiancia maxima de luz fue de 2400 umol m2 s™
sin embargo esta irradiancia solo se presenta en periodos cortos de tiempo, haciendo una
revision mas detallada de los perfiles de irradiancia, cuando se observa el comportamiento
en un dia se puede ver que existen grandes variaciones y que el promedio de irradiancia

que llega al cultivo es entre 500-700 pmol m? s™' en un periodo de 9.5 horas cada dia.
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Figura 6.4. Irradiancia en el medio de cultivo.
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6.4.2 Perfil bioquimico

En la Figura 6.5 se muestran la evolucion del perfil bioquimico o analisis proximal de la
biomasa microalgal incluyendo, proteinas, carbohidratos (CHO), lipidos, clorofilas y el
contenido inorganico. Al comparar los elementos que contiene el medio mineral BG-11 y el
Bayfolan forte (Tabla 6.1), se observa que las composiciones son muy similares por lo que
se espera un comportamiento del perfil bioquimico similar a lo reportado en la literatura.
(Cabello et al., 2015), reporta que bajo las mejores condiciones de operacion el perfil
bioquimico es carbohidratos 21.3%, proteinas 52.4%, clorofilas 2.3% y lipidos 14.2%, un
perfil similar al reportado en este trabajo. Sin embargo, debido a la naturaleza del sistema
es necesario evaluar el contenido inorganico que se encuentra en el medio de cultivo pues
este puede representar una fraccion significativa de la biomasa y debe de ser considerado

en la cuantificacion final.
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6.4.3 Operacién del RWP en semi-continuo

Uno de los aspectos mas importantes que se deben estudiar para aumentar la productividad
del sistema es el régimen de alimentaciéon. Donde el cultivo puede mantenerse de forma
intermitente (semicontinuo) mediante la cosecha periddica de la microalga y agregando
medio fresco. En esta seccidn se realizé la operacion en un régimen de semi-continuo. El
RWP fue inoculado con una biomasa inicial de 0.2 g L' con medio Bayfolan forte y se inicio
la operacién en lote alimentado cuando la concentracion de la biomasa se encontraba
cercanaa0.5gL " enlaetapalya1gL”enlasetapas Il y Il La concentracion del cultivo
tiene gran importancia cuando se desea evaluar los diferentes regimenes de operacion,
debido a que una alta concentracion genera mayores zonas de oscuridad dentro del sistema
por lo tanto las microalgas se encuentran limitadas de la fuente de luz. Una vez que el
cultivo se encontré dentro del intervalo de concentracion de biomasa mencionado

anteriormente, se retiraron 700 L del RWP y se agregaron 700 L de medio fresco.

En la Figura 6.6 se encuentran representadas las alimentaciones que se realizaron durante

93 dias en los periodos de verano y otofio.
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Figura 6.6. Operaciéon en semi-continuo del RWP
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En la Tabla 6.2, se muestra un resumen de los parametros de crecimiento y captura de

COg, los resultados de las diferentes etapas.

Tabla 6.2. Parametros de operacion del sistema RWP.

Parametro Etapa | Etapa Il Etapa Ill
Comax (9 L) 0.50 0.86 0.79
Pbmax (g m? d) 25 14.70 14.50
Pcoz (g m? d) 4.67 27.48 27.11
p(dm 0.042 0.057 0.067
tq (d) 16.50 12.16 10.34

6.4.4 Evaluacion del crecimiento de Scenedesmus obtusiusculus
AT-UAM en un sistema hibrido.
Como se puede observar en la Figura 6.7, se indican 4 etapas que representan [)
alimentacion de 100 mL min™' gas de combustién, 1) alimentacién de 100 mL min-' de aire,
[1) alimentacién de 500 mL min" de aire, IV) alimentacion de 300 mL min' gas de
combustion y V) operacion en semicontinuo con alimentacion de 300 mL min™ gas de
combustidn. Estas etapas muestran la operacion del sistema a partir del mes de Abril hasta

el mes de Diciembre.

En la Figura 6.7 se muestran las curvas de crecimiento para Scenedesmus obtusiusculus
AT-UAM bajo diferentes condiciones. Como se observa, las concentraciones mayores de
biomasa se obtuvieron con 300 ml min"' de gas de combustion (aproximadamente 0.4 g L-
', en 13 dias). De igual manera en la Tabla 6.3 se puede notar que la productividad mas
alta es en la operacion en semicontinuo (123 mg L™ d), sin embargo, la tasa especifica de

crecimiento especifica fue similar durante toda la etapa V (Tabla 6.3).

En estos experimentos el pH incrementa a lo largo del periodo de cultivo donde el rango en
que se mantuvo fue de 8.1-9.8. La irradiancia maxima alcanzada fue de 2030 umol m= s

con temperaturas promedio en el medio de cultivo entre 10.5 y 29.2°C.
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Debido a que en la mayoria de los experimentos se suministrd un flujo de gas de combustion
que contiene en promedio 4.5 % de CO- se observa una dinamica de contenido de carbono
entre la biomasa y el medio de cultivo. En la Figura 6.8 se puede observar cémo es la
distribucion del carbono alimentado, donde la mayor fracciéon se encuentra en la biomasa.
Ademas, se observa que conforme va pasando el tiempo de cultivo, el carbono inorganico
se va acumulando en el medio de cultivo. Sin embargo, la fraccion de carbono en el medio
de cultivo es baja. Asi mismo, lo valores de pH se mantuvieron en el un rango de 8.1-9.8, a
pesar de la adicion de los gases de combustion donde se pudiera esperar una ligera

acidificacion debido a la alimentacién de CO- en el gas de combustion.

Como se menciond anteriormente se analizé la corriente de entrada y de salida de gas, y
se observé que la eliminacion de los gases de combustion es del 100% durante todas las

etapas en que fue alimentado.
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Tabla 6.3. Condiciones de cultivo, remocion de gases, parametros de crecimiento de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM
en un sistema hibrido alimentada con gas de combustion.

Parametro 100 mLgas min' de 100 mL min-* 500 mL min"* 300 mL min-! Semicontinuo
gas de combustion de Aire de de gas de 300 mL min-!
Aire combustion de gas de combustion
Tiempo de 11d 16 d 29d 32d 29d 21d 13d
operacion
Periodo Primavera Verano Verano Verano Otofio Otofio Otofio
pH 9.0-94 8.3-8.4 8.4-9.4 8.4-8.7 8.4-9.8 8.3-9.1 8.6-9.2
Gas de entrada CO2, 4.5%, NO2, 21 0.04%CO2 0.04%CO2 COz2, 4.5%, NO2, CO2, 4.5%, NO2,
ppm, SOz, 1ppm* 7ppm, SO2, 3 ppm* 7ppm, SO2, 3 ppm*
Remocion de los gases
CO2 (%) 100 100 100 100 100 100 100
NO2 (%) 100 - - 100 100 100 100
S02 (%) 100 - - 100 100 100 100
Parametros de crecimiento
Cobmax (g L) 0.16 0.10 0.12 0.23 0.40 0.36 0.3
Pp,max (Mg L' d) 3.2 10.05 11.09 10.52 15.89 57.31 123.06
Pp,max (Mg m2 d) 481.08 1508.23 1663.71 1577.68 2383.50 8596.50 18459.00
Pcoz2 (mg L d) 6.00 18.80 20.74 19.67 29.71 107.17 230.12
Pcoz (mg m2d) 899.62 2820.39 3111.13 2950.26 4457 .15 16075.46 34518.33
M (d?) 0.10 0.16 0.11 0.14 0.17 0.16 0.16
Parametros Bioquimicos
Proteinas (%) 58.25 57.21 60.58 61.54 47.40 59.52 61.13
Carbohidratos (%) 11.25 10.18 10.79 15.33 12.84 17.06 13.30
Lipidos (%) 9.24 10.50 11.24 10.14 11.81 10.01 9.86
Clorofilas (%) 0.63 0.57 0.74 0.81 0.85 0.42 0.45
Cenizas (%) 16.52 17.94 18.62 17.86 16.78 16.93 17.21

*Los datos de la corriente de entrada son los promedios de los obtenidos cada vez que se recargaban las bolsas con gas de

combustion.
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En la Tabla 6.3 se muestra los parametros cinéticos de los experimentos, ademas se
muestra el perfil bioquimico de la biomasa en cada etapa. Donde el perfil bioquimico
promedio en todas las etapas fue 57.94 % Proteinas, 12.9 % Carbohidratos, 10.4 % Lipidos,
0.63 % Clorofilas y 17.4 % de Cenizas.

Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM mostré su gran capacidad para la eliminacion de los
gases de combustién a lo largo del cultivo, ademas cuando el sistema fue operado en

semicontinuo se observo la mayor productividad de biomasa siendo de 123 mg L' d™.
6.4.5 Recuperacién de la biomasa con quitosano.

En la Figura 6.9 se muestra la evaluacion de la eficiencia de floculacion con quitosano y se
puede observar que con concentraciones mayores a 45 mg L™, permiten obtener una
floculacién por arriba del 90%. Sin embargo, para lograr esta floculacién en un periodo corto
de tiempo es necesario agregar 60 mg L™ para lograr la floculacion del 90% en los primeros
20 minutos.
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Figura 6.9. Evaluacion de la eficiencia de floculaciéon con quitosano.
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Al comparar los resultados con los reportados en la bibliografia (Tabla 6.4), se observa que
son muy similares a los obtenidos con la misma especie de microalga. Para la recuperacion

de la biomasa durante esta parte del proyecto se realizd utilizando 60 mgquitosano L 'medio de

cultivo-

Tabla 6.4. Comparacion de la cantidad de floculante para diferentes especies de

microalgas. Adaptado de (Lama et al., 2016).

Microalga Quitosano

xp (Mg L") Ymax (%)
Pseudanabaena CY14-1 792 92+3
Chlamydomonas reinhardtii 5.23 £ 0.01 99.0+0.5
Scenedesmus obliquus 61+18 88+3
Phaeodactylum 1 96 + 26 84 +4
Phaeodactylum 2 94 + 21 862
Diacronema lutheri * 97.4+0.8
Tetraselmis suecica 171107 93+4
Nannochloropsis oculata * 95+3
Dunaliella salina 402 85+ 2
Scenedescmus obtusiusculus AT-UAM 60 99

6.5 Conclusion

La microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM mostré6 una alta capacidad de
adaptacion y productividad al cultivarse en la intemperie, tanto en sistemas RWP como en
un reactor hibrido alimentado con gases de combustion. El control de temperatura en el
medio de cultivo permitié alcanzar una productividad maxima de 14.7 g m2d™, cuando fue
operado en semicontinuo, por otro lado, el sistema hibrido alcanzé una productividad de
123 mg L' d"'. Asimismo, el perfil bioquimico de la microalga mostré mantenerse estable,

con un porcentaje alto de proteinas.

En cuanto a la recuperacion de biomasa, la utilizaciéon de quitosano como floculante resulté
altamente eficiente, logrando mas del 99 % de recuperacién a concentraciones de 60
MQquitesano L™'. Ademas, Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM mostré un destacado

potencial para la remocion de gases de combustién (CO,, NO, y SO,), alcanzando tasas
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de eliminacion del 100 %, lo que posiciona a esta microalga como una candidata idénea

para estrategias de biomitigacion de gases de efecto invernadero.

Los resultados obtenidos resaltan el potencial de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM
para aplicaciones en biofijacion de carbono y produccion sostenible de biomasa,
favoreciendo su integracion en sistemas de tratamiento de gases combustiéon y obtencién

de bioproductos de alto valor agregado.
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Capitulo 7. Evaluaciéon Tecno-Econoémica para la implementacién de una biorrefineria
para la produccion de lipidos y pigmentos a partir de la microalga Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM.

71 Resumen

Este estudio evalué un sistema integrado para la produccién conjunta de luteina y biodiesel
utilizando la cepa Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM. El proceso consta de cuatro
etapas principales: (1) cultivo en 5 raceway ponds de 202 m® cada uno con alimentacién
continua de CO, y medio mineral BG-11, (2) concentracion de biomasa mediante
centrifugacion (99.99% eficiencia) y homogenizacién, (3) extraccién con solventes
(cloroformo-metanol 2:1) y saponificacion, y (4) purificacion final por filtracién rotatoria
(99.99% eficiencia). La simulacion en SuperPro Designer v10®, basada en una produccion
de 104 kg d*' de biomasa, requirié un area total de 0.34 hectareas. La composicion de la
biomasa mostrd 18% lipidos 31.94% proteinas y 0.06% LFAE. El analisis econdmico revelo
una inversion inicial de USD 19 millones, con costos operativos anuales de USD 15 millones
USD. La produccién de luteina alcanzé 12.14 kg afio™, pero con un elevado costo unitario
de USD 1.2 millones kg™ debido al bajo rendimiento del pigmento (0.06% en biomasa). Sin
embargo, la valorizaciéon conjunta del biodiesel (FAMES) y subproductos genero ingresos
adicionales, logrando un margen bruto del 17.42 %, TIR del 8.36 % y periodo de
recuperacion de 5.45 anos. Los principales cuellos de botella identificados fueron la baja

productividad de luteina y los altos costos de separacion.

7.2 Introduccion

Las microalgas representan una fuente de materias primas prometedora, desde la
produccién de biodiesel hasta la produccion de proteinas y compuestos bioactivos, bajo un
enfoque sostenible que coadyuve a satisfacer la creciente demanda global de energias
renovables, alimentos y otros productos de valor(Ansari et al., 2017). Sin embargo, para
garantizar la viabilidad econdémica, las biorrefinerias de microalgas deben de evolucionar
mas alla del sistema monoproducto (centrado principalmente en biodiesel) y adoptar
estrategias donde se integren multiples productos (Yadav et al.,, 2019). Ademas,
representan una alternativa sostenible y prometedora para la remediacion de aguas
residuales, la captura de CO, de gases de combustiéon y la produccion de diversos
productos de alto valor, como carotenoides, acidos grasos poliinsaturados,

exopolisacaridos, antioxidantes y vitaminas(Sarma et al., 2021). La luteina, uno de los
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carotenoides comercialmente mas relevantes, ha cobrado mayor interés debido a sus
multiples aplicaciones en el cuidado de la salud, incluyendo la prevencion y mejora de la
degradacion macular relacionada con la edad, cataratas, ciertos tipos de cancer y
aterosclerosis (lwamoto et al., 2024). Se ha reportado que las cepas de los géneros,
Chlorella, Desmodesmus y Scenedesmus tienen un alto potencial para la produccion de
lipidos y la co-produccion de pigmentos de alto valor agregado como la luteina (Muhammad
et al., 2024b).

Como cualquier otro microorganismo, las microalgas necesitan condiciones de cultivo
adecuadas para crecer. De manera general, los sistemas de cultivo de microalgas se
clasifican en dos clases: sistemas abiertos y sistemas cerrados. Los sistemas de cultivo
cerrados, también denominados fotobiorreactores (FBR), se encuentran aislados del
ambiente exterior y sin contacto directo con la atmésfera (Wang et al., 2012). Su
implementacién a gran escala es menos frecuente que los sistemas abiertos debido a que
su escalamiento no es tan sencillo ademas de que la construccion, mantenimiento y
operaciéon de estos sistemas implican un elevado costo. Los sistemas de cultivo abiertos
son aquellos en los que la biomasa esta expuesta a las condiciones ambientales y son los
mas empleados para la produccién comercial de microalgas debido a que son sistemas
facilmente escalables, de facil operacién y relativamente baratos (existen, por ejemplo,
estanques circulares y estanques de pista o raceway pond). Tipicamente estos estanques
se mantienen poco profundos (50 cm maximo) para asegurar la penetracién de luz al medio
de cultivo y aumentar la transferencia de masa de CO.. A estas profundidades, es posible

alcanzar concentraciones de hasta 1 g L™ de biomasa (Jebali et al., 2018).

Una de las especies que mas destaca para la generacion simultanea de lipidos y luteina es
la del género Scenedesmus (Chan et al., 2013; Fu et al., 2023; Rajput et al., 2022). Existen
varios reportes de las condiciones 6ptimas de cultivo tanto a escala laboratorio como en
sistemas a gran escala operados en la intemperie que demuestran su robustes y
versatilidad operativa. Ademas, este género se ha estudiado para la captura de CO2 y
produccion de lipidos precursores del biodiesel, asi como la acumulacién de luteina
(Cabello et al., 2017, Cabello et al., 2014; Dineshkumar et al., 2015; Toledo-Cervantes et
al.,, 2013). Por lo que, se vuelve relevante para su aplicacién bajo el concepto de
biorrefineria. Para el desarrollo de un modelo donde se integren los sistemas de cultivo, el
procesamiento de la biomasa, la extraccion fraccionada y la integracion de procesos bajo

un diseno de flujos que maximicen el disefio en una plataforma de economia circular.

96



Capitulo 7. Evaluacion Tecno-Econémica para la implementacion de una biorrefineria para la produccion de lipidos y
pigmentos a partir de la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM.

El objetivo de este estudio fue integrar los datos obtenidos para la cepa Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM con la finalidad de simular el escalamiento de un proceso integrado
de produccién de biodiesel y luteina incorporando la captura de CO,, proveniente de una
corriente de gases de combustion. Con el uso del software SuperPro Designer V10, se
desarrollé un modelo de biorrefineria que permitié hace una Analisis Tecno-Econdémico para
evaluar la factibilidad técnica y econdmica del cultivo bajo el enfoque de una produccién

sostenible.

7.3 Base de calculo y metodologia

El disefio de un proceso integrado para la produccion simultanea de luteina y lipidos para
la produccién de biodiesel a partir de biomasa de Scenedesmus obtusisuculus AT-UAM
para la produccion de luteina y lipidos. Lo anterior, implica la definicion de una serie de
etapas con funciones y operaciones especificas, que deberan integrarse en un diagrama
de flujo, cuyos balances de materia y energia se utilizaran para hacer el dimensionamiento
de la instalacion. Cada operacién contribuye a los gastos de operacién y de capital. Por lo
tanto, la realizacion de un analisis tecno-econdémico del proceso es un elemento clave para
establecer la factibilidad de cualquier proceso o detectar puntos de mejora. La confiabilidad
del analisis tecno-econdmico esta determinada por la adecuacién y representatividad de las

etapas/operaciones seleccionadas y la calidad de los datos utilizados.
7.3.1 Definicion de proceso
El proceso general se divididé en 6 secciones principales:

1) Sistema de cultivo, crecimiento de la microalga y concentraciéon de la biomasa

generada, utilizando el medio mineral BG-11 y el CO», como fuente de carbono.

) Recuperacion de la biomasa y disrupciéon celular, la biomasa generada

cosechada y concentrada. Ademas, se incluye el paso para la ruptura celular.

1)} Extracciones con cloroformo/metanol, a partir de la biomasa lisada se utilizan

solventes para recuperar los lipidos y luteina.

IV) Fase de reaccion y separacion |, en esta fase se realiza una saponificacion
con KOH de los lipidos para separar los FAMEs (metil ésteres de acidos grasos)

y esteres de luteina.
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V) Fase de reaccion y separacion Il (luteina), la luteina se separara de los lipidos

utilizando hexano.
Vi) Purificacion de la luteina, obtencién de luteina en forma libre (polvo)

En este estudio se hizo uso de la informacion experimental obtenida en el Capitulo 6 para
la captura de CO- y generacion de biomasa con la cepa Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM. Ademas, el disefo del proceso esta basado en el trabajo de investigacion para la

produccion simultanea de biodiesel y luteina a partir de microalgas (Prommuak et al., 2019).

Se utilizé la herramienta de simulacion de bioprocesos SuperPro Designer v10® para
realizar la evaluacion de los modelos de produccion y el analisis econdmico. Se configurd

todo el proyecto para ser simulado en un régimen continuo.
7.3.2 Sistema de cultivo y recuperacion de la biomasa

El sistema consta de 5 estanques abiertos tipo raceway pond (RWP), con 3 corrientes de
entrada y una de salida. Las corrientes de entrada alimentan al estanque RWP con agua y
los nutrientes necesarios (BG-11), para la generaciéon de biomasa. Por otra parte, el flujo
de alimentacion gaseosa, cuya composicion consta principalmente de CO,, es transferido
al medio liquido para su disposicion como fuente de carbono para el crecimiento de la
biomasa microalgal. Finalmente, la biomasa producida a partir de tales nutrientes sale del

sistema.

Se considera que el volumen de operacion del medio liquido es constante a lo largo del
tiempo y que existe una tasa de evaporacion del 10 L m?2 d-'. El régimen de alimentacion
es continuo y se supone en estado estacionario. La alimentacién no es estéril, debido a que
las condiciones de operacidn estan disefiadas para efluentes residuales, sin embargo, se

considera que solo la cepa elegida crecera en el sistema.

En la Figura 7.1 se muestra la representacién del sistema de cultivo y recuperacion de

biomasa.
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Figura 7.1. Diagrama del sistema RWP para el cultivo de biomasa.

El crecimiento de la biomasa se representd a través de la definicion de la estequiometria
de una reaccion continua en el RWP (ver Tabla 7.1). La configuracion para el proceso de
crecimiento celular se definié usando la informacién experimental obtenida por el grupo de
investigacion con microalgas del Capitulo 4, 5 y 6. Se tomé la informaciéon de la
productividad de (123 Mgbiomasa L' d' & 222 mgco2 L' d') de la cepa Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM utilizando una corriente de gas de combustion como fuente de
carbono (Estrada-Graf et al., 2020).

Tabla 7.1. Parametros de operacion en el reactor RWP.

Parametros de operacién dentro del RWP
Reaccion (masica) 180 CO2 + 50 BG11 + 50 Agua - 100 Biomasa + 180

Oxigeno

Conversion de Reaccion 100%
Temperatura isotérmico 25° C
Presion 1 atm

Emisiones (evaporaciéon) 10 L Agua m?d’

El tamano de los sistemas, el area requerida para su instalacién y los insumos requeridos
se determinaron con base a la cantidad de CO: a fijar y la biomasa microalgal a producir y
con ello establecer el andlisis de costos de operacién unitarios. Las dimensiones del
sistema de cultivo estaran sujetas a los criterios de disefio definidos en la literatura que

permiten un funcionamiento correcto.
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7.3.3 Recuperacion de la biomas y disrupcion celular

Para la recuperacion de la biomasa, se utilizé un equipo de centrifugacion y un sistema de
homogenizacién para la disrupcion celular (Figura 7.2). La eficiencia de la centrifugacion
se establecié en 99.99% para biomasa, siendo el dimensionamiento calculado mediante el
flujo de trabajo. El sistema de homogenizaciéon simula el rompimiento celular para la
liberacion del material organico de la célula. La eficiencia de este proceso se establecid en
70%. Para los datos de operacién se definié la composicion de la biomasa en la siguiente
ecuacion: lipidos 18%, Proteinas 31.94%, LFAE 0.06%, debris celular 43% y cenizas 7% -

> 100% biomasa.

Sobrenadante 2 [@e——

w
-

s 4

5-104 LV VVY,
S-101

P-2/DC-101 P-3 /HG-101

Centrifugacion

Homogenization

DISRUPCION

Figura 7.2. Diagrama de la seccidn de recuperacion y disrupcion de la biomasa

microalgal.
7.3.4 Extraccion cloroformo/metanol

La corriente de salida del homogeneizador entra en un equipo donde se mezclara con dos
corrientes la primera la mezcla cloroformo/metanol (40:20) y la segunda una corriente de
recirculacion del evaporador (simulando un proceso similar al shoxlet). Este proceso es
adiabatico y su tiempo de residencia es de 1 hora. Posteriormente un segundo proceso de
centrifugacion es llevado a cabo para separar la fase organica que contiene el total de los
lipidos y mas densa con las proteinas y debris celular restante. El ultimo paso de esta
seccion es un proceso de evaporacion para recuperar el solvente y dejar los lipidos en
mayor proporcion. El porcentaje de evaporacion para el cloroformo y el metanol fue de 99
% (Figura 7.3).
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Figura 7.3. Diagrama de la seccion de extracciéon con solventes organicos.

7.2.5 Extraccion de lipidos y separacion de luteina

La siguiente fase comienza con el ingreso de los lipidos crudos a un reactor quimico, en el

cual se simulo la reaccién de saponificacién y la conversion de los ésteres de luteina en

luteina libre (Figura 7.4).

5-109

FASE DE REACCION Y SEPARACION |

T

s-102

KOH@:
MeQH
P-11 /HX-103

Mixing

SinFase

WeQH e Impurezaspolares.

5129
’ 5-126

P17 /101 S-M8 P13 /HX-101 P-14 /V-103 P16 /DS-101
Stoich. Reaction Cooling Blending/ Storage Centrifugation

Cloroformo + Agua

S-113
S-116
P-15 /MX-104
Mixing

Figura 7.4. Diagrama de la secciéon de saponificaciéon y separacion de las fases organica y

acuosa.

En los datos de operacion se configuré el reactor con un tiempo de reaccion de 4 horas

(adiabatico), con las reacciones masicas de la Tabla 7.2.
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Tabla 7.2. Parametros de reaccion de extraccion/separacion

PARAMETROS DE REACCION

Reaccién 1 (masica) 9.80 Metanol + 90.20 lipidos > 90.20 FAMEs + 9.8
Glicerol

Reaccidén 2 (masica) 8.0 KOH + 92 LFAE - 88 Luteina + 12.0 Jabén

Conversion de Reaccion 100%

Temperatura Isotérmico 25° C

Presion 1 atm

7.3.6 Extracciony separacion Il

La corriente organica que contiene la luteina en su forma libre mezclada con los FAMEs
entra a un proceso de evaporacion, en el cual se recuperara el solvente (cloroformo). A la
salida de este proceso entrara en un recipiente en el cual se haran lavados con hexano
(fase organica) y una solucién de agua y etanol (fase acuosa). Un proceso de centrifugaciéon
separa la fase organica que ha extraido los FAMEs. La fase mas densa (acuosa) que
contiene la luteina en forma libre se utilizara en la seccién siguiente. La fase organica
pasara a un proceso de evaporacion en el cual se recuperara el hexano para dejar a los

FAMES en mayor composicion (Figura 7.5).

—® 5132

————m] 5-119 +—————@ Hexano

s-128 P-21/MX-105 — i 5127
: f i : Hocng Hexano Evaporado
' s-120 . ih —
1 <k I 2 — ' S-131 b
M H TS 13
. ’ 3130 W Wy Ll &
PraziEwt02 | P-18/V-104 P-19/DC-103 12120 /EV-103 Para Biodesel
Evaporation S-134 Blending/ Storage Centifugation Evaporaton
EtOH + Agua §—
5124
N
P22 fIX-106

Mixing

Figura 7.5. Diagrama de extraccién y separacion.
7.3.7 Purificacion de la luteina.
La luteina libre se hidrata en un proceso de almacenamiento, para ser llevado a filtracion

por rotacion al vacio (Figura 7.6). En este ultimo paso la luteina es un producto con un

porcentaje de humedad de alrededor del 10% (polvo fino).
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Figura 7.6. Diagrama de la obtencién de luteina libre.

7.3.8 Analisis econdmico.

Una vez concluida la simulacion del proceso y habiéndose establecido el dimensionamiento
de los equipos del proceso se procedid a hacer el analisis técnico-econémico resultante
para establecer la viabilidad final del proceso planteado. Para lo anterior se usara la funcion
de generador de reporte econdmico que incluye el simulador SuperPro Designer v10® para

obtener los resultados de los parametros econdémicos de los diferentes escenarios.

7.3.8.1 Ingresos

Se plantea la posibilidad de utilizar las corrientes de salida de los procesos en los diferentes
escenarios para proveer de ingresos econdmicos que mejoren la rentabilidad del

tratamiento. Algunas de las consideraciones abordadas son:

a) Biodiesel como ingreso. Podemos estimar el costo de los metil ésteres de acidos
grasos (FAMES) de acuerdo con la literatura en $ 2.6 USD kg™ considerando que la

produccion de biomas es en un RWP (Davis et al., 2011; Pérez-Lépez et al., 2018).

b) Luteina libre como ingreso. El costo de luteina libre es calculado de acuerdo con la
dimensién de la instalacion del proceso y de la capacidad de produccién. Su costo
en el mercado esta acotado a la calidad del producto. Luteina en polvo ($140-280
USD Kg™), luteina liquida ($ 470-670 USD Kg™) y luteina pura ($ 1900-2800 USD
Kg™') (Galasso et al., 2017; Muhammad et al., 2024; Yadav et al., 2020).

c) Mitigacion de gases de efecto invernadero. La captura de las emisiones de CO3
puede ser negociada como ingresos derivados de certificaciones por bonos de

carbono (certificaciones comercializadas en el mercado europeo de emisiones
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EEX). En donde el precio del mercado es de $ 9.52 USD ton”' CO, (Gong and You,

2014)

74 Resultados y discusiéon

7.4.1 Diagrama de proceso y dimensionamiento

El tamarfio de la instalacion se calculd en 0.34 hectareas (3.4 km?), usando 5 sistemas RWP
de 202.92 m*(100.19 m x 10.13 m x 0.2 m). Los RWP estan conectados a una columna de

absorcion de 3,600 L (0.98 m diametro x 4 m Altura), la cual absorbera el CO; proveniente

de la corriente de gas de combustion a un flujo de 8 kg CO h™' y servira como fuente de

carbono para el crecimiento de la biomasa microalgal. La produccion de este sistema es de

4.35 kg Biomasa h™', cuya corriente entra a la etapa de Recuperacion descrita anteriormente

(Floculacion y Centrifugacion) para aumentar su densidad a una concentracion de 144.56

Obiomasa L' (Figura 7.7)

W &1 RRI0!
Crecamento mecroalgal

CRECIMIENTO

[FASE OE SEPARAGIONT

Figura 7.7. Diagrama de proceso para la obtencion de luteina y biodiesel.
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7.4.2 Evaluacion econdmica

En la Tabla 7.3 y Figura 7.8, se muestra la produccion anual de biomasa con las

condiciones establecidas; 34.4 toneladas de biomasa microalgal al afio para una operacién

en continuo durante 330 dias.

Tabla 7.3. Tiempo de operacién y produccion anual.

Tiempo Anual Operacion

(h)

Dias de operacion por aio
(d afio™)

Produccién anual de biomasa

(ton aiio )

7,920

330

34.4

Inversion total de capital

En la Tabla 7.4 se enlistan los equipos considerados para el proceso, su costo unitario y el

numero de unidades.

Tabla 7.4. Costos de adquisicion de equipos.

Cantidad Cédigo Descripcion Costo Unitario Costo
(9) %)

5 RP-101 Raceway Pond 10,000 50,000
(202.92 m3)

1 DC-101 Centrifuga/Decantador 319,000 319,000
(1207.78 L/h)

1 HG-101 Homogeneizador 28,000 28,000
(19.24 L/h)

1 0S-101 Separador de aceites 12,000 12,000
(106.20 L)

1 EV-101 Evaporador 133,000 133,000
(0.03 m?)

1 R-101 Reactor agitado 499,000 499,000
(40.50L)

1 HX-101  Intercambiador de calor 10,000 10,000
(0.01 m?)

1 V-101 Tanque de mezclado 179,000 179,000
(77.49 L)

1 DS-101  Centrifuga de discos 135,000 135,000
(69.74 L/h)

1 EV-102 Evaporador 133,000 133,000
(0.001 m?)
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1 V-102 Tanque de mezclado 179,000 179,000
(95.29 L)

1 DC-102 Centrifuga/decantador) 319,000 319,000
(76.23 L/h)

1 EV-103  Evaporador 133,000 133,000
(0.01 m?)

1 V-103 Tanque de mezclado 179,000 179,000
(12.51L)

1 I;{(\)/1F- Filtro rotatorio al vacio 43,000 43,000
(0.04 m?)
Equipo no enlistado 587,000

TOTAL 2,935,000
Costo total de los equipos
2% = RWP

1%

o
7

1%

\.

Figura 7.8. Costo de los equipos principales de proceso.

= Decantador/cengtrifuga |
= Homogeizador

= Separador de aceites

= Evaporador |

= Reactor agitado |

= Intercambiador de calor
= Tanque de mezclado Il

= Centrifiga de discos

= Evaporador |l

= Tanque de mezclado |

= Decantador/cengtrifuga Il
= Evaporador [lI

= Tanque de mezclado Il

Para el capital fijo se consideré los costos por materiales y mano de obra, instalacion mas

honorarios y contingencias, en las Tablas 7.5, 7.6 y 7.7 se detallan costos.
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Tabla 7.5. Costo directo de la instalacion de la planta (USD).

Concepto Costo (USD)
Costos de compra de equipo 2,935,000
Instalacion 1,246,000
Tuberias 1,027,000
Instrumentacién 1,174,000
Aislamiento 88,000
Instalacién eléctrica 294,000
Edificios 1,321,000
Mejora de patio 440,000
Instalaciones auxiliares 1,174,000
Total 9,699,000

Tabla 7.6. Costo indirecto total de la planta

Concepto Costo (USD)
Ingenieria 2,425,000
Construccion 3,395,000
Total 5,819,000

Tabla 7.7. Honorarios y Contingencia

Concepto Costo (USD)
Tarifa de contratista 776,000
Contingencias 1,552,000
Total 2,328,000

Para los costos de operacion se consideraron los costos por mano de obra, materia prima,

laboratorio y utilidades. En |la Tabla 7.8 se presenta el detalle del costo de mano de obra.

Tabla 7.8. Costos de mano de obra.

Tipo de labor Costo Unitario (USD Cantidad Anual (h) Costo Anual (USD) %
/h)
Operador 69.00 137,469 9,485,331 100
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En la Tabla 7.9 se muestra la distribucién de los costos en la suma total de costos de

operacion.

Tabla 7.9. Costos de operacion anual.

Costo de producto Costo (USD)
Materias Primas 831,000
Dependiente del trabajo 9,485,000
Dependiente de las instalaciones 3,357,000
Laboratorios de control de calidad 1,423,000
Utilidades 32,000
Total 15,127,000

En la Tabla 7.10 se presenta el resumen del analisis econémico de la planta de produccién

de biomasa basado en la captura de gases de combustion.

Tabla 7.10. Resumen ejecutivo del analisis econémico.

Concepto

Cantidad

Capital total de inversion

Costos de operacion

Ingresos principales

Otros ingresos

Ingresos totales

Tasa de produccion anual (Base de Costo)
Costo unitario de produccién

Costo neto unitario de produccion

Ingreso unitario de produccion

Margen Bruto

Tasa de retorno sobre la inversion (RSI)
Tiempo de recuperacion de la inversion (IR)
Tasa interna de retorno (TIR)

Valor presente neto (VPN)

19,679,000
15,127,000
2,000
18,317303
18,319,000
12.14
1,245,848.58
1,245,848.58
1,508,681.23
17.42
18.35
5.45
8.39
2,002,000

$
$/afio
$/afio
$/afio
$/afio

Kg Lu/afo

$/kg Lu
$/kg Lu
$/kg Lu

%

%
afios

%

$

El proceso integrado para la produccién simultanea de luteina y lipidos (para la obtencion

de biodiesel), a partir de la microalga Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, presenta un

disefio técnica y econémicamente viable, basado en un sistema de culto RWP con una
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productividad de 34.4 ton afio™!, considerando utilizar corrientes de gas de combustion para
aprovechar la captura CO2 como fuente de carbono. La configuracion de este disefio integra
proceso en las etapas clave: Cultivo, Separacion, Disrupcién celular, Extraccion,
Saponificacion y Purificacion, simuladas con el software SuperPro Designer v10®
alimentado con datos e informacion generada en los Capitulos anteriores y complementada

con referencias actuales del tema.

Los costos de inversion fueron de USD 19.7 millones, con costos de operacion de USD 15.1
millones, por otro lado, los ingresos proyectados alcanzan los USD 18.3 millones, derivados
de la venta de luteina de USD 1.2 millones kg™ (140-2800 USD Kg', dependiendo de la
calidad del producto) y de los lipidos (2.6 USD Kg, valor calculado para cepas oleaginosas
cultivadas en RWP).

Los indicadores financieros muestran un retorno sobre la inversion de 18.35 % y un margen
bruto de 17.42 % con un periodo de recuperacion de la inversion de 5.45 anos. Estos datos
se soportan sobre un VPN > 0, y que alcanza los USD 2 millones con una TIR de 8.39 %.
Adicionalmente, el disefio del proceso incluye ingresos por la captura de CO; que aporta

9.52 USD ton"'co2 lo que aumenta la sostenibilidad del proceso.

Si bien los indicadores financieros son positivos, presentan una rentabilidad baja y un VPN
que representa una generacién de valor econémico minimo. Por lo que, aun es necesario
optimizar la productividad de la biomasa, la eficiencia de extraccion de la luteina y los costos

de operacion.
7.5 Conclusion

El Analisis Tecno-Econdmico del proceso integrado para la produccion de luteina y lipidos
a partir de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM demuestra que es viable técnica y
econdmicamente para su aplicacion en un modelo de biorrefineria de microalgas. Pero con
desafios de que deben enfrentarse para garantizar una rentabilidad atractiva para los
inversionistas y la operacién del proceso a largo plazo. Los indicadores financieros
presentan un retorno de la inversion aceptable (18.38%), con una TIR moderada (8.36 %),
el elevado costo de produccion de la luteina (USD 1.2 millones Kg') limita su atractivo para

los inversionistas.

En conclusién, este modelo de biorrefineria de microalgas representa una alternativa

sostenible y econdmicamente viable, pero su implementacion requiere un equilibrio entre
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los aspectos técnicos, econdmicos, mercado, considerando la integracion de politicas de

economia circular para memorar su competitividad frente a los productos convencionales.
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Capitulo 8. Conclusiones y perspectivas
8.1 Conclusiones

e La evaluacidon de los métodos de acumulaciéon de lipidos como la acidificacién
controlada del medio de cultivo a pH 5 en combinacion con la limitacién de la fuente de
nitrdgeno, demostrd ser una estrategia que permite el incremento en la cantidad de
lipidos en Scendesmus obtusisusculus AT UAM, alcanzando contenidos de hasta 60%
de lipidos en la biomasa y una productividad lipidica de 85 mg L' d! en sistemas FPP
bajo condiciones controladas.

e Los analisis ultraestructurales de la microalga sometida a acidificacion mostraron
modificaciones adaptativas en la pared celular y un reacomodo en los organelos
principalmente en los cloroplastos, que evidencia un cambio metabdlico que favorece
la sintesis de lipidos.

o Se logroé validar el método de acidificacién controlada en combinacién con limitacién de
nitrdgeno a una escala mayor en sistemas FCB y RWP operados en la intemperie, que
mostraron incrementos de 24% a 45 % de lipidos en la biomasa, lo que demuestra que
la cepa es robusta para su cultivo en condiciones ambientales.

e La microalga Scendesmus obtususculus AT-UAM, mostré potencial como una cepa
productora de luteina, alcanzado una concentracion de 4.2 mg L™ de Iuteina bajos las
mejores condiciones de crecimiento.

o Las estrategias de limitacion de la fuente de nitrégeno reducen el contenido de luteina.

e La evaluacion de las técnicas para la ruptura celular demostré que la disrupcion con
perlas de vidrio es el método mas eficiente (92% de ruptura celular), superando a la
criomolienda (47%) y a la sonicacion (20%), por lo que, su uso puede mejorar la
extraccién de la luteina.

e La evaluacion del cultivo a gran escala (950 L), en sistemas RWP de la cepa
Scendesmus obtusiusculus AT-UAM demostré de se puede mantener un buen
crecimiento (36 mg L' d) con tasas de fijacion de 0.95 Kg m™ d' en condiciones de
crecimiento en la intemperie.

e Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM puede utilizar medios alternativos como los
fertilizantes foliares (Byfolan Forte®) en sustitucién del medio de cultivo convencional
(BG-11) y mantener su tasa de crecimiento en cultivos a gran escala en sistemas RWP.

e Los sistemas hibridos para el cultivo de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM

demostraron potencial para la captura y remocidon de gases de combustion
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provenientes de un motogenerador alcanzando una eficiencia de remocién del 100%
para este tipo de efluentes.

El uso de quitosano para la separacién de la biomasa por medio de la floculacién-
coagulacion, demostro ser efectivo al utilizar 60 mg L™, esto puede ayudar a reducir
costos operativos en comparacion con métodos convencionales.

El ATE confirma que el proceso integrado de produccion de luteina y lipidos en viable
técnica y econémicamente, con un VPN de USD 2 millones, un retorno de la inversion
del 18.35 % y un margen bruto de 17.42 con un periodo de recuperacion asegurada de
5.45 afios.

El proceso requiere de una optimizacion en la eficiencia de acumulacion de luteina y

en la reduccién de los costos operativos.
8.2 Perspectivas

Evaluar el cultivo en etapas controladas por la adicién de nutrientes para la obtencion
simultanea lipidos y luteina.

Optimizar el disefio y operacién de los fotobiorreactores a gran escala para maximizar
la productividad.

Integrar corrientes residuales (agua residual y gases de combustion) para la
reduccidn de costos y del impacto ambiental.

Evaluar perlas de zirconio en Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM y comparar si se
alcanzan eficiencias cercanas al 97% de ruptura celular, optimizando asi el proceso
de extraccion de luteina.

Evaluar un analisis de las rutas metabdlicas para incrementar la sintesis de los
productos de alto valor.

Evaluar estrategias integrales para la recuperacion de los metabolitos presentes en la
microalga (carbohidratos, proteinas, lipidos y pigmentos).

Realizar un analisis de ciclo de vida para evaluar el impacto ambiental completo y

poder evaluar el modelo como una solucién de economia circular.
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