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RESUMEN
Los esfuerzos de la humanidad por mitigar el impacto de las emisiones de gases de efecto
invernadero son necesarios con el fin de impedir el crecimiento de la temperatura mas allad de 1.5
°C. Durante este trabajo se evalud el efecto de la concentracién de CO; sobre el cultivo de
microalgas del género Chlorella sp. a escala de laboratorio. Luego de la revision bibliografica se
evaluaron diferentes concentraciones de CO; (5, 10, 15 y 20%) en un flujo de aire y CO2 (0.57
L.min! )(correspondientes a 0.33 vvm [mL de gas.ml™* de medio.min!]). El cultivo se expuso (24
h.d?) a luz led blanca (1000 Im). Se utilizo la cepa de Chlorella sp. en medio BBM (Bold Basal

Medium) modificado.

Se determind que esta microalga crece exponencialmente hasta los 10 dias de cultivo bajo las
condiciones utilizadas, mostrando el mayor crecimiento de biomasa con inyeccion de CO; al 15%.
Sin embargo, no se presentaron diferencias estadisticamente significativas entre las
concentraciones de CO; (20 y 15%). La eficiencia de captura de CO; fue baja en ambas condiciones
(8.9 'y 9.2%), motivo por el que se plantearon concentraciones de CO; en el flujo mas bajas (5 y

10%). Se encontrd que el flujo al 5% de CO; fue el mas eficiente (27.0%).

Se recomienda suministrar dentro del flujo de gases éxidos de azufre y nitrogeno para simular los
gases de combustién de carbdn e hidrocarburos y profundizar en esta alternativa de conversion
del CO; en compuestos organicos considerando el contenido de proteina de Chlorella sp. Por su
contenido de proteina es una alternativa como suministro alimenticio para cultivos piscicolas o

directamente como alimento en la dieta humana.



1. INTRODUCCION

La generacion de energia a nivel mundial sigue dependiendo en gran medida de los combustibles
fosiles no renovables. China, Alemania y Estados Unidos son los principales consumidores
mundiales de carbdn, gas natural y petréleo, asi como los mayores emisores de Gases de Efecto
Invernadero (GEl). Las fuentes renovables se estan implementando gracias a la reduccién de los
precios de los equipos y el avance de la tecnologia para resolver problemas técnicos. Sin embargo,

la transicion energética sigue dandose lentamente.

Colombia tiene una matriz energética diversificada, compuesta en su mayoria por la generacion
hidraulica. Asi, el nuevo CONPES (4075) aprobado por el gobierno presenta la hoja de ruta para
multiplicar la capacidad instalada de fuentes no convencionales de energia 100 veces respecto a

2018 (DNP, 2022).

La reducciéon de CO; en la atmdsfera es el objetivo de los miembros de la Ilamada conferencia de
las partes de la ONU luego de conocer los Ultimos informes de Intergovernmental Panel on Climate
Change (IPCC) sobre la alteracién del clima producto del efecto invernadero causado por el didxido
de carbono (CO;) y otros gases provenientes especificamente de fuentes antropogénicas (IPCC
Working Group I, 2022). El mercado de la energia tiene una demanda creciente y aiin mayor a la
luz del conflicto ruso-ucraniano, evidenciando la necesidad del mundo por el petréleo, gas y

carbdn como fuentes que generan seguridad en el suministro.

El aumento progresivo de la poblacion ocasiona un incremento en la demanda de energia. La
Agencia Internacional de Energia, publicod en el informe World Energy Outlook 2 (IEA, 2021) su
preocupacion por los esfuerzos insuficientes para cumplir la meta de cero emisiones de CO; en el

2050; a pesar de los avances en transicién energética de los paises miembros de la COP.

Desde el inicio de la actividad industrial, paralizada por la pandemia del Covid-19, se incrementdé
el consumo de carbdn en el hemisferio norte, especialmente en Europa, donde los precios del
energético han alcanzado niveles histéricos debido al invierno y la escases de gas natural (Sullivan,
2021). Actualmente, debido al conflicto ruso-ucraniano la escases de gas natural en Europa ha

ocasionado un alza en los precios de los alimentos y energéticos donde el carbén alcanzé los

2



USS462/ton (Roca, 2022) y el TTF (Title Transfer Facility - unidad utilizada para el comercio de gas
en Europa) de gas los €102/MWh (Mufioz B., 2022).

La reactivacién econdémica no solo ocasiond el aumento de precios, sino también generd el
segundo mayor aumento de emisién de CO; anual de la historia (IEA, 2021). En el segundo
semestre del 2021, China presenté apagones debido a su alta demanda de energia (Bayoud, 2021)
y se generd un incremento en la demanda de energia durante el invierno en Europa. En este
momento, la crisis geopolitica y las sanciones a los energéticos rusos y los confinamientos en China
por el aumento de los contagios por Covid-19 generan fluctuaciones en los precios e

incertidumbre en los suministros (RTVE, 2022).

Asi, el carbon cobra fuerza como fuente de energia y volviendo nuevamente la polémica por esta
fuente, al considerarse la mas contaminante para el ambiente. Ademas segun la I[EA produciria un
revés a los objetivos de Net Zero Emissions by 2050 Scenario (NZE) planteados para mantener el
limite de un aumento maximo de 1.5°C en las temperaturas globales (IEA/Oecd, 2021). La
creciente demanda de carbdn por la crisis mundial actual generd un cambio en el flujo mundial de
las energias fésiles. Lo que conlleva a sumar esfuerzos con el fin de buscar soluciones a las

emisiones de CO; del carbdn pues su uso no deberia realizarse sin controlarlas.

Existen multiples proyectos y tecnologias para mitigar el impacto de las emisiones de gases de
efecto invernadero alrededor del mundo. Entre estos, la biotecnologia ha brindado opciones a la
industria de biocombustibles, alimentos, biocatalizadores entre otros (Rendueles & Diaz, 2014).
Es preciso estudiar los procesos biolégicos con el fin de mitigar la concentracién de CO; en el aire.
En este sentido, se reviso la literatura para identificar la manera natural mas eficiente para
capturar CO,, encontrando que las microalgas son una muy buena opcidn, ya que son
microorganismos que capturan CO; mientras liberan oxigeno a la atmdsfera de manera mucho

mas rapida que otras especies fotosintéticas, al tiempo que pueden ser de utilidad.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
El uso de carbdn, gas natural o petréleo para la produccién de energia ocasiona impactos

ambientales, especialmente elevando las concentraciones de CO; en el aire, ocasionando el
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calentamiento global (IPCC Working Group Il, 2022). Existen tecnologias para la captura de CO;
por medio de procesos fisicos y quimicos que requieren el uso de plantas industriales; sin
embrago, el costo de esta implementacién es elevado y conduce al incremento de los precios de

la energia que sumados con los precios actuales terminaria siendo inviable.

En este punto, una de las opciones investigadas para capturar CO; es el uso de microorganismos
fotosintéticos que lo transforman en materia organica. Este proceso natural es el mismo con el
qgue se ha conseguido por millones de afios tener las concentraciones de CO; ideales para la
produccion de vida en la tierra. Teniendo en cuenta el potencial de las microalgas, los cientificos
estudian diferentes tipos de algas y microorganismos fotosintéticos con el fin de reducir el nivel

de CO; en la atmdsfera, desde la fuente que lo emite o el aire.

El IPCC informd la necesidad de implementar acciones para reducir las emisiones de GEIl desde
inicios del siglo XX, con la posibilidad de detener el crecimiento de la concentracion, como se
planted en el COP 21 para el afio 2050 y reforzado en las siguientes reuniones de la COP. Sin
embargo, en la COP 26 se concluyd que los esfuerzos aun no son suficientes y el objetivo esta lejos
de cumplirse a pesar del avance en otros aspectos como disminucién de la deforestacién y

reduccion de emisiones de metano (CHa)(EA, 2021).

3. JUSTIFICACION

Colombia se comprometié en la COP 26 a reducir sus emisiones en 51% de CO; segun las
proyecciones de crecimiento para el aflo 2030 (Jiménez, 2021), mientras los paises desarrollados
se comprometieron a reducir sus emisiones, apoyar econémicamente y tecnolégicamente a los
paises en via de desarrollo para no incrementar la temperatura en 1.5°C de la registrada en la
época preindustrial. Los paises miembros se comprometieron en la COP 26 con reducir sus

emisiones para evitar pasar la citada meta fueron 192.

El IPCC estima que sin captura de CO; y desarrollo de nuevas tecnologias no se podran lograr las
metas de no sobrepasar los 1.5°C. Al respecto se revisaron las diferentes tecnologias, y la mayoria
requieren disponer el CO, en reservorios geoldgicos o desarrollar procesos con el fin de
posteriormente convertir el carbono en otros productos, mientras que el uso de microalgas en un

solo proceso permite fijar el carbono en la biomasa. Por lo tanto, este trabajo se orientd hacia la



captura de CO2 mediante el uso de microalgas, debido a su mas facil implementacion y a que
cuenta con la ventaja de producir biomasa como materia prima para las industrias de los
biocombustibles, biomoléculas para la industria farmacéutica y alimenticia, abonos orgdnicos para

la agricultura, entre otros.

4. MARCO TEORICO
4.1. Las emisiones de gases de efecto invernadero

Los principales gases que conforman los gases de efecto invernadero son el CO,, CHs y N2O. Los
paises miembros de la ONU se han enfocado en la reduccién de CO», ya que este compuesto es el
principal producto de la combustion de hidrocarburos y carbén. Sin embrago, en la COP 26 se
presentd la necesidad de mitigar las emisiones de todos los gases en especial del CHs4 buscando

atacar el problema del calentamiento global desde los diferentes angulos (ONU, 2021).

En Latinoamérica, el sector industrial y transporte consumen el 30 y 35% de la energia generada
respectivamente. En consecuencia, son los sectores de mayor emision de CO; (Figura 1b). La
generacion de energia proveniente de la combustion de combustibles fosiles en Latinoamérica y
el Caribe en el 2020 alcanzé 562,807 (GWh), correspondiente a 36.3% del total de la region (Figura
1a). Donde el petrdleo, gas natural y carbdn son las principales fuentes emisoras de CO, (OLADE,
2022). Estos nimeros han crecido sostenidamente en la medida del crecimiento econdmico de los
paises de la region, por lo que la importancia de controlar las emisiones de GEl si se tiene en cuenta

los compromisos adquiridos como miembros de la COP.

En el informe de la OLADE, se proyecta para el afio 2050, reducir a 12% la generacion de energia
proveniente de la combustion de combustibles fosiles, si se logra instalar el doble de la capacidad
de generacion renovable (823,000 MW) y retirar 81,000 MW de centrales térmicas no renovables
(OLADE, 2022). En ese sentido, se debe implementar acciones con el fin de mitigar las emisiones

de GEl correspondientes a ese 12%.
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Figura 1la. generacidn de energia eléctrica en América Latina y el Caribe (GWh;%)(2020). b. Evolucion de las

emisiones de CO, por sector de consumo en millones de toneladas.

Tomada de OLADE, 2021

A nivel mundial, las emisiones de gases de efecto invernadero crecieron 50% entre los afios 1990
y 2018. Un dato revelador que incluyen los Ultimos estudios es el cambio en el uso del suelo y la
deforestacion como fuente de gases GEI. Los paises con mayor participacidon en las emisiones de
gases efecto de invernadero son EE. UU., China, Rusia, Brasil e Indonesia. Estos dos ultimos por la

acelerada deforestacion es sus territorios entran en este listado.



Un informe publicado por Global Carbon Project durante la Convencién Marco de las Naciones
Unidas sobre el cambio Climatico durante la COP 26, cuantificd una caida de 5.4% en las emisiones
de GEI durante el 2020 a raiz de los confinamientos producidos por la pandemia del covid-19.
Donde por esa misma razon, el Unico subsector que tuvo un alto consumo fue el residencial. Para
el periodo postpandemia se observd un aumento de 4.9% respecto al 2020 (34,600 Mt) en las

emisiones de GEI (C Gulsen, 2021).

4.2. Generalidades de las microalgas
Las microalgas son organismos fotosintéticos donde su principal pigmento es la clorofila. El
término microalga no tiene categoria taxonémica, pero es usado para nombrar a los grupos de
microorganismos que comparten ciertas caracteristicas en comun con ciertas lineas evolutivas.
Son microorganismos mucho mas eficientes que las plantas terrestres para fijar CO; (H. Cheng et
al., 2021) y producir oxigeno, también son la base de la cadena tréfica en ecosistemas acuaticos

(Milhazes & Otero, 2017).

La mayoria de las microalgas son fotoautétrofas utilizan el sol como fuente de energia para
convertirla en energia quimica, la cual es almacenada en las moléculas de glucosa a través de la
fotosintesis oxigénica (Cervantes-Urieta et al., 2020), y pueden absorber CO; y HCO3™ disuelto
como fuente de carbono inorgdnico. Adicionalmente, especies como Chlorella sp., Dunaliella sp.
tienen la capacidad de usar el carbono organico o inorganico para sus procesos metabdlicos
(mixotropia); poseen una capacidad mayor de generacion de biomasa en comparacion con las
plantas, ya que no necesitan generar sistemas complejos como los reproductores, lo que permite
una velocidad de crecimiento y reproduccion mucho mas alta (La velocidad especifica de
crecimiento (i) es la cantidad de biomasa generada por cada gramo de biomasa en determinada

unidad de tiempo [h™* o d1]).

El género Chlorella sp. consiste en microalgas esféricas, inmoviles, unicelulares con un solo
cloroplasto. Las células de Chlorella sp. se reproducen asexualmente por mitosis, mas
comunmente formando cuatro células hijas dentro de la célula parental. En la Figura 2 se observa

el crecimiento de la pared celular de las células hijas, la separacion de organelos. Finalmente,



cuando las células hijas han madurado, la pared celular parental se rompe y las células hijas se

liberan (Borowitzka, 2018).

Figura 2 Esquema de la sintesis de la pared celular hija y rompimiento de la pared celular madre en Chlorella
sp. a fase de crecimiento celular temprano. b fase de crecimiento celular tardio. ¢ divisién de cloroplastos.
d primera fase de division de protoplastos. e segunda fase de division de protoplastos. f maduracion de
células hijas. g fase de eclosion. (linea roja — pared celular hija, linea gris — pared celular madre)

Tomada de Yamamoto et al., 2004

Al igual que las bacterias, las microalgas presentan fases de crecimiento (Figura 2). En la fase de
adaptacidn no se presenta crecimiento, pero si alta actividad celular en el que la célula se adapta
a las nuevas condiciones nutricionales y fisicas del medio. Una vez adaptadas, las microalgas inician
la reproduccioén, donde se presenta un crecimiento exponencial de la poblacidn, motivo por el que
esta es nombrada la fase exponencial. A medida que se agotan los nutrientes el crecimiento
decrece y entra en la fase estacionaria, no se observa cambio en el nimero de la poblacion. En
este punto las microalgas utilizan metabolitos de reserva (lipidos) hasta agotarse. Inicia la muerte

celulary el nimero de la poblacion decrece (Martinez, 2010).

Fase estacionaria

Muerte
celular

Fase
exponencial

Log numero de células cel * ml

Fase de
adaptacion

tiempo (d)

Figura 3 Curva de crecimiento celular

Tomado de San Ignacio de Loyola, 2018



4.3. Aplicaciones de las microalgas

4.3.1. Microalgas en el ambiente
Las diatomeas estan compuestas por 70% de microalgas. Son consideradas el sumidero de CO;
mas grande del planeta (Chapa et al., 2018) y las mayores productoras del oxigeno en la atmédsfera
(Cervantes-Urieta et al., 2020). Alli los microorganismos especialmente el fitoplancton contribuye
a contrarrestar las emisiones de CO; provenientes de actividades humanas (Cavicchioli et al.,

2019).

Las microalgas pueden usarse como fertilizante orgéanico en suelos agricolas. Se ha ensayado con
microalgas del género Chlorella sp., la cianobacteria Arthrospira platensis (Spirulina), Palmaria
palmata y Laminaria digitata, obtenidas de cuerpos de agua con problemas de eutrofizacion, para
mejorar las condiciones del suelo en el cultivo de guisantes y se obtuvo un incremento en la
disponibilidad de nitrégeno, carbono y fésforo de los suelos estudiados y se reflejo en los cultivos

vegetales, sin la necesidad de usar fertilizantes inorganicos (Alobwede et al., 2019a).

En lugares hostiles como el Artico, en fumarolas de volcanes y aguas termales se encuentran
microalgas y bacterias termdfilas, haldfilas y aciddfilas que pueden ser autdtrofas o heterdtrofas.
Estos microrganismos pueden ser utilizados para tratar emisiones de CO; sin la necesidad de
refrigerar los gases emitidos o en concentraciones de CO; elevadas que aumenten la acidez del
medio de cultivo, como la industria cementera. Son aplicaciones especiales donde las condiciones
son extremas y no han tenido importante desarrollo pero el potencial es importante (Yunga,

2018).

4.3.2. Microalgas en la industria
Desde mediados del siglo XX se despertd el interés por el uso de las microalgas en procesos
industriales, especialmente en la remocién de nitrégeno y fosforo en aguas residuales y la
produccion de complementos alimenticios. La crisis alimentaria ocasionada por la recesion
econdmica del 2008 afectd principalmente a los paises mas pobres. Durante este periodo, se
despertd el interés por las microalgas como fuente alimentaria y sintesis de biocombustibles. Sin
embargo, los biocombustibles a partir de microalgas resultaron econdmicamente inviable, lo que

llevd a un cambio en las lineas de investigacion con estos microorganismos. No es claro si



actualmente con los precios del petrdleo (por encima de los US$100) y la fluctuacién de los precios
del mercado energético, los biocombustibles de microalgas pueden llegar a competir con los
combustibles fosiles. Dependera del desarrollo energético que se genere luego del conflicto ruso

ucraniano (Torroba & Brenes, 2022).

Las microalgas tienen una composicion bioquimica compleja, esto indica una cantidad de
productos de alto valor como vitaminas, proteinas, carotenoides, carbohidratos, dcidos grasos
como omega 3y 6 muy demandados en industrias farmacoldgicas, nutricion y energia (Rivera et

al., 2011; Ibafies & Guerrero 2017).

En consecuencia, las microalgas tienen aplicaciones en varias industrias. Es asi como Grossmann
et al., (2018) encontré contenidos alrededor del 50% de proteina en Chlorella protothecoides que
puede ser usada como alimento. Por otro lado, Liu, Ge, Xia, Sun, y Mu (2016) lograron producir
de manera eficiente hidrégeno (Hz) a partir de Chlorella sp. en condicion fotoautdtrofay E. Ahmed,
(2019) logro producir biocombustible de Chlorella vulgaris, confirmando el importante papel de

las microalgas en la produccién de energias limpias.

En la industria acuicola las microalgas son el alimento mas importante debido a su carga
nutricional. En conjunto, las especies de microalgas encontradas en los ecosistemas acuaticos
proporcionan a peces y crustaceos una mezcla balanceada de sustancias nutritivas como proteinas
carbohidratos, lipidos y otras moléculas de interés farmacolégico como carotenoides,
astaxantinas, luteina, biotina, acidos grasos poliinsaturados, vitaminas, entre muchas otras

(Alonso, 2004).

Microalgas marinas son utilizadas por la empresa AlSkin para la produccion de productos usados
en tratamientos cosméticos (AlSkin, 2022). Los géneros que se utilizan para el consumo humano
son Chlorella, Dunaliella y Arthrospira. Los beneficios del consumo de Chlorella sp. estd en el
tratamiento de la arterioesclerosis, hipercolesterol, actividad antitumoral y Ulceras gastricas. El
consumo de Dunaliella es usado para obtener un complemento de B-caroteno y Arthorspira es
consumida por su alto contenido de proteina y dcidos grasos como el linoleico (Santos A. et al.,,

2014)
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En el pais se han desarrollado proyectos interinstitucionales donde se ha experimentado con
microalgas para la captura de CO,, como el realizado por la Universidad EAFIT y Argos para
contrarrestar las emisiones del proceso de producciéon de cemento (Gomez, 2019). No obstante,
el género Chlorella sp. es muy amplio y siguen apareciendo nuevas especies a medida que avanzan
las investigaciones incluyendo otros géneros de microalgas. A pesar de los multiples estudios es
necesario continuar en la busqueda de nueva informacion y conocimiento, ya que una misma
especie de diferentes zonas o ecosistemas bajo las mismas condiciones de crecimiento pueden
tener comportamientos diferentes. En consecuencia, es importante ampliar la experiencia sobre

las condiciones, parametros, usos, especies y formas de cultivo de las microalgas.

Las microalgas son utilizadas para el tratamiento de contaminantes en las aguas residuales, puesto
gue consumen carbono y nitrégeno organico e inorganico y fosfatos entre otros contaminantes,
permitiendo reducir las concentraciones de estas moléculas. La biomasa final puede ser utilizada
con otro fin y dependera de la composicion quimica final de estas. En Colombia se han realizado
estudios donde esta biomasa es utilizada como fertilizante o tratamientos de suelos estériles

(Moreno-Bayona et al., 2019).

Las aplicaciones de las microalgas son diversas y con perspectivas optimistas para diferentes usos,
pero se requieren superar barreras, principalmente en la extraccién de metabolitos, para

conseguir rentabilidad en sus aplicaciones.

4.4. Cultivo de microalgas
Los cultivos de microalgas se pueden desarrollar de manera continua o discontinua. La diferencia
entre los dos tipos de cultivo radica en el momento de realizar la cosecha de la biomasa. En los
cultivos continuos la cosecha se realiza durante la fase de crecimiento exponencial. En este punto,
un parte de la biomasa es retirada del cultivo mientras se suministra al medio los nutrientes
consumidos. En los cultivos discontinuos la cosecha se realiza al terminar la fase exponencial
debido al agotamiento de los nutrientes y se recupera toda la biomasa del cultivo. Para continuar

cultivando las microalgas, se inicia un cultivo nuevo (Gaitero, 2012).
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4.4.1. Biorreactores

Existen dos grupos de biorreactores para el cultivo de microalgas como se observa en la Figura 4:
cerrados y abiertos. Los biorreactores abiertos son los mas utilizados a escala industrial debido a
su bajo costo, facil construccidn e instalacidén, pero requieren areas grandes, pueden ser
contaminados facilmente con pardsitos o microorganismos infecciosos. Ademas, requiere una
fuente ilimitada de agua y se presenta dificultad en la remocién de la biomasa (Rosa et al., 2011;

Iglina et al., 2022).

La agitacion en estos biorreactores se realiza por medio de paletas o hélices, son construidos
normalmente de hormigdn, con baja profundidad para usar eficientemente la luz, no son sistemas
aptos para la inyeccién de CO; y no poseen controles de temperatura. No obstante, pueden
encontrarse pequefios biorreactores dentro de invernaderos para controlar la contaminacion vy la

temperatura (Gaitero, 2012).

Figura 4 Biorreactores. a. Biorreactor abierto. b y c. Biorreactores cerrados

Tomado de Urbano, 2019

Los biorreactores cerrados requieren de mayor inversion. La instalacion es mas compleja debido
al control de las variables del cultivo, al ser cerrados el riesgo de contaminaciéon es menor y
requiere de menor espacio para la instalacion obteniendo mejores rendimientos en la produccién
de biomasa. Estos biorreactores son utilizados normalmente para el cultivo de especies de

microalgas especificas con el fin de obtener biomoléculas de interés (Torres & Herrero, 1995).
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Dentro de los biorreactores cerrados existen diversas formas, materiales, provistos con controles
de temperatura, luz, entrada de aire enriquecido con CO;, agitacion, etc. En la Figura 4b y 4c se
observan biorreactores cerrados con geometria distinta, tubulares y de placa. En los biorreactores
cerrados tubulares se tiene en cuenta el didametro del tubo, asi como el grosor en los biorreactores
con el fin de usar eficiente de la luz. Cuando son alimentados por luz artificial, se presta atencion
al control de temperatura, ya que se pueden generar aumentos hasta de 10°C por encima de la

temperatura ambiente (Torres & Herrero, 1995; Hernandez & Labbé, 2014).

4.4.2. Medio de cultivo.
La composicion del medio de cultivo y la disponibilidad de los nutrientes es importante para el
crecimiento y concentracion de metabolitos en |la biomasa final. Los estudios de Rushan et al.,
(2021), Wong (2017), Guo et al., (2015) evidencian la importancia de la disponibilidad de los
nutrientes y el balance de las concentraciones de cada uno en la composicion final de las

microalgas

En consecuencia, los cultivos se disefian teniendo en cuenta el género de microalga a cultivar y las
moléculas de interés en la biomasa final. El medio Bold Basal Medium (BBM) es el medio mas
utilizado desde 1965 cuando fue desarrollado y se modificaron las concentraciones de los
nutrientes a medida que se ampliaba el conocimiento. En la Tabla 1 se presenta las
concentraciones de los nutrientes del cultivo BBM usado por Nichols & Bold (1965), para el cultivo

de Trichosarcina polymorpha.

Las necesidades nutricionales de las microalgas estan relacionadas con la presencia de
macronutrientes como NOs’, PO43, SO472, K, Ca y Mg y micronutrientes como Fe, Cu, Mo, Mn, Na,

Co, V, entre otros (Ortiz et al., 2016).

En el trabajo realizado por Ahmed (2019) se observé mayor crecimiento de biomasa vy
concentracion de lipidos en Chlorella vulgaris al mantener el cultivo con adicion de vitaminas (B1
y B12), frente a los cultivos que no la tuvieron. Este resultado demuestra que no solo los
macronutrientes son fundamentales en el metabolismo de las microalgas, sino también la
presencia de otras moléculas orgdnicas como azucares, acidos organicos, acetato y glicerol,

aceleran el metabolismo de estas (Plaza, 2020).
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4.4.3. Fuente de carbono
Las microalgas se clasifican segun la fuente de carbono en fotoautdtrofas, mixotréficas vy
heterdtrofas. Las microalgas fotoautdtrofas consumen carbono inorganico (COy), el cual se
encuentra en el aire y es una de las principales fuentes para las microalgas marinas (Moronta,
2016), pero puede generarse de otras fuentes como suelos carbonatados y rocas carbonaceas en

los rios (Cai et al., 2020).

Las microalgas mixotrdéficas pueden asimilar fuentes de carbono orgdanicas e inorganicas. Estas
microalgas no necesariamente requieren de ambas fuentes, pueden vivir con una de las dos, y son
las mas utilizadas para la biorremediacion de dreas y cuerpos de agua contaminados por su
capacidad de utilizar diferentes formas de nitrégeno inorganico, fosfato y carbono organico e

inorganico.

El proceso global para la fijacién de carbono en el metabolismo esta formado por dos fases ciclicas:
fase luminica y fase oscura. En la fase luminica se convierte la energia solar en energia quimica y
se produce 0. La energia presente en ATP y NADPH es utilizada en la fase oscura para la
conversion de CO; en glucosa (Ec 1), y posterior formacién de moléculas mds complejas mediante

el ciclo de Calvin-Benson en el cloroplasto (Maia et al., 2020).
6C0, +6H,0 > CeHi,04 + 60, (Ec1)

El carbono es el macronutriente mas importante en el medio de cultivo, ya que es el elemento
principal de las moléculas que componen las células. EI CO2 contribuye adicionalmente en la
fotosintesis generando un amortiguador del pH en el medio de cultivo por medio de las reacciones
(Ec 2).

COZ(g) + H20 (= COZ(ac) + H20
COya0) + Hy0 & HyCO; (Ec2)

H,C0; & H*+ HCO;

H,CO; < 2H* + CO2~
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Este equilibrio quimico produce un pH entre 8.1 y 8.3 (ligeramente basico). Sin embargo, la
disolucion de CO; adicional puede sobrepasar la capacidad de amortiguamiento de este equilibrio
ocasionando un descenso del pH (Deng et al., 2019). Este proceso se puede evidenciar facilmente
en el océano donde el problema del aumento de las concentraciones de CO; en la atmdsfera
genera acidificacién del océano perjudicando los corales y otros organismos calcareos (Cai et al.,

2020).

Aungue las microalgas tienen la capacidad de contrarrestar los cambios de pH, consumiendo el
CO> disuelto, la presencia de otras fuentes de H* (dcidos) o el exceso de CO,, la temperatura y
salinidad pueden reducir el pH ocasionando que las moléculas HCOs y CO32 vuelvan a su forma
acida (H,CO3y COza) como se observa en la Figura 5. Igualmente, el cultivo de microalgas se afecta
por otras variables como la concentracion y especie de microalgas y la composicion idnica

(Hernandez-Pérez y Labbé, 2014).
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Figura 5 Concentracién de las especies quimicas del sistema carbonato en funcion del pH con
concentracion de COz 2.1 mmol.kg™

Tomado de Souza et al., 2012
En los organismos heterdtrofos se utiliza carbono organico proveniente de moléculas organicas
como fuente de carbono y energia para producir CO; mediante la respiracién. El ciclo bioquimico

principal es el ciclo de Krebs en el que convergen vias metabdlicas para la sintesis de moléculas

organicas especificas, algunas de estas vias son la glucdlisis, gluconeogénesis, sintesis de
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aminoacidos, sintesis de acidos grasos, fosforilacién oxidativa, entre otras. En las algas este

proceso se presenta en la mitocondria (Li et al., 2022).

4.4.4. Fuente de Nitrégeno
El nitrégeno es el segundo macronutriente mas importante, después del carbono, para el cultivo
de microalgas. El suministro de nitrégeno se realiza por medio de la adicion de nitrato, amoniaco
0 urea, también es posible realizarlo a través de nitrito. Sin embargo, el amonio y nitrito pueden

ser toxicos a elevadas concentraciones para ciertas especies de algas (Murcia & Parra, 2018).

Greses et al.,, (2022) encontrd limitaciones en el crecimiento de Chlorella por las altas
concentraciones de amonio y amoniaco, pero concluye que este género puede asimilar el 100%
del nitrégeno inorganico de efluentes de digestion anaerdbica y puede reemplazar los
tratamientos de desnitrificacion en las plantas de tratamiento, las cuales producen NOy. En
contraste, la limitacidon de nitrogeno genera una alteracion del metabolismo de las microalgas
ocasionando una acumulacion de lipidos y reduciendo la divisidon celular (Rubio et al., 2013). Este

comportamiento puede ser usado para la produccién de biocombustibles.

4.4.5. Fuente de energia
La iluminacidén es la fuente de energia necesaria para la sintesis de biomoléculas en el metabolismo
de las microalgas. Esta iluminacién tiene un limite, ya que sobrepasarlo desactiva los fotosistemas

encargados de transformar la energia luminica en energia quimica (Gao et al., 2022).

El nivel de iluminacién estad relacionado con la velocidad de las reacciones bioguimicas en el
metabolismo de las microalgas. En la literatura existen modelos que intentan predecir el
crecimiento de las microalgas, entre estos estd el modelo tangencial hiperbdlico, modelo

simplificado de desaceleracion y otros basados en la distribucion de Poisson (Iglina et al., 2022)

De este modo, la energia luminica es uno de los pardmetros mas importantes en el cultivo de
microalgas, y se puede considerar como el factor limitante del cultivo. El control de la iluminacién
en el cultivo presenta mayor eficiencia en el crecimiento de la poblacién de microalgas.

Justamente, las acciones para llevar a cabo este control permitieron el disefio y construccion de
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biorreactores para este trabajo (Figura 4b) que faciliten la disposicion uniforme de la luz para todo

el cultivo (V. Kumar et al., 2021).

A escala de laboratorio es frecuente encontrar fuentes artificiales de luz como ldmparas de tubos
fluorescentes. Una parte de la luz emitida por estas lamparas se pierde al no llegar al cultivo por
la geometria del biorreactor y por la distancia con la [dmpara (Fernandez, 2014a). Un ejemplo de
este comportamiento se observa en la Figura 6, donde se puede observar zonas oscuras donde la
luz no llega. De la energia que llega al cultivo cierta cantidad es reflejada, otra es absorbida

(produciendo incremento de la temperatura del medio) y el resto es absorbida por las microalgas.

]

Figura 6 Radiacion directa con l[amparas. La falta de uniformidad de la dispersion de la luz en todo

el medio de cultivo limita el crecimiento de las microalgas.

Tomado de Fernandez, 2014

4.4.6. Parametros de cultivo

4.46.1. Temperatura

La temperatura es una variable importante en los biorreactores, la mayoria de las microalgas se

desarrollan entre los 25 y 40°C. El crecimiento de las microalgas es limitado fuera de este rango
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(Guo et al.,, 2015). Las microalgas termdfilas tienen la capacidad de crecer en valores de
temperatura mas elevados. En el Parque Nacional Natural Los Nevados, Santamaria (2011)
encontré algas de la clase Chlorophyceae y Bacillariophyceae en aguas termales a 56.8 °C. En
contraste, Hinz et al., (2012) observaron en su estudio especies del género Fragilariopsis sp. en el
mar de Escocia a -0.6°C. Sin embargo, pocas especies tienen la capacidad de vivir bajo estas

condiciones y obviamente su uso requiere de condiciones especiales (Anzures et al., 2021).

En los estudios de Tang et al., (2011), Lépez et al., (2019) se concluyd que la temperatura afecta
la produccién de biomasa y la acumulacién de lipidos en las especies Scenedesmus obliquus,
Chlorella pyrenoidosa y Galdieria sp. Por otro lado, Barten et al., (2021) ensayd con el género
Picochlorum sp en un rango de temperaturas desde 30 hasta 47.5°C y encontrd que en este rango

las cadenas lipidicas en las microalgas eran mas cortas.

En conclusion, el rango de temperatura ideal para el cultivo del género Chlorella sp. es (28 - 36°C)
segun los resultados de los estudios de Yadav et al., (2015), Duarte et al., (2016), Rushan et al,,
(2021). Por encima de esta temperatura, las microalgas reducen su crecimiento. Mientras que, a
temperaturas mas bajas, se reduce el crecimiento y cambia la composicion de dcidos grasos de las
membranas celulares. Por lo tanto, dependiendo de la temperatura se puede optimizar la

absorcién de CO», o buscar el desarrollo de productos especiales (Barten et al., 2021).
4.4.6.2. pH

La mayoria de las especies de microalgas crecen en ambientes basicos. Sin embargo, la
disponibilidad de CO; disuelto decrece a elevada alcalinidad. A pH de 9 el carbono inorganico se
encuentra en los iones y HCOs"y CO32 en proporcidn 1:1y poco o nada de CO; disuelto, mientras
qgue a pH 6 los iones predominantes son CO,y HCOs". Estos ultimos son los iones usados por las
microalgas fotoautétrofas como fuente de carbono (Borowitzka, 2018). Adicionalmente, la tasa de
difusidon en el agua es 104 veces mas lenta que en el aire y la tasa de conversion de HCO3 a CO;
es lenta a pH alcalino. Estas condiciones afectan la disponibilidad de CO; en el medio de cultivo

afectando el crecimiento de la biomasa (Colman et al., 2002).

Las microalgas en general se desarrollan en valores de pH cercanos a 7.0. En el estudio de Tang et

al., (2011) con el género Chlorella sp. se encontrd una variacién del pH entre 5.3 y 9.1 adicionando
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diferentes concentraciones de CO; al medio de cultivo. Observd que a pH menor de 6.0 las
microalgas interrumpen su crecimiento. Pese a esto, estas microalgas acumularon mayor cantidad
de 4acidos grasos poliinsaturados que en los ensayos a pH mas altos, muy diferente a lo publicado
en otros estudios. En contraste, Wang et al., (2010) concluyé que para el rango de pH6.5-7.0 la
microalga Chlorella vulgaris crece mejor, pero acumula mayor cantidad de lipidos entre 7.0 — 8.5;
Finalmente, concluye que para el crecimiento de Chlorella vulgaris, el mejor valor para el cultivo

es de un pH 7.0.

4.4.6.3. Agitacion

La agitacién de los cultivos de microalgas es indispensable para mantener homogeneidad en el
cultivo. Las microalgas se precipitan en medios estaticos, lo que conlleva a paralizar su crecimiento
por falta de luz y nutrientes. Las microalgas deben permanecer en suspensién para garantizar la
correcta absorcién de nutrientes y llevar a cabo todos sus ciclos metabdlicos. La agitacion también
evita la acumulacién de oxigeno disuelto y mejora la transferencia de carbono, lo que permite

acelerar el proceso de captura de CO; (Lim et al., 2021).

La agitacién mecanica es la opcidén mas utilizada en biorreactores abiertos y la aireacién en los
biorreactores cerrados. Se pueden implementar ambas opciones con el fin de disminuir los
consumos de energia eléctrica en el proceso e inyectar CO; o CO; y aire. La agitacion contribuye
también para mantener homogéneo el cultivo, una temperatura estable y una transferencia

adecuada de los gases inyectados (Rosa et al., 2011; J. Cheng et al., 2015).

5. OBIJETIVOS
5.1. Objetivo general
Evaluar el efecto de la concentracién de CO; en un cultivo mixto de microalgas bajo condiciones

de laboratorio.

5.2. Obijetivos especificos
e Establecer las condiciones de crecimiento de un cultivo mixto de microalgas buscando la

captura de CO..
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e Determinar la concentracion de CO; en la cual se alcanza mayor eficiencia de captura de

CO».

e I|dentificar las posibilidades del uso de biomasa algal obtenida a partir de su contenido de

carbono total, nitrégeno total y proteina.

6. METODOLOGIA

6.1. Origen de la microalga
Las microalgas utilizadas en este trabajo fueron suministradas por la Dra. Aura Marina Pedroza del
Laboratorio de Microbiologia Ambiental y Suelos de la Pontificia Universidad Javeriana (PUJ). El
cultivo es una mezcla de microalgas del género Chlorella sp. mantenidos en un reactor fototrdpico
(30 L) a 25°C, agitacidon de 100 rpm, luz artificial y en medio BBM modificado; mayor cantidad de
micronutrientes (Mg, Fe, Mn, Co, Mo, Zn), menor cantidad de KH,POs y sin KOH, Cu y EDTA

(Céspedes et al., 2021); y adicidn de glucosa (0.1 g.L'Y) como fuente de carbono.

6.2. Condiciones de crecimiento de cultivo
Los ensayos se realizaron en el laboratorio de Aguas y Gases del Servicio Geolégico Colombiano
sede Bogotd a temperatura ambiente (19 + 3°C). Se utilizé el medio de cultivo BBM modificado,
(Tabla I Medio de cultivo BBM modificadol), preparado con agua Tipo Il y esterilizado en
recipientes de polietileno de alta densidad (3.8 L) en autoclave (115°C y 15 PSI) (STM-E; Market
Forge)(USA).

Tabla 1 Medio de cultivo BBM modificado

Macronutriente mg.L' H,0 Micronutriente*  stock g.L™ H,0
KH2PO4 105Y FeCls 0.194
K2HPO4 75 MnCl, 0.082

MgSO; . 7 H,0 1057 CoCl, 0.16

NaNOs 250 Na;Mo0;, . 2 H,0O 0.008

CaCl;. 2 H,0 25 ZnCl; 0.005
NacCl 25

* 3 ml de solucidén stock a solucioén inicial
(T™V) indica el incremento o reduccién de la concentracion original

Se utilizé un cultivo inicial de microalgas (1.5 gps.L!) para colocar una concentracién inicial (0.2
gps.L'!) en cada unidad experimental (1.7 L). Se ajusté el pH inicial (7.0 — 7.5) y se monitore¢ la

temperatura del medio (28 + 3°C) durante la incubacion. Para cada una de las diez unidades
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experimentales se utilizd fuente de luz led blanca fria continua (1000 Im)(5050White;
China)(Figura 7) para evaluar la captura de CO; y el crecimiento de las microalgas con inyeccién a
diferentes concentraciones de CO,. La incubacion de las unidades experimentales se realizd con
un agitador orbital (Advanced 15000; VWR)(USA) a 30 rpm y adicién de mezcla de gases CO, vy aire
(0.57 L.min).

Figura 7 Montaje de las unidades experimentales (1.9 L) en medio BBM modificado e iluminacién
LED

6.3. Parametros cinéticos de crecimiento
6.3.1. Velocidad especifica maxima de crecimiento (u)
Se calculé la velocidad especifica de crecimiento (u) (d?) por medio de la Ec 3 (Kassim & Meng,
2017).
_ (InX;—InXq)
G

Donde, X> y X7 son la concentracion de biomasa en el tiempo t; y t1 respectivamente en la fase

(Ec 3)

exponencial.
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6.3.2. Produccidon de biomasa (X)
La produccién de biomasa es la cantidad de biomasa generada durante el tiempo de cultivo (g.L?)

Se calculd por medio de la Ec 4.
X =X Xy (Ec 4)

6.3.3. Productividad maxima de biomasa (P)
La productividad maxima de biomasa (P) es la cantidad maxima de biomasa generada en el cultivo

por unidad de tiempo (g.L'*.d™), por medio de la Ec 5.

_ (Xt—Xo)
(tx_to)

Donde, X: es la concentracion de biomasa (g.L'!) al terminar el periodo de tiempo t, Xo es la

(Ec 5)

concentracion inicial (tp) de biomasa (g.L%).

6.3.4. Tasa maxima de captura de CO;
La tasa maxima de captura es la cantidad maxima de carbono inorgéanico (CO;) transformado en
carbono organico por unidad de tiempo. La tasa méaxima de biofijacién R¢o, (g.L*.d") se determiné

por medio de la Ec 6.

Reo, = CcP (22) (Ec6)

Cc
Donde Cces la concentracion de carbono total en la biomasa (%ps.), Mo, es la masa molar de CO;
(g.mol!) y Mc masa molar de C (g.mol?), P es la productividad méxima de biomasa (Anjos et al.,

2013); (Guo et al., 2015).

6.3.5. Eficiencia maxima de captura de CO»
La eficiencia maxima de captura de CO; indica la cantidad de CO; transformado en materia
organica en relacion con el flujo de CO; suministrado. La eficiencia maxima de captura de CO;
(%E¢o,) se calculdé por medio de la Ec 7.

Vi
miq

Eco, = Rco, X X 100 (Ec 7)

22



Donde, R, es la tasa maxima de biofijacion de CO> (g.L1.d?), Vt es el volumen (L) del medio de
cultivo en el biorreactor y mig es la tasa de alimentacion diaria de CO; (g.d?). La tasa maxima de

alimentacion diaria (mig) fue calculada por medio de la ecuacion de los gases ideales (Ec 8)
PV =nRT (Ec 8)

donde P es la presion (bar) de la inyeccidon del flujo de gas al cultivo, T la temperatura del medio
de cultivo (28°C), V el volumen de CO; inyectado al biorreactor (L.d%), teniendo en cuenta el
porcentaje de CO; en cada flujo, y R la constante de los gases ideales. Asi, se calculan las moles de

CO; (mol CO,.dY), para poder calcular la masa de CO; inyectada al cultivo (g.d™?).

6.4. Montaje del sistema de suministro de CO>
Se utilizaron reactores (1.9 L) de tereftalato de polietileno (PET) con 1.5 L de medio de cultivo BBM
modificado estéril y 230 mL de cultivo inicial (1.5 gps.L-1). El suministro de CO2 y aire fue realizado
por tuberia de poliuretano de 6 mm de didmetro y racores de acople rapido (XCPC, China). El
control de flujo (0.57 L.min-1) fue realizado con micro valvulas neumaticas manuales de 6 mm y
rosca NPT %' (XCPC, China). Se utilizaron piedras difusoras para el suministro de CO2 favoreciendo
el tamafio de burbujas de tamafio pequefio en el medio de cultivo. La fuente de CO2 (99.5%) y
aire (20.93% oxigeno, balance nitrégeno) se realizd a partir de cilindros industriales (Cryogas,

Colombia)(Figura 8).

RS RNARRI

Figura 8 Montaje de cultivo de microalgas con suministro de gases en el laboratorio

23



6.5. Disefio experimental

Para determinar el efecto del CO; en el cultivo de Chlorella sp. bajo las condiciones establecidas
en el laboratorio se utilizd un modelo unifactorial (Tabla 2) de tres niveles y se evaluaron tres
concentraciones de CO; (0.04, 15 y 20% de CO3)(n=2). Teniendo en cuenta las eficiencias de
captura de CO; de este cultivo preliminar se inicié un segundo cultivo evaluando cinco
concentraciones de CO, (0.04, 5, 10, 15y 20% de CO2)(n=2) manteniendo las mismas condiciones
del cultivo preliminar mencionadas en 6.2. Se escogieron las concentraciones de CO; para los
cultivos con base en la concentracion de CO; de las emisiones de equipos de combustion de

fuentes fésiles, reportada en la literatura (ACCEFyN, 2003).

Tabla 2 Disefio experimental para evaluar la captura de CO2 con microalgas
del género Chlorella sp.

Factor. Concentraciéon de CO,

Cultivo preliminar Cultivo final
Niveles 1% 2 3 1* 2 3 4 5
n=2 0.04% 15% 20% 0.04% 5% 10% 15% 20%

*El nivel 1 corresponde a la adicién de aire sin adicién de CO,

Los flujos de CO; son calculados por medio de la Ec 9 (Hulatt y Thomas, 2011).

Usy = VG/A (Ec 9)
Donde Uss es la velocidad superficial del gas (m.s™). La Usg se establecié en 0.001 m.s? que
corresponde al valor mas bajo entre los reportados por Hulatt y Thomas, (2011) que busca
aumentar la disposicion de CO; en el medio de cultivo. Vs es el caudal del gas (m3s?) y A
corresponde al drea transversal de los biorreactores (0.0095 m?2). Segln estas premisas el flujo de
CO, y aire para los biorreactores fue 0.57 L.mint. Las cantidades de CO, inyectado a los

biorreactores segun las variables definidas se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3 Suministro de CO; a las unidades experimentales

Proporciones de CO, y aire segtn los % de CO,

CO, CO;L.min?' Airel.min? Caudal total L. min?
5% 0.029 0.841 0.57

10% 0.059 0.811 0.57

15% 0.088 0.782 0.57

20% 0.118 0.752 0.57
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6.6. Parametros monitoreados durante el cultivo
6.6.1. Determinacion del crecimiento

6.6.1.1. Determinacion de biomasa
La determinacién de biomasa en peso seco (ps.) se determind con base en el método 2540B
(APHA, 2012). Se pesd una caja petri de vidrio borosilicato (=50 mm ) junto con un filtro (g=47
mm) de 0.45 um (HAWP04700; Millipore)(USA) en una balanza analitica (PA214 Pionner,
OHAUS)(Alemania) y se registro el peso (g). Posteriormente, se tomd 5 mL de muestra del cultivo,
se filtro, utilizando el filtro pesado previamente, utilizando un equipo de filtracion de polisulfona
(300 ml)(WEBNA30O; Nalgene)(USA). Luego, se lavd el filtrado (5 mL agua tipo IlI) en dos
repeticiones, con el fin de eliminar las sales presentes en la muestra. Luego, se llevé a estufa

(105°C) con recirculacion de aire (OFA-110-8, ESCO)(Singapur) hasta peso constante. Se dejo

enfriar en desecador y luego se registré el peso (g). Se calcula la biomasa (gps.L?).
ST =(B—A)/V (1)

Donde ST es la biomasa (gps.L?) B es el peso final de la muestra (g), A el peso de la caja petri con

el filtro (g) y V es el volumen de muestra (L).

6.6.1.2.  Cuantificacion de biomasa por densidad éptica (OD)
La biomasa (g.L'!) se estimé empleando la densidad dptica (ODessnm) empleando un
espectrofotometro UV-VIS (EV3-172009, Termo Scientific)(USA). La longitud de onda se determino
realizando un barrido espectral entre 400 — 700 nm del cultivo madre creciendo en fase
exponencial para determinar la longitud de onda a la cual se observd la mayor absorbancia (685
nm)(Duarte et al.,, 2016; Plaza, 2020; (Wong, 2017). Posteriormente, se realizd la curva de
calibracién con 5 puntos 0.2, 0.5, 0.8, 1.2 y 1.5 (gps.L*)(n=2) utilizando diluciones del cultivo inicial
(1.5 gps.L'Y) y determinando sus densidades dpticas. Se tuvo en cuenta que el valor de las

absorbancias fuera menor que 1, ya que esta metodologia sigue la ley de Lamber Beer.

6.6.2. Determinacion de nitrato y fosfato
La determinacién de nitrato y fosfato fue realizada empleando el método 4110B (APHA, 2012)
utilizando en un cromatoégrafo idnico (ICS-1100, DIONEX)(USA) vy el software (Chromeleon 7.0,

DIONEX)(USA). Se realizaron curvas de calibracién con estandares certificados (MERK, Alemania)
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para nitrato y fosfato (1000 mg.L!) y 7 puntos de calibracién 5, 20, 50, 100, 150, 200, 500 (mg.L
1). Se tomaron 7 mL del cultivo y se filtraron utilizando filtro de membrana (¢=47 mm y 0.45 pm)
(HAWPO04700; Millipore)(USA). El filtrado se coloco en el vial del cromatdgrafo para su posterior
analisis. Los resultados de las concentraciones de fosfato y nitrato (mg.L?) se calcularon en el

software.

6.6.3. Determinacién de pH y temperatura
La medicion de pH y temperatura del cultivo se realizé teniendo en cuenta el método  y 25508
(APHA, 2012) respectivamente, con el multiparametro (Orion Star, TermoScientific)(USA). Antes
de realizar la medicion se verifico el estado del electrodo teniendo en cuenta las recomendaciones
del fabricante. Se tomaron patrones buffer de 4.0, 7.0 y 10.0 para verificar la respuesta del
electrodo, antes de realizar las mediciones de pH en las unidades experimentales. La medicion de

pH y temperatura se realizé directamente en los cultivos (n=2).

6.6.4. Cuantificacidon de proteina
La cuantificacion de proteina (%) en peso seco a las muestras se realizd por el método
colorimétrico de Lowry (Peterson, 1977). Para este proceso analitico se utilizd Na,COs (2%) en
NaOH (0.1 M) (MERCK, Alemania) (reactivo A), CuSO4 x 5H,0 (1%) (MERCK, Alemania) (reactivo B),
KNaCsH406 x 4H20 (2%) (Carl-Roth, Alemania) (reactivo C), Reactivo de Lowry (mezcla de los
reactivos A, B y C [50:0.5:0.5]), reactivo de Folin-Ciocalteu (MERCK, Alemania) dilucién acuosa

(1:4), solucién de albdmina de suero bovino (1 mg.L)(Cytiva, Alemania).

Se colocaron 5 mL de cultivo en un tubo en ensayo (20 mL) y se le adicionaron 5 mL de NaOH (1
N). Se agité en agitador vortex (444-2790, VWR)(USA) (30 s.700 rpm) y se llevd a bafio maria
(93°C.5 min). Se tomd 1 mL en tubo de vidrio (20 mL) y se adicionaron 5 mL del reactivo de Lowry.
Se agitd en agitador vortex a (30 s . 700 rpm). Se esperaron 10 minutos para la adicion de 0.5 mL
del reactivo de Folin-Ciocalteau y se agité nuevamente en agitador vortex (30 s.700 rpm).
Finalmente, se dejo reposar por 30 minutos en la oscuridad antes de ser leida en el

espectrofotometro (740 nm).

La calibracion del espectrofotémetro se realizé utilizando como patrén solucion de albumina de

suero bovino (1000 mg.L?)(Cytiva, Alemania). Se realizé la curva con 5 puntos (50, 100, 200, 300,
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400 mg.L!). Estos puntos de la curva de calibracién (Figura 9) fueron tratados con el mismo
procedimiento de las muestras de cultivo. Se aplicd regresion lineal de los valores de absorbancia

obtenidos frente a la concentracion de proteina (mg.Lt). Se obtuvo la ecuacion (2).
ABS,4, = 0,0007X + 0.0861 (2)

Donde ABS es la absorbancia medida en el espectrofotémetro (740 nm) y X concentracién de

proteina (mg.L?).

Curva de calibracion (proteina)
0,4
0,35

0,3
0,25
0,2

Absorbancia

0,15
y =0,0007x + 0,0861

01 .=~
R?=0,9769

0,05

0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
mg.L?!

Figura 9 Curva de calibracion con patréon de albimina para determinacion de proteina en
suspension de microalgas

La cuantificacion final de proteina (%ps) se calculé mediante la ecuacion (3)

abs—bxF
m

% Proteina = — . x 100 (3)
Donde abs es la absorbancia medida en el espectrofotometro, b es el intercepto de la curva de
calibracién (0.0861), m es la pendiente de la curva de calibracion (0.0007), F es el factor de dilucion
([2] dilucion en la digestidn) y a es la concentracion de biomasa en peso seco (mg.L!) en la muestra

inicial obtenida por OD.

6.6.5. Determinacién de carbono y nitrégeno totales
La determinacion de carbono total (CT) y nitrégeno total (NT) se realizé utilizando el método

D5373 (ASTM,2021) en el determinador de carbono, nitrégeno e hidrogeno CHN828 (LECO,USA).
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Se realizé la curva de calibracion con materiales de referencia certificado EDTA (LECO,USA) en el
rango 10 - 65% (CT) 2 - 10% (NT). El cultivo de cada unidad experimental se centrifugd (5000 rpm
.20 min) y se lavé (agua tipo Il) en tres repeticiones. El precipitado se coloco el beaker (500 ml) y
se seco en estufa (105°C) con recirculacién de aire (OFA-110-8, ESCO)(Singapur) hasta peso

constante. La biomasa seca se maceré en mortero (dgata) hasta obtener polvo homogéneo.

En seguida, se realizd la determinacion de CT y NT (%bs). Se pesd (700 mg) de muestra e ingresd
directamente en el determinador CHN828, teniendo en cuenta las recomendaciones del

fabricante.

6.7. Andlisis estadistico
El andlisis estadistico de los datos fue realizado en el software estadistico IMP 16 (SAS Institute,
USA). Se realizaron pruebas de normalidad (Shapiro) con el fin de definir el tipo de pruebas
estadisticas, donde se establecid que los datos seguian una distribucion normal. Luego se realizo
analisis de varianza de los datos (ANOVA) donde se rechazé la hipotesis nula, donde las medias de
las poblaciones eran iguales. Seguido de la prueba de rangos multiples de Tukey con el fin de
identificar cual grupo poblacional o medias eran diferentes. Todos los calculos estadisticos se

realizaron con 95% de confianza (p = 0.05).

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Para evaluar el efecto del CO; sobre el crecimiento de las microalgas y su capacidad para fijarlo se
evaluaron diferentes concentraciones de CO; (0.04, 5, 10, 15, 20%) en el cultivo. Se realizd un
ensayo preliminar con 15y 20% de CO> para determinar las mejores condiciones del ensayo y con
base en los resultados se realizd un nuevo ensayo a 5, 10, 15, y 20% de CO,. Se monitoreo el
crecimiento (ODsssnm), concentraciéon de NO* y PO4*, pH y temperatura en el tiempo. Los cultivos

se realizaron durante 10 dias en biorreactores con 1.7 L de cultivo bajo condiciones de laboratorio.

7.1. Efecto de la adicién de CO; en el crecimiento de biomasa
Al final del cultivo preliminar se observd un mayor crecimiento de la biomasa con 20% de CO>
(Figura 10) y el menor crecimiento a el Control de CO;. Inicialmente, no se observaron diferencias
significativas en los primeros 6 d de cultivo entre 15y 20% de CO.. Sin embargo, al final del estudio

se observd un mayor crecimiento con 20% (1.54 g.Lt) que con 15% (1.17 g.L'?) de CO..
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En el montaje final (Figura 12) se observé que la pigmentacion del medio de cultivo cambiaba de
acuerdo con la concentracion de CO,. No cambiaba entre las réplicas. Sin embargo, las tonalidades
en el color de las concentraciones 15 y 20% en el cultivo final eran similares, esto se confirmé

posteriormente en el analisis de concentracion de biomasa por OD.

2
oo Control
1,5 o 15%
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Figura 10 Crecimiento del cultivo preliminar de Chlorella sp. alimentada con diferentes
concentraciones de COa.

Se observo un mayor crecimiento de las microalgas a 15% de CO,, contrario al cultivo preliminar,
también se observa mayor crecimiento de las microalgas al 5% de CO;) en relacion con el flujo de
CO2 de 10% de. Sin embargo, las diferencias no son estadisticamente significativas. No se observo

cambio de pigmentacién en el cultivo de microalgas Control durante los dias de cultivo.
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Figura 11 Crecimiento del cultivo final de Chlorella sp. alimentada con diferentes concentraciones
de COx. Cultivo final

Tang et al., (2011) reportan en sus resultados de crecimiento, utilizando la especie Chlorella
pyrenoidosa, la cantidad de biomasa en el tltimo dia (1.5 gps L) para el flujo de CO,de 10% y (1.3
gps.L'Y) para el flujo de CO, de 20%. Se pude observar que la mayor inyeccidon de CO; no presenta

el mayor crecimiento, al igual que lo observado en este trabajo (Figura 11).

En otro estudio realizado por Yadav et al., (2015) con Chlorella sp, pero con condiciones diferentes
(fotoperiodo de 12:12 h luz/oscuridad), biorreactor (¢=4.5 cm, 500 ml), pH (6.8), luz fluorescente
blanca y flujo de CO; y aire (0.5 vvm), la cantidad de biomasa encontrada (1.9 gps L) al final del
cultivo en el flujo de 10% de CO;; no obstante, el mejor crecimiento se presentd en el flujo de 5%

de CO, con (2.2 gps 1) diferente a lo encontrado en este trabajo en el flujo 5% de CO, (0.98 g.L'%).

Otra observacion importante es el crecimiento de la biomasa con aire Unicamente frente a los
resultados de Yadav et al., (2015) y Tang et al., (2011). Los valores de concentracion en ambos
estudios son mayores que 0.8 (g.L'!). Mientras en este trabajo fue menor que 0.5 (g.L'!) a pesar

utilizar el mismo medio de cultivo y adicién de CO; similar (0.5 vvm).
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Figura 12 Cultivo final de Chlorella sp (dia 10)

Se observd en el dia 6 una leve reduccion en la velocidad de crecimiento el cultivo, no tan evidente
en comparacion con lo observado en otros estudios donde el pico maximo de crecimiento se
encuentra entre los dias 9 y 12 (Rushan et al., 2021; He et al., 2012; Tang et al., 2011; Kassim &
Meng, 2017, J. Cheng et al., 2015). En contraste, el tiempo de cultivo en condiciones heterdétrofas

es mayor a 70 dias (Plaza, 2020).

7.1.1. Produccion de biomasa (X)
La cantidad de biomasa (X) en el cultivo preliminar fue significativamente mayor en el flujo de 20%
de CO; (1.54 gpsL't) que en el de 15% de CO; (1.17 gps L Y)(Tabla 4). En el cultivo final el mayor
crecimiento (1.61 gps L?) se presentd en el flujo de 15% de CO5; Sin embargo, este crecimiento no
fue significativamente mayor al observado con el flujo de 20% de CO. Las concentraciones de 20%
de COz en los cultivos preliminar y final no presentaron diferencias significativas, puesto que se
midid respectivamente (1.44 y 1.54 gp..L1). Diferente a lo encontrado en los flujos de 15% de CO;

donde si se presentaron diferencias (1.17 y 1.61 gps.L%).

La produccion de biomasa se pensé como el pardmetro mas importante ya que a mayor cantidad
de biomasa indicaba mayor cantidad de CO; capturado y transformado en carbono orgdnico. Sin
embargo, durante la inyeccién de CO; al cultivo se observaban las pequefias burbujas de gas salir
a la superficie y se consideraba que una parte del CO; no se disolvia en el medio de cultivo. Es asi
como la produccién de biomasa pierde relevancia y el enfoque se centra en la eficiencia de captura

de CO..
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En la literatura consultada se afirma que la produccion final de biomasa varia por muchas
condiciones, como la concentracion de las microalgas en el dia inicial, el pH, la temperatura, la
especie de microalga, la fuente de carbono, cantidad de nutrientes, etc. En estos estudios se
encontraron valores de biomasa (X) por encima de 2 (gps L) (Pires et al., 2012; Yadav et al., 2015;

Pourjamshidian et al., 2019).

7.1.2. Productividad maxima de biomasa (P)
La productividad maxima de biomasa (P) tiene el mismo comportamiento que la produccién de
biomasa. En la Figura 10 y 11 se observa un punto de inflexién en la curva de crecimiento en los
cultivos preliminar y final, esto indica que a partir de este punto el crecimiento de la biomasa se
redujo. Esto sucede cuando uno de los nutrientes, energia luminica, o condiciones del cultivo
cambian o la suma de condiciones como la reducciéon de la luz (por el crecimiento de las

microalgas) y el agotamiento de alguno de los nutrientes, ambas condiciones se dan en el tiempo.

La productividad maxima en el estudio de Pourjamshidian et al., (2019) encontrd el mismo valor
que el medido en el flujo de 15% de CO, de este trabajo (0.18 g.L'1.d!). Sin embargo, es importante
resaltar las condiciones del cultivo en el estudio de Pourjamshidian et al. Ya que este valor fue
calculado para un flujo y concentracién de CO, diferente (50 ml . min, 1.75%), mientras que en
este trabajo el flujo de gas fue de 570 (ml.min™!). Adicionalmente, Pourjamshidian et al. indica la
importancia de la disposidon de nutrientes, la temperatura, el pH, la relaciéon altura/didametro del

biorreactor, el flujo y las concentraciones de CO; para obtener los mejores resultados.

En otros estudios (Duarte et al., 2016; Radmann et al., 2011) se observo valores de velocidad
especifica de crecimiento (1) cercanos a los calculados en este trabajo. Sin embargo, se reportaron
valores de u mayores que 0.32 (d), entre 0.93 — 0.72 (d"%)(Tang et al., 2011; Aghaalipour et al.,
2020).

Tabla 4 Pardmetros de crecimiento

Nivel CO;z (%, v.v?) X (g.LY) P (g.L.d?) p(d?
1 Control* 0.09°+0.01 0.005% + 0.003 0.056% + 0.002
2 15% 1.17°+0.05 0.111° +0.006 0.204° + 0.005
3 20% 1.54°+0.03 0.155°+ 0.003 0.192° + 0.002
1 Control%* 0.17F +£0.12 0.019* £0.005 0.087+0.003
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2 5% 0.98° +0.19 0.109° + 0.021 0.32°+0.024
3 10% 0.83° £0.05 0.093° +£0.006 0.21°+0.015
4 15% 1.61° £0.16  0.179¢ +0.018  0.29°+0.001
5 20% 1.44°+0.15 0.161¢ +0.017 0.23°+0.006

Se presenta el promedio + desviacion estandar (n=2). Letras iguales (**“9) indican
gue no hay diferencia significativa entre los experimentos (p=0.05).
(*) corresponde a la concentracién de CO; en el aire.

7.1.3. Tasa maxima de captura de CO; (Rco,)
La tasa maxima de captura (R¢p,) depende directamente del valor de productividad maxima de
biomasa (P) y el porcentaje de carbono encontrado en la biomasa segun la ecuacién 6. En la
literatura, es comun encontrar valores de carbono en las especies Chlorella alrededor de 50%,
valor que es tomado por varios autores para el calculo de la tasa maxima de captura de CO», sin

realizar la determinacion instrumental del analito (Thawechai et al., 2016; Jiang et al., 2013).

Durante este estudio se encontrd una cantidad de carbono total de 42.9% w.w* en el cultivo
preliminary de 43.8% w.w! en el cultivo final. La diferencia entre ambos cultivos no es significativa
y se encuentra muy cerca a los valores reportados en la literatura (Anjos et al., 2013; Alobwede et

al., 2019b).

Los resultados del analisis de tasa maxima de captura de CO: (Rgp,) tienen el mismo
comportamiento de la productividad maxima de biomasa y se observa en todas las
concentraciones de CO; la presencia de diferencias estadisticamente significativas (Tabla 5). Como
se menciond anteriormente, el flujo de 20% de CO; entre los cultivos preliminar (0.243 g.L't.d?)y
final (0.255 g.L't.d) presenté reproducibilidad en sus valores de R¢o,. Mientras que el flujo de
15% de CO; en el cultivo preliminar (0.175 g.L't.dY) y el cultivo final (0.288 g.L'1.d™) presentd una

diferencia amplia no esperada.

Estos valores en general son comparables con los calculados en otros estudios (Tang et al., 2011;
Duarte et al., 2016; Aghaalipour et al., 2020) donde los valores de la tasa de captura de CO; se

encuentran cerca (0.2 g.L.dY)y el carbono inferiores a 50 (%ps).

7.1.4. Eficiencia de captura de CO2 (E¢o,)
La eficiencia de captura de CO; (Ecoz)durante el cultivo de las microalgas es uno de los

parametros mas importantes para disefio de este proceso a nivel industrial. Es necesario
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mencionar que la mayor eficiencia de captura no se obtiene a mayor produccién de biomasa, por

el contrario, se logré en la concentracion de CO, de 5% (27.0%).

En el ensayo preliminar se encontrd que la eficiencia de captura era mas baja (8.9 y 9.2% en los
crecimientos de 15 y 20% de CO; respectivamente) que en otros estudios en la literatura. Por
ejemplo, Duarte et al., (2016) calculd una eficiencia de captura de 63.4 (%Eco,) en su mejor
resultado y en el 2017 con Chlorella fusca encontré una eficiencia de captura de 68.6 (%E¢g,) en
el flujo de 10% de CO; (Duarte et al., 2017), utilizando un flujo aire y CO, de 0.05 vvm, mucho

menor del calculado para este trabajo (0.33 vwvm).

Las concentraciones de CO; evaluadas en el cultivo preliminar fueron seleccionadas por la
concentracion de CO; en los gases de chimenea de una central térmica convencional a carbdn, las
cuales generalmente estan entre el 15 y 20% (ACCEFyN, 2003), dependerd de la calidad del
combustible utilizado (J. Cheng et al., 2015). Las bajas eficiencias de captura de CO; logradas en el
cultivo preliminar fueron el soporte para incluir dos concentraciones aun mas bajas (5y 10%). Por
otra parte, para el caso de las turbinas de gas natural, estas emiten CO; aproximadamente al 5%

(ACCEFyN, 2003).

Chiu et al., (2009) obtuvo eficiencias (47, 20, 15y 11%) para concentraciones de COz (2, 5, 10y
15%) respectivamente, con un flujo de 0.25 (L.min). Asi, varios estudios con diferentes
condiciones han encontrado multiples valores de eficiencia; en los que cabe aclarar que los
biorreactores de columna obtienen las mejores eficiencias. Por ejemplo, se encontrd una

eficiencia de Chlorella vulgaris cultivada en biorreactor de vidrio (0.03%)(botella Schott) y

biorreactor tubular (42.75%), calculando el flujo mediante la ecuacion Uy = VG/A

( y concentraciéon de CO; de 10%, muy diferente entre ambos tipos de reactores

(Aghaalipour et al., 2020).

Aungue en este trabajo no se estudio la diferencia entre biorreactores. Se puede concluir de la
literatura, la importancia que tiene la geometria del biorreactor en la eficiencia de captura de CO3,
sin restar importancia a la influencia de otros factores como la energia luminica, el pH, la especie

de microalgas y la concentracién de nutrientes. Como se menciond anteriormente, el mejor
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resultado calculado en este estudio fue en el flujo de 5% de CO; (27.0%) y la menor eficiencia en

el flujo de 20% de CO; (9.6%) en el cultivo final (Tabla 5).

Tabla 5 Tasa de captura vy eficiencia de CO;

CO, Rco, Eco, %C %N %
Nivel (%, v.v?) (g.L2d?) (%) (w.w) (w.w) proteina

1 Control - -- -- - --
2 15% 0.175°+0.20 8.9+ 0.10 4292049 7.7°£031  465°+0.01
3 20% 0.243%+0.33 9.22+0.12 42972057 78011  49.22+0.01
1 Control -- -- -- -- --
2 5% 0.176% + 0.001 27.0°+0.08 44.1°£0.12 6.35°+#0.01 5132+0.01
3 10% 0.149°+0.001  11.3°+0.004 43.8°£0.17 630°:0.01 521%4+001
4 15% 0.288°+0.001  14.6°+0.004  43.9%°+125 6.29°40.02  498°+0.01
5 20% 0.255% + 0.005 9.69+0.18 43.3°£0.78 630°+0.08 539%+001

Se presenta el promedio + desviacion estandar (n=2). Letras iguales (**<9) indican que no hay diferencia

significativa entre los experimentos (p>0.05).

(--) No fue posible determinar los valores por falta de muestra (bajo crecimiento de biomasa)

7.2. Remocidn de nitratos y fosfatos durante el crecimiento del cultivo

En la Figura 13 y Figura 14 se observa la remocion de nitrato y fosfato en el tiempo
respectivamente. En el caso del nitrato este se agota completamente, mientras que el fosfato se
consumio hasta llegar a la concentracion de 50 mg.L™! en los crecimientos de 5, 15y 20% de CO?.
En el flujo de CO, de 10% se encontrd una concentracion final de nitrato de 34.6 (mg.L?) y fosfato
60.14 (mg.L?) respecto a las demds concentraciones evaluadas, fue el Unico flujo en el que el
nitrato no se redujo considerablemente; sin embargo, en las curvas de crecimiento (Figura 11) se
observd que este flujo es el menor de todos los evaluados, pero sin diferencia significativa con el

crecimiento mas cercano (5% de CO3).
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Figura 13 Consumo de nitrato en el cultivo final de Chlorella sp.

A pesar de no presentarse claramente una fase estacionaria, en la Figura 11 se puede concluir
que el cultivo logré consumir todo el nitrato hacia el final del estudio y es posible afirmar que en

los ultimos dias el crecimiento de las microalgas fue limitado.

170

150 —®=-5%
. -<&--10%
1130
o0 --0-- 15%
€
o 110 —=—20%
AC
S 9
L

70

50

0 2 4 dia 6 8

Figura 14 Consumo de fosfato en el cultivo final de Chlorella sp.

7.3. Monitoreo del pH y temperatura durante el crecimiento del cultivo
Al evaluar el pH del cultivo en el tiempo, se observd que no hubo variaciones significativas entre
las concentraciones, exceptuando el crecimiento Control. En la Figura 15 se observa claramente
como afecta la adicion de CO; en el medio de cultivo en el dia O, la diferencia entre las demas

concentraciones es mayor que 1 unidad de pH.

36



En ambos cultivos se adiciond maximo 5 ml de NaOH (6N) para ajustar el pH en el dia O, los datos
presentados en la Figura 17 corresponden a valores de pH antes de la adicién de NaOH. Se coloco
solo esta cantidad para no alterar la composicion del medio de cultivo; sin embargo, la adicién no

superd en ningun momento el pH 7 a pesar de la concentracion del NaOH adicionado.

Por el contrario, El comportamiento del pH en los cultivos realizados por Yadav et al. el pH
aumenta con el tiempo hasta alcanzar valores cercanos a 10. Mientras Tang et al. al encontrd
valores de pH apenas por encima de 6.0 en el dia 3 de cultivo en las concentraciones de 10 y 20%,

un comportamiento parecido al encontrado en este trabajo.

De otro lado, otros estudios como el de Kasiri et al., (2015) aseguran que el pH en cultivos
alimentados con CO; se estabilizan en valores cercanos a 6.0. En este trabajo se confirma ese
comportamiento y el brusco descenso del pH inmediatamente inicia la dosificacion de CO; en el

cultivo. Finalmente, el pH se mantuvo en el rango (6.0 — 7.0).
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Figura 15 Comportamiento del pH en el cultivo preliminar de Chlorella sp.

Este comportamiento permite inferir la formacién de una solucion amortiguadora en el medio,
gue protegio el cultivo ante cambios de pH. Si se compara la desviacion estandar del flujo Control
con las demas concentraciones se observa mayor variacién en el control y con leve aumento de

pH y como se mencioné anteriormente, se observé un ligero crecimiento (0.09 g.L!) de biomasa.
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En el trabajo de Wang et al., (2010) se encontré que la biomasa reduce la velocidad de crecimiento

a pH menor que 6.0.

La temperatura del cultivo fue otra variable que no presentd variaciones considerables, pues su
media se mantuvo alrededor de 28°C y no se observan cambios de mas de 3°C como se presenta
en la Figura 16, exceptuando la temperatura del dia 0. En multiples estudios (Rushan et al., 2021;
Aghaalipour et al., 2020; J. Cheng et al., 2015) se asegura que la temperatura ideal para las
especies Chlorella sp. oscila entre 25y 30°C.
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Figura 16. Comportamiento de la temperatura durante el cultivo preliminar de Chlorella sp.

Este comportamiento se explica por la estabilidad de la temperatura ambiente del laboratorio y la
fuente de energia luminica utilizada. Esta fue la encargada de suministrar el calor necesario al

cultivo para mantener la temperatura del medio de cultivo.

7.4. Carbono total, nitrégeno total y proteina en la biomasa final
El nitrégeno presentd una diferencia mayor que el contenido de carbono; mientras que, en el
primer cultivo los contenidos de nitrogeno estan por encima de 7.5 (% w.w™!), en el segundo cultivo
no superan 6.5 (% w.w!). También se observa que en el segundo cultivo el mayor contenido de
nitrogeno es el flujo de 5% de CO,, este también fue el que mejor eficiencia de captura de carbono
presentd (27.0%) y mayor contenido de proteina (53.9% w.w™). Los contenidos de carbono fueron

comparables en ambos cultivos.
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Los valores de proteina calculados fueron comparables con los resultados publicados por Duarte
et al., (2016) donde cuantificd la proteina en 50.2 (% w.w) en Chlorella fusca o Anjos et al., (2013)
donde se publicaron valores cercanos a 40 (%w.w) en Chlorella vulgaris. Ademas, se observo la
relacion directa de la concentracion de nitrogeno total con el contenido de proteina, un
comportamiento esperado debido al importante papel que desempefia el nitrégeno en la

formacion de aminoacidos y péptidos en las microalgas.
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Figura 17 Concentracion de proteina, CT y NT a diferentes concentraciones de CO; en el cultivo
preliminar

En la Figura 17 y Figura 18 se observa esta relacion. Se presenta un debate entre la comunidad
cientifica con relacién a los resultados (% w.w™) de nitrégeno total y proteina presente en las
microalgas. Se menciond un rango de factores de conversién para microalgas entre 2.53 y 5.77

(Janssen et al., 2017) donde el nitrégeno no proteico ocasiona resultados variables en este célculo.

Los métodos ideales para la cuantificacion de proteinas son la hidrolisis y posterior cuantificacion
por cromatografia liquida (HPLC) siendo un proceso extenso, costoso y poco util si el
requerimiento es analizar gran cantidad de muestras. El método Kjeldahl y Dumas para la
determinacion de nitrégeno total son mucho mas sencillos y rapidos. Sin embargo, estos métodos
tienen la desventaja de no ser especificos para nitrégeno proteico. El método de Lowry utilizado
en este estudio para la cuantificacion de proteinas presenta datos relativos ya que se pueden
presentar reacciones interferentes entre sustancias reductoras y el reactivo de Folin, susceptible

a interferencias y especies de microalgas (Janssen et al., 2017).
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Figura 18 Concentracién (%) de proteina, CT y NT a diferentes concentraciones de CO,. Cultivo
final

Las algas contienen muchos compuestos que contienen nitrégeno como los acidos nucleicos, la
clorofila, amino azlcares como la glucosamina. Estos compuestos no proteicos ocasionan
incertidumbre al momento de establecer un factor de relacién entre el nitrégeno total y proteina.
Templeton y Laurens, (2015) estudiaron el factor a utilizar con varias microalgas y encontraron
gue un valor de 6.25 puede llegar a sobreestimar la cantidad de proteina en la biomasa algal
mientras que 4.08 puede ser un factor conservador. También indica que cada cepa puede tener

un factor especifico debido a las condiciones de cultivo y la especie de microalga.

Justamente la relacion (%) proteinay (%) NT encontrada en este estudio y para el cultivo preliminar
(6.20 £ 0.22% w.w) y final (8.0 +0.26% w.w1). Esto permite confirmar lo hallado por David et al.,
(2015) donde presenta los inconvenientes de cuantificar el nitrédgeno total sin tener en cuenta la

presencia de nitrégeno no proteico.

No en todos los estudios el valor de proteina encontrado en Chlorella se encuentra alrededor del
50%. Guo et al., (2015) en su cultivo de Chlorella al aire libre encontré valores de proteina menor
que 10% (Figura 19). También menciona las condiciones por controlar en un cultivo de microalgas
y el impacto de cada una en los resultados finales. Esto dificulta la comparacion de los resultados

entre los estudios.

En la Figura 19 se observan resultados (% w.w) de CT, NT y proteina en diferentes estudios. Se

confirma como puede verse afectada la composicién final de las microalgas en diferentes
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condiciones de cultivo. Al comparar los resultados de Anjos et al., (2013) con este trabajo se
observa un comportamiento similar de las concentraciones de CT (% w.w?l), con algunas
diferencias en NT y proteina (% w.w), mayor en este trabajo. En el estudio de Alobwede et al,,
(2019b) las concentraciones de CT y NT (% w.w?!) son mayores, pero tienen el mismo
comportamiento que en Anjos et al.,, (2013) y este trabajo. Al comparar la concentracion de
proteina (% w.w?) calculado por Duarte et al., (2016) con el encontrado en este trabajo, se observa
que se encuentran cerca del 50%. En contraste, al observar los resultados publicados por Guo et
al.,, (2015), se encuentra un contenido de NT mayor que el contenido de proteina, un

comportamiento contradictorio si se tiene en cuenta la relacidén que existe entre ambos analitos.
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Figura 19 Comparacién entre varios estudios de las concentraciones (%) de carbono total,
nitrégeno total y proteina.

8. USOS DE LA BIOMASA EN LA INDUSTRIA

8.1. Microalgas como alimento
La aplicacién de las microalgas en la industria alimenticia es muy utilizada por el valor de proteina,
carbohidratos y lipidos como omega 3 y 6. En el mercado se encuentra suplementos alimenticios
con Chlorella y Espirulina. Sin embargo, las microalgas tienen un papel mayor que solo un

suplemento. Ya que por su digestibilidad son usadas en productos como galletas, panes, ensaladas
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y otros productos alimenticios (Bianco et al., 2022).Ademas, son utilizadas para tratamientos

medicinales (Figura 20) (Acquah et al., 2020).

Las microalgas también son utilizadas como alimento animal. Muy utilizadas en la industria
acuicolay como alimento de animales de granja. Cerca del 30% del alimento de animales proviene
de microalgas. Ademads, posee mejores propiedades nutritivas (Tabla 6) que los vegetales y otros
alimentos animales. También su produccion tiene un menor costo ambiental, menor consumo de
agua vy suelo. Esto quiere decir, las microalgas contribuyen con el adecuado uso del suelo al no
depender de grandes extensiones para su produccion (Tabla 9) y contribuye con las politicas de
economia circular planteadas en las reuniones de COP (Alobwede et al., 2019a; Kumar et al.,,
2021).

Tabla 6 Contenidos de proteinas en alimentos de origen animal y vegetal (Zanin, 2022)

ANIMAL VEGETAL
Alimentos Zr:i::!;apf)gr) (caIIE:rzg)lapor Alimentos Zr:i::IaT:)E)gr) Energia (calorias)
100g 100 g 100 g por100g
Carne de pollo 32.8 148 Habas 26.1 341
Bacalao salado crudo 29.0 136 Cacahuate o mani 25.4 589
Carne de vaca 26.4 163 Almendras 21.6 643
Quesos en general 26.0 316 Pistachos 214 568
Atun fresco crudo 25.7 118 Semillas de ajonjoli 21.2 584
Jamoén 25.0 215 Garbanzo 21.2 355
Carne de puerco (lomo) 22.2 131 Nueces 16.7 699
Carne de codorniz 22.1 119 Nuez de Brasil 14.5 643
Carne de conejo 20.3 117 Semillas de linaza 14.1 495
Pescados en general 19.2 109 Soya 12.5 140
Camarones 17.6 77 Quinoa 12.0 335
Huevo 13.0 149 Trigo sarraceno 11.0 366
Yogur 4.1 54 Frijoles blancos 9.7 139
cocidos
Leche 33 47 Lentejas 9.1 108

Sin duda, las microalgas contienen mayor contenido de proteina que cualquier otra fuente. Sin
embargo, no escapa al problema alergénico causada por algunas de estas proteinas a los humanos.
En la Unién Europea se han listado 13 alimentos alergénicos de preocupacion. Entre estos se
incluyen huevos, pescado, leche, cacahuates, soja, trigo, nuez, mariscos, apio, mostaza, lupino y

crustdceos. Varios estudios se han centrado en estudiar las proteinas causales de alergenicidad
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(European Parliament, Council of the European Union, 2011; Monaci et al., 2018; Hoffmann et al.,

2017; Montowska & Fornal, 2018).

Las microalgas por hacer parte del primer eslabdn de la cadena alimenticia y alimento primario en
acuicultura comparten algunas de las proteinas alergénicas. Por ejemplo, la fructosa bifosfato
aldolasa en Chlorella, encontrada también en proteinas de pescados y crustaceos comestibles. Es
importante mencionar que son varias las proteinas marcadas como potenciales alergénicas y se
requieren estudios clinicos especificos para determinar la alergenicidad de las microalgas (Bianco

et al., 2022).
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Figura 20 Beneficios de las proteinas y péptidos de microalgas

Tomado de Acquah et al., 2020

La sensacion de utilizar microalgas provenientes de cultivos alimentados con emisiones de
chimeneas como incineradores, hornos y calderas, como alimento causa incertidumbre por los
contaminantes que pueden existir en el combustible. Dentro de estos contaminantes se puede

incluir metales pesados como el mercurio y plomo o elementos cancerigenos como el arsénico.

Tabla 7 Aplicacién industrial de las microalgas segtin biomoléculas que contienen (De Jesus Raposo

et al., 2013; Priyadarshani & Rath, 2012)

Grupo /

Aplicacion Biomoléculas Especie de microalga
Producto P P g
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Cosméticos, B-carotenos Dunaliella salina

Pigmentos y industria Nannochloropsis gaditana
carotendides  alimentariay Astaxantina, Luteina, Hahematococcus pluvialis
pinturas cantaxantina Chlorella vulgaris

Acido eicosapentandico,  Chlorella minutissima

Q0-3, acido Phaeodacrylum tricornutum
i docosahexaenoico Porphyridium cruentum
Acidos grasos  Aditivos . L

Parietochlorisincise

poliinsaturados alimenticios  Acido araquidénico .
Porphyridium cruentum

acido docosahexaenoico  Schizochytrium sp.

Acido linoleico Arthrospira, Porphyridium
Biotina Euglena gracilisa
Vitamina C Prototheca morlformls
Chlorella vulgaris
Vitaminas Nutricidn . . Cylmdrospermun.q 5P
Vitamina B12 Tolyphotrix tenuis
Spirulina platencis
. . Chlorella sp
Vitamina D . .
Arthrospira platensis
.. L Brassicasterol, I. Galbana, Chaetoceros,
Esterdides Nutricidn . .
Estigmasterol Skeletonema, P lutheri
Chlorella vulgaris,
B-glucanos, Arthrospira platensis,
Polisacaridos  Farmacéuticos homogalactano, Gyrodinium impudicum,
espirulina, (1,4) D-glucano Porphyridium cruentum,
Dunaliella tertiolecta
I. galbana, Amphidinium
o Anhidrasa carbodnica carterae
. Nutricion y ..
Enzimas o Prorocentrum minimum.
farmacéuticos ) o ) o
Enzima superéxido P. tricornutum, Porphyridium,
dismutasa Anabaena, Synechococcus.

En contraste, un estudio realizado en 2008 donde se utilizd gases de un incinerador de residuos
municipales como fuente inorganica de carbono para la produccion de Chlorella vulgaris observo
mayor crecimiento del cultivo con esta fuente de carbono que con una fuente control de CO; puro.
También encontré una leve concentracidon de mercurio en la biomasa final. Posteriormente con
un filtro de carbon activado, la biomasa cumplié con la legislaciéon alimentaria siendo apta para

consumo humano (Douskova et al., 2009).

Las microalgas tienen gran potencial como materia prima para otros bioproductos. Ruiz et al,,

(2016) realizaron un analisis técnico econdmico para la producciéon de microalgas (excluidos los
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productos de biorefinacidon) y estimaron el costo (3.4 €.Kg?') y una posible reduccién en los

proximos 10 afios (0.5 €.Kg?) para el mercado espafiol.

8.2. Microalgas como fertilizantes
En este trabajo se encontrd en la biomasa final una cantidad de nitrégeno total alrededor del 7%us
y carbono total cercano a 44%y. Estas cantidades de nitrégeno y carbono corresponde a carbono
y nitrégeno organico disponible para la recuperacion de los niveles adecuados de estos nutrientes

en el suelo, necesarios para el crecimiento de las plantas.

Las microalgas han sido estudiadas para ser utilizadas como fertilizantes en cultivos de alimentos
principalmente, pero también para recuperacién de suelos afectados por erosién y monocultivos,
los resultados en todos los casos son positivos. También, en conjunto con otros microorganismos
o0 con biopolimeros, como agentes retenedores de agua, para potencializar su propiedad de
reparacion de en los suelos (Plaza, 2020; Khodadadi Dehkordi y Shamsnia, 2020; Umamaheswari

y Shanthakumar, 2021; Kumar et al., 2021; Alobwede et al., 2019b).

En la actualidad los costos de los alimentos elevaron sus precios a nivel mundial debido al conflicto
en el este de Europa de donde provienen la mayor cantidad de fertilizantes utilizados en el mundo
(Bloomberg, 2022). Asi, Los pequefios agricultores estan contemplando los fertilizantes organicos
como la ayuda necesaria para sus cultivos (El Economista, 2022) donde los fertilizantes de

microalgas pueden jugar un papel importante.

su aplicacion para el tratamiento de suelos agotados por monocultivos o suelos erosionados

permite su recuperacién y uso agricola.

En muchos cuerpos de agua contaminados por la industria alimenticia, escorrentias de cultivos
fertilizados con agentes inorganicos, entre otros, se presenta eutrofizacion a causa de las elevadas
concentraciones de nitratos y fosfatos. Esto causa el crecimiento descontrolado de microalgas que
afectan el balance natural de estos ecosistemas. Alobwede et al., (2019a) utilizo estas algas para
devolver los nutrientes a los suelos en un modelo circular con el fin de aprovechar los nutrientes

de las microalgas nuevamente en los cultivos.

En este estudio se encontraron que luego de las aplicaciones (4 g.Kg') de microalgas, entre las

que estaban Chlorella y la cianobacteria Arthrospira platensis (Spirulina), se recuperaron los
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niveles de amonio, nitratos, fosfatos en el suelo. Lo que confirmd su potencial para reciclar

nitrogeno y otros minerales aumentando el rendimiento de los cultivos.

8.3. Biorrefinerias a partir de microalgas
A pesar de la volatilidad de los precios de los hidrocarburos y altos precios de produccién de
biodiesel de microalgas, se sigue estudiando en este campo pensando en el cambio de la industria
por los combustibles limpios. Las microalgas pueden llegar a contener dependiendo de la especie
hasta un 77% de lipidos. Donde los ésteres de acidos grasos son los mds importantes para la
produccion de biodiesel (Tabla 8). En este contexto y con el fin de reducir los costos por nutrientes
para los cultivos, los estudios se han enfocado en el tratamiento de aguas residuales donde los

niveles de nitratos y fosfatos favorezcan el crecimiento de las microalgas (Sydney et al.,, 2011).

Tabla 8 Contenido lipidico de microalgas (Ferreira Mota et al., 2022)

Contenido de Contenido de

E i i ry . . i ro
species de aceite por % Especies de microalgas aceite por %

microalgas de materia de materia
seca seca
Botyrococcus sp. 25-90 Monallanthus salina >20
Chlorell
orea : 23-55 Nanochloris sp. 20-35

protothecoides
Chlorella sp. 28-32 Nanocloropsis sp. 21-68
Chlor.el.la 19-22 Neochloris 35-54
sorokiriana oleoabundans
Chlorella vulgaris 5-58 Nitzschia sp. 16-47
Cylmfj'rotheca 0 Phaeodactylum 18-57
cohnii tricornutum
Cylindrotheca sp. 16-37 Porphyridium cruentum 9-18.8
Dunaliell

gna ee 23 Scenedesmus oblicuo 11-55
primolecta
Dunaliella salina 14-20 Scenedesmus sp. 19-22
Dunaliell

un.a eha 16.-71 Schizochytrium sp. 50-77
tertiolecta
Euglena gracilis 14-20 Espirulina maxima 4-9
Isochrysis sp. 25-33 Spirulina platensis 4-16,6

El agua de mar también se ha contemplado para usarse como medio de cultivo de microalgas con
fines energéticos. Se encontro la viabilidad de usar esta fuente sin necesidad de utilizar nutrientes.

El ahorro en nutrientes es de 90% excepto el fosfato y entre un 55 a 84% si es reciclada el agua
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después de la cosecha. Para la produccion de un Kg de biodiesel se consume agua (3726 Kg) sin

reciclaje, nitrégeno (0.33 Kg) y fosfato (0.71 Kg)(Yang et al., 2011).

El uso del suelo para el cultivo de plantas oleosas para la produccién de biodiesel es alto en
comparacion con las microalgas. El maiz requiere (66 m?drea.kg biodiesel™.afio™) y solo tiene (44
%bs.) de aceite. Mientras que las microalgas de alto contenido de aceite (hasta 70% w.w) solo
requieren (0.1 m?.kg biodiesel™*.afio?). Otras plantas son mejores productoras que el maiz como
la palma de aceite. Sin embrago, no es comparable con la eficiencia en el bajo uso del suelo de las

microalgas.

Tabla 9 Comparacion entre microalgas y otras fuentes de aceite para la produccién de biodiesel
(Ferreira et al, 2022).

Fuente de Aceite % del contenido de Produccién de aceite Uso de suelo {m” kg Productividad de Biodiesel

aceite en materia seca (L aceite Ha-1 afio -1) biodiesel™ aﬁo'l) (kg biodiesel™ aﬁo‘l)
Maiz 44 172 66 152
Céfamo 33 363 31 321
Maiz 18 636 18 562
Jatrofa 28 741 15 656
Camelina 42 915 12 809
Canola 41 974 12 862
Girasol 40 1070 11 946
Ricino 48 1307 9 1156
Aceite de palma 36 5366 2 4747
Microalga (low oil content) 30 58.7 0.2 51.927
Microalga (medium oil content 50 97.8 0.1 86.515
Microalga (high oil content) 70 136.9 0.1 12.11

La eficiencia fotosintética de las microalgas es la mejor opcién para la produccion de
biocombustibles en comparacion con plantas como canola, soja o girasol. Ademas, la facilidad de
crecer en multiples condiciones y tipos de agua la convierten en una excelente opcién para reducir
costos ambientales. También, se estudid el comportamiento de los motores con este tipo de
combustibles y a pesar de los inconvenientes mecanicos que se presentan los ingenieros tuvieron

buenos resultados (Ferreira et al., 2022).

9. CONCLUSIONES
e Se identificaron y seleccionaron las condiciones de cultivo con base en la literatura
cientifica. Las condiciones seleccionadas fueron: medio de cultivo MMB modificado,

concentracion inicial de biomasa de 0.2 g.L'%, pH entre 5.0 y 7.0, temperatura entre 25-
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30°C, 30 rpm de agitacién y 1,000 Lm por cada unidad experimental. Se observé
crecimiento fotoautotrdéfico de las microalgas con la captura del CO; alimentado al cultivo.
Se logro cultivar las algas con suministro continto de luz buscando su utilizacion en fuentes
emisoras continuas (24 h x 7 d) de CO..

La mayor eficiencia (27%) en la remocion de CO2 se observé a la menor concentracion (5%)
de CO; suministrada. Esto indicaria que se requieren cultivos de mayor volumen para
lograr capturas similares a las reportadas en la literatura (60%) bajo las condiciones
evaluadas en este estudio.

Se encontré que la cantidad de proteina (~*50% w.w™) en la biomasa del cultivo es similar
a la reportada en la literatura. Esto permitiria utilizarla como alimento, complemento
suplemento dietario o fertilizante para suelos agricolas.

Las microalgas pueden capturar el CO,, generado en la industria, con una buena eficiencia
en la remocion (27%) y una buena produccion de biomasa (1.6 g.L ). De igual forma la
biomasa puede ser utilizada para multiples usos como: alimentos, fertilizantes,
fitofarmacos, biocombustibles, y mitigando el efecto de los GEl, de las industrias donde se
implemente.

Desde el punto de vista de la economia circular la implementaciéon de tecnologias con
microalgas es una muy buena opcion por la variedad de usos que pueden tener para
remediar problemas de contaminacién de aire, agua y suelo; sumado a los beneficios
finales de los subproductos. También es posible incluir en la ecuacién econdmica la

generacion de bonos de carbono, que dependen del uso final de las microalgas.

10. RECOMENDACIONES

Es muy importante el control de los flujos de gas hacia los biorreactores, esto permite tener
resultados comparables con otros estudios y dentro de las mismas unidades
experimentales (duplicados de cultivo).

La medicidn de otras variables como el oxigeno disuelto en el cultivo es importante para

hacer seguimiento al metabolismo de los cultivos.
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A pesar de encontrar en otros estudios volumenes de las unidades experimentales
menoresa 1L, es preferible siempre utilizar grandes volumenes con el fin de poder obtener
muestreos seguidos sin necesidad de alterar el cultivo por la pérdida de volumen.

e Cuantificar los lipidos y carbohidratos permite tener mas informacidn sobre el crecimiento
del cultivo y permite ampliar el campo de uso de las microalgas en la industria, por falta de
recursos estas actividades no fue posible desarrollarlas.

e Conelfindeimplementar en procesos con emisiones de gases GEl es importante adicionar
junto con el CO; los demds contaminantes SOy, NOy y cenizas volantes que estan presentes
en estos flujos de gases para tener un mejor conocimiento del comportamiento de estos.

e Sjlas microalgas se pretenden utilizar para la industria alimenticia, es importante realizar

ensayos mas especificos, dependiendo de los gases que se usen, incluyendo metales

pesados y moléculas orgdnicas perjudiciales con el fin de conocer los riesgos en la ingesta

de estas sustancias.
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