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RESUMEN

TITULO:

DESARROLLO E IMPLEMENTACION DE UNA METODOLOGIA DE SUMINISTRO DE CO, A
CULTIVOS DE BOTRYOCOCCUS BRAUNII EVALUANDO SUS VARIABLES Y LA OBTENCION
DE MATERIA PRIMA PARA LA PRODUCCION DE BIOCOMBUSTIBLES DE TERCERA
GENERACION?

AUTOR:

NESTOR ANDRES JAIMES VILLARREAL?

PALABRAS CLAVE:

Botryococcus braunii, Fotobiorreactor, CO,, Biomasa, Lipidos, Hidrocarburos.

CONTENIDO:

En el presente trabajo se analiz6 la influencia de diferentes parametros referentes al suministro de
dioxido de carbono (CO,) en cultivos de una cepa colombiana de la especie de microalga
Botryococcus braunii. Para ello se plantearon disefios experimentales factoriales (Central
Compuesto 2°), con el fin de analizar la influencia estadistica de parametros técnicos (geometria
del reactor y tipo de difusor), parametros de proceso (concentracion de CO,) y parametros de
suministro (continuo o por pulsos) sobre la diluciébn de CO, en el cultivo y la produccion de
Biomasa, Lipidos e Hidrocarburos para esta especie de microalga. Se encontré que la altura del
fotobiorreactor y el tipo de difusor tuvieron una influencia significativa sobre la diluciéon de CO, en el
medio de cultivo; a mayores alturas (>35 cm) y pequefios tamafios de burbuja se obtuvieron
diluciones mas altas. También se encontré que el cambio en los niveles de concentracion de CO,
tuvo una influencia significativa sobre la produccion de biomasa, lipidos e hidrocarburos. Altas
concentraciones (>0,06 v/vm) favorecieron la produccién de biomasa; medias concentraciones
(0,02- 0,04 v/ivm) favorecieron la produccion de lipidos; y bajas concentraciones de CO, (<0,02
v/ivm) favorecieron la produccion de hidrocarburos. Se observdé ademas que la variacion en el
método de suministro (Pulsos y Continuo) afectd directamente la magnitud y el efecto que tuvo el
CO, sobre la produccion de metabolitos. Se validé el potencial de la cepa de B. braunii colombiana
para la produccién de biodiesel gracias a sus altas tasas de sintesis de lipidos.

! Trabajo de posgrado.
% Facultad de Ingenierfas Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Grupo de Investigacion
para el Desarrollo Sostenible de Industria y Energia - CIDES. Director: Viatcheslav Kafarov, PhD.
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ABSTRACT
TITLE:

DEVELOPMENT AND IMPLEMENTATION OF A METHODOLOGY FOR THE SUPPLY OF CO,
TO A CROP OF BOTRYOCOCCUS BRAUNII EVALUATING ITS VARIABLES AND THE
OBTAININ(E OF RAW MATERIAL FOR THE PRODUCTION OF THIRD GENERATION
BIOFUELS

AUTHOR:

NESTOR ANDRES JAIMES VILLARREAL?

KEYWORDS:

Botryococcus braunii, Photobioreactor, CO,, Biomass, Lipids, Hydrocarbons.

CONTENT:

In this work was studied the influence of different parameters for the supply of carbon dioxide (CO5,)
in cultures of a Colombian crop of the species of microalgae Botryococcus braunii. For this, factorial
experimental designs were proposed (Central Compound 22) to analyze the statistical influence of
technical parameters (geometry of the reactor and type of diffuser), process parameters
(concentration of CO,) and supply parameters (continuous or pulses) over the dilution of CO, in the
culture media and the production of biomass, lipids and hydrocarbons for this species of
microalgae. It was found that the height of the photobioreactor and type of diffuser had a significant
influence on the dilution of CO, in the culture medium; at higher altitudes (> 35 cm) and small
bubble sizes were obtained higher dilutions. It was also found that the change in the CO,
concentration levels had a significant influence on the production of biomass, lipids and
hydrocarbons. High concentrations (> 0,06 v/ivm) favored the production of biomass; medium
concentrations (0,02-0,06 v/ivm) favored the production of lipids; and low concentrations of CO,
(<0,02 vivm) favored the production of hydrocarbons. It was also observed that the variation in the
supply method (Pulse and Continuous) directly affected the magnitude and effect of CO, over the
production of metabolites. The potential of the Colombian B. braunii strain for biodiesel production
was validated thanks to its high lipid synthesis.

! Graduate Work
2 Faculty of Physicochemical Engineering. School of Chemical Engineering. Research Group for
Sustainable Development of Industry and Energy - CIDES. Directed by Viatcheslav Kafarov, PhD.
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INTRODUCCION

El mundo ha cambiado significativamente durante los ultimos 20 afios, en los
cuales la tecnologia y sus avances se han convertido en el principal motor del
desarrollo econémico y social [1017. Teniendo en cuenta que practicamente la
totalidad de las tecnologias funcionan con energia, esta dependencia tecnoldgica
ha originado una demanda considerable en el consumo energético a nivel global,
con aumentos en la produccion de hasta 550 Twh por afo (tabla 1.), mientras la
explotacion de fuentes primarias de energia (STEP) crece porcentualmente menos
gue la demanda. Y se espera ademas, que este consumo aumente hasta niveles
significativamente mayores a causa de un creciente desarrollo econdomico de los

paises actualmente subdesarrollados s;.

Tabla 1. Indicadores energéticos clave.

1993 2011 2020 % Crecimiento 1993 - 2011

Poblacién, billones 5.5 7 8.1 27%
PIB, Trillones USD 25 70 65 180%
STEP, Mtep 9532 14092 | 17208 48%
Carbén, Mt 4474 7520 10108 68%
Petréleo, Mt 3179 3973 4594 25%
Gas Natural, bmc 2176 3518 4049 62%
Nuclear, TWh 2106 2386 3761 13%
Hidraulica, TWh 2286 2767 3826 21%
Biomasa, Mtep 1036 1277 1323 23%
Otras Renovables, TWh 44 515 1999 n/a

Produccion Electricidad/Afio

Total TWh 12607 | 22202 | 23000 76%

Per capita MWh 2 3 3 52%
Emisiones CO, / Afio

Total de CO, Gt 21 30 42 44%

Tonelada CO, Per capita 4 4 n/a 11%

Fuente:  World Energy Resource Survey 2013
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El consumo de energia y el desarrollo de nuevas economias estéd sustentado por
los combustibles fésiles, principales materias primas energéticas, los cuales no
son renovables y liberan dioxido de carbono (CO,) a la atmosfera durante su
quema, contribuyendo asi al calentamiento global [35. Debido a este escenario
aparecen alternativas nuevas y sostenibles como las energias renovables;
fotovoltaica, edlica, geotérmica, mareomotriz, y la energia de los océanos, que
pueden generar electricidad y calor, pero no pueden producir directamente
productos quimicos o combustibles liquidos. Entre 1990 y 2010 la oferta de estas
fuentes de bioenergia aumenté de 38 a 52 EJ como resultado de la creciente
demanda energética. Ademas la aparicion de nuevas politicas para aumentar la
cuota de energias renovables y los recursos energéticos autdctonos también esta

impulsando la demanda p101;.

Dentro de los recursos energéticos renovables, la biomasa es la Unica fuente de
carbono que se puede convertir en biocombustibles y productos bioquimicos utiles
a través de tecnologias de valorizacion y bio-refineria 3o}, j43. Las condiciones para
considerar la biomasa, como la derivada de microalgas, como un recurso técnica y
econdémicamente viable para producir biocombustibles son: debe ser competitivo o
costar menos que los combustibles derivados del petrdleo; debe requerir bajo a
ningun uso adicional de la tierra; debe no contaminar y/o permitir la mejora de la

calidad del aire (por ejemplo captura de CO,), y debe exigir el uso minimo de agua

[95]-

Como todas las fuentes de energia, la biomasa tiene sus beneficios e
inconvenientes (tabla 2.). Sin embargo, y teniendo en cuenta los incrementos en
las emisiones de CO; a la atmosfera en los Ultimos afios (tabla 1.), la biomasa se
considera como una fuente de energia sostenible opcional y sin emisiones de CO,

a largo plazo [z
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Tabla 2. Pros y contras del uso de la biomasa como fuente de energia.

BENEFICIOS INCONVENIENTES

Implicaciones de Transporte y

Recursos naturales domésticos .
Procesamiento

Tecnologias de combustién simples probadas Las emisiones de NOx y SOx

Los biocombustibles como alternativa para el

Aspectos de Agua/Alimento versus Energia
transporte

Fuente:  World Energy Resource Survey 2013
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Desde principios del siglo 20, la humanidad ha consumido grandes cantidades de
petréleo, no sb6lo como fuente de energia, sino también como materia prima
utilizada por la industria quimica para enriquecer la vida. Aunque el consumo de
estos recursos ha impulsado el crecimiento econdmico del mundo, hay
preocupacion por el agotamiento de los combustibles fosiles, siendo crucial que

reduzcamos nuestra dependencia de estos jag;.

Los combustibles de hidrocarburos son actualmente la fuente mas importante de
energia debido a su facil disponibilidad, estabilidad y alta densidad energética 2.
Ventajas como ser proporcionados liboremente por la naturaleza, su alto contenido
energeético, y facilidad de transporte y almacenamiento siguen impulsando nuestra
dependencia. Por desgracia, la quema de estos combustibles conlleva la
desventaja significativa de la contaminacion ambiental [s;. Dentro de estos
impactos, el calentamiento global asociado al aumento del efecto invernadero
representa un problema importante en todo el mundo y se debe en gran parte al
extenso consumo de estos combustibles [44. El calentamiento global (GLW) se da
como consecuencia del aumento de las concentraciones atmosféricas de didxido
de carbono (CO,), 6xidos de nitrogeno y azufre, metano y otros gases de efecto
invernadero 13, que de continuar aumentando, se prevé incrementaran la

temperatura media de la superficie del planeta hasta 6 °C durante el siglo 21s).

El CO, emitido a la atmésfera es considerado el principal Gas de Efecto
Invernadero y el principal subproducto de la combustion de combustibles fosiles
13- Por ejemplo, un vehiculo que usa 8 litros de gasolina cada 100 km dispersa
344 kg de CO; a lo largo de 1800 km de viaje; las centrales eléctricas que queman
combustibles fésiles emiten entre 344-941 kg de CO, por cada MW/h de

capacidad y se encuentran entre los mayores fuentes estacionarias de CO3 [ggj;

17



una pequefia planta de energia de carbén de 50 MW produce aproximadamente
1.140 toneladas meétricas (TM) CO./dia (3.

Esta excedida produccion de CO; refleja que entre 2000 y 2007 la concentracién
atmosférica de CO, crecio a una tasa promedio de 1,8 ppm por afio. Solo para el
2006 varié entre 360 y 390 ppm por volumen (ppmv) durante el afo, y viene
presentando un incremento constante afio tras afio [74. Incluso si las emisiones de
CO; son instantaneamente detenidas, la concentracién de CO, seguiria subiendo,

al doble de los niveles preindustriales, dentro de los proximos 30-40 afios [13).

Teniendo en cuenta las politicas y regulaciones actuales, se prevé que las
emisiones mundiales de diéxido de carbono (CO,) relacionadas con la energia
aumentaran un 46% en 2040, alcanzando las 45 mil millones de toneladas
métricas para ese afo. El rapido crecimiento del consumo de carbén en China y el
aporte de este combustible a las emisiones de CO, (grafica 1.) es la principal

causa de este escenario (.

Gréfica 1. Emisiones globales de CO, por combustible.

billion metric tons

50.0 History 2010 Projections

40.0

30.0

20.0
MNatural gas

10.0
Liguid fuels

0.0
1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020 2025 2030 2035 2040

Fuente:  International Energy Outlook 2013
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Considerando que concentraciones de CO; en la atmdsfera superiores a 450 ppm
tendran impactos severos en el nivel de los océanos, patrones climaticos globales
y supervivencia de diversas especies y organismos ps), €s valido pensar que el

uso de combustibles fésiles como fuente de energia es insostenible ).

11 JUSTIFICACION

Tal vez, la Unica forma realista para afrontar este problema es encontrar fuentes
de energia renovables que cubran la demanda mundial mientras limitan la emision
de CO.,. Existen diferentes candidatos que pueden desplazar a los combustibles
fésiles con la intencion de eliminar la actual vulnerabilidad del sector energético
8s]- En los Ultimos afios se han hecho muchos intentos respecto a la mitigacion
biolégica de CO,, un proceso que puede ser llevado a cabo por plantas y
microorganismos fotosintéticos o5 Esta fijacion biologica ha recibido considerable
atenciéon ya que permite la produccion de energia de biomasa a través del

proceso de fijacion de CO, mediante la fotosintesis [s1, 29

Se ha estimado que el potencial de captura de CO, en plantas mayores
Gnicamente contribuye con soélo un 3-6% de las emisiones de combustibles fosiles
87- Por otro lado, las microalgas, un grupo de microorganismos unicelulares o
multicelulares simples de crecimiento rapido, tienen la capacidad de fijar el CO;
mientras capturan energia solar con una eficacia 10 a 50 veces mayor que la de
las plantas terrestres [¢5;. EStos microorganismos utilizan carbono inorganico (COy)
para su crecimiento. Ademas, la biomasa de microalgas cultivadas ha sido
utilizada para diversas aplicaciones tales como biofertilizante, acondicionador de

suelos, como alimento para animales y produccion de biocombustibles g

Las microalgas por ser fuente de alto valor de diversos metabolitos, son de gran
interés en diferentes areas de la biotecnologia como: nutricion, acuacultura,

farmacéuticos y biocombustibles. Enlazar este tipo de cultivos con la bio-fijacion

19



de di6éxido de carbono, tiene el potencial no sélo para reducir los costos en la
obtencion de productos de valor agregado (Biocombustibles y otros),
sino también para compensar las emisiones de carbono y lograr un proceso

ambientalmente sostenible 11, 29].

Los combustibles liquidos, incluyendo los biocombustibles derivados de Biomasas
naturales, dominan actualmente y se proyecta que a futuro, el consumo mundial
de energia (grafica 2). Su gran demanda es apenas comparable con el creciente

consumo de carbon jalonado por China.

Grafica 2. Consumo mundial de energia por tipo de combustible.

quadrillion Btu
History 2010 Projections
250
28%
500 27%
Liquids 23%
(including biofuels)
150
Matural gas
15%
100
Renewables
(excluding biofuels)
T%
50 °
MNuclear
5%
UI T T T T T T T T T 1
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Fuente: International Energy Outlook 2013

Esta demanda de combustibles liquidos y la necesidad de disminuir los impactos
ambientales generados por las fuentes tradicionales, resaltan la importancia del
alga verde Botryococcus braunii, especie utilizada en el presente estudio, como
una prometedora fuente renovable substituto del petrdleo, ya que esta produce
hidrocarburos fijando CO, fotosintéticamente g;. Esta microalga se caracteriza por
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una capacidad notable para sintetizar y acumular una variedad de lipidos. Estas
sustancias lipidicas incluyen numerosos hidrocarburos y éteres lipidicos
especificos gg. Ademas esta especie es conocida por su inusual contenido
elevado de hidrocarburos (20-40% de biomasa seca), los cuales al ser extraidos
de las células de B. braunii pueden ser convertidos a combustibles liquidos como

gasolina y jet fuel después de un crackeo catalitico [102.

Las cepas de B. braunii cultivadas en laboratorios y en poblaciones silvestres
difieren en el tipo de hidrocarburos que sintetizan, y en consecuencia, se
subclasifican en tres familias quimicas; A, By L [¢g. La familia B de la especie B.
braunii ha recibido significativa atencién puesto que posee un contenido
inusualmente alto de hidrocarburos del tipo botriococenos, el cual varia entre el 15
y 75 % de su peso seco; gracias a esto, esta alga se perfila como una fuente

renovable de biocombustibles (54, [19], [100]-

Un estudio de las interacciones entre las variables de suministro y captura de CO,,
determinantes en el crecimiento y produccion de botriococenos en el alga B.
braunni, puede ser de gran valor para el desarrollo de un sistema viable de
produccion de biocombustibles a partir de esta especie. Mas aun, para hacer
sostenible técnica y economicamente el proceso de produccion de hidrocarburos,
es necesario realizar diferentes estudios enfocados en la optimizacion de las
variables de cultivo y de la productividad de los mismos mediante el uso de CO,,
ya que estimados indican que el costo de la produccién de biocombustibles es en

general 2,3 veces mas alto que aquellos derivados de combustibles fosiles 5.

Trabajos recientes desarrollados en el Instituto Colombiano del Petroleo (ICP-
ECOPETROL) han demostrado que gracias a su composicion, B. braunii produce
altos rendimientos de bio-oil; ademas, las propiedades caléricas también son
mejores que muchos otros materiales biolégicos como los lignoceluldsicos. Por su

parte, el Departamento Administrativo de Ciencia, Tecnhologia e Innovacion,
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Colciencias, también ha apoyado la tematica con recursos para proyectos de
Bioprospeccion nacional de especies de microalgas con potenciales para la
produccion de biocombustibles. Con este panorama, y aunque el desarrollo
comercial de las microalgas como fuente de biomasa para biocombustibles se
encuentra lejos aun, la investigacion en este campo, apoyada por instituciones
publico/privadas como Colciencias y el ICP, es prometedora y esta bien

sustentada.

Mediante el presente estudio se pretende evaluar el suministro y la fijacion de CO,
como fuente de carbono en cultivos de una cepa de Botryococcus braunii
Colombiana, con el fin de obtener las mejores condiciones del cultivo y asi validar
esta especie como una potencial fuente de materia prima para producir biodiesel y
biocombustibles. Se seleccionan como variables de respuesta la produccion de
biomasa, lipidos e hidrocarburos sintetizados como botriococenos. La novedad
respecto a estudios realizados previamente, consiste en evaluar para cultivos de
B. braunii parametros tecnolégicos (difusores, dimensiones de fotobiorreactor) y
de proceso (concentracion de CO, y fuente de nitrdgeno) que influyen en la
fijacion del CO,, ademas de elaborar ensayos variando los métodos de suministro
(inyeccion por pulsos y continua) para determinar una metodologia global de
suministro que ademas de maximizar la produccidbn de biomasa, lipidos y

botriococenos, minimice las pérdidas de CO; no fijado en el cultivo.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Hipétesis. A partir del estudio y evaluacién de variables claves en la
transferencia y fijacion de CO,, puntualmente parametros de disefio, de proceso y
de suministro, en el cultivo a escala de laboratorio de una cepa de alga nativa
colombiana de la especie Botryococus braunii, es posible desarrollar e

implementar una metodologia de suministro de CO, a cultivos de esta especie que
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minimice perdidas en su captura y maximice la produccién de biomasa, lipidos y

botriococenos (hidrocarburos).

1.2.2 Objetivo General. Desarrollar e implementar una metodologia de
suministro de CO, a cultivos de Botryococcus braunii evaluando su fijacion y la

produccion de biomasa y botriococenos.

1.2.3 Objetivos Especificos. Determinar la influencia de parametros de disefio
(Tipo de difusor, Altura de columna, Diametro de columna) respecto a la dilucién

de CO; en un medio de cultivo especifico para B. braunii.

Establecer el efecto de parametros de proceso (concentracion de COy,
concentracion de Nitrégeno) respecto a la produccion de biomasa, lipidos y
sintesis de hidrocarburos.

Evaluar la influencia de parametros de suministro de CO, (inyeccién en pulsos y
continua) respecto a la velocidad de crecimiento celular y deposicion de lipidos e
hidrocarburos (botriococenos).

Plantear un una metodologia de suministro de CO, a cultivos de la especie de

microalga Botryococcus braunii que minimice perdidas en su captura y maximice

la produccién de biomasa, lipidos e hidrocarburos.
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2. MARCO TEORICO

21 MICROALGAS

Reconocidas como una de las formas de vida mas antigua, son un grupo de
microorganismos fotosintéticos unicelulares o multicelulares simples, que pueden
crecer rapidamente y viven en condiciones muy duras debido a su estructura
celular (34, 58], [59)- Son plantas primitivas que carecen de raices, tallos y hojas,
tienen clorofila a como su pigmento fotosintético primario y sus estructuras
bioldgicas son principalmente para la conversion de energia, esta configuracion
sencilla les permite adaptarse para prevalecer a las condiciones ambientales y

prosperar en el largo plazo 34, 57)-

Las microalgas estan presentes en todos los ecosistemas existentes de la tierra,
no solo acuatico sino también terrestre, o que representa una gran variedad de
especies que viven en una amplia gama de condiciones ambientales. Se estima
gue existen mas de 50.000 especies, pero sélo un nimero limitado, de alrededor
de 30.000, se han estudiado y analizado gg;. Estos microorganismos representan
alrededor del 0,5% de la biomasa global, sin embargo producen alrededor del 70%

del oxigeno neto en la tierra pzs).

Para su crecimiento las microalgas necesitan dos cosas fundamentales, una es la
fuente de carbono (normalmente en forma de CO,), y la otra es una fuente de
energia, en este caso la luz pg, [s5. EStos microorganismos se reproducen
mediante la fotosintesis para convertir esta energia solar (luz) en energia quimica,
completando un ciclo entero de crecimiento en unos pocos dias [g4. Poseen una
alta tasa de crecimiento, siendo entre 10 a 50 veces mas eficientes en fijacion de
CO; que las plantas terrestres o5, ademas de requerir menor energia para la
elaboracion de biomasa (73, 130 Bajo condiciones climaticas adecuadas vy

suficientes nutrientes, las microalgas pueden crecer profusamente. Comunmente
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duplican su biomasa dentro de 24 horas o hasta 3,5 horas durante la fase de

crecimiento exponencial 2.

Entre la variedad de especies de microalgas, existen microorganismos autétrofos,
heterétrofos y mixotroficos; los primeros requieren sélo compuestos inorganicos
tales como CO,, sales y una fuente de energia (luz) para el crecimiento; los
segundos son no-fotosintéticos y por lo tanto requieren una fuente externa de
compuestos organicos, asi como nutrientes y una fuente de energia; por su parte
los ultimos tienen la capacidad de realizar la fotosintesis como también de adquirir

nutrientes organicos exogenos [s).

2.1.1 Usos. Algunas especies de microalgas han sido explotadas desde hace
milenios. Existen diversas especies que a nivel industrial y comercial tienen varias
aplicaciones, desde la nutricibn humana y animal a los cosméticos y la produccion
de moléculas de alto valor, como por ejemplo; acidos grasos, pigmentos,

productos bioquimicos de is6topos estables, entre otros (tabla 3.) (gg.

Tabla 3. Usos comerciales de las microalgas.

Aloa Produccién Pais Aplicacién y
9 Anual Productor Productos
. China, India, USA, NL.'mC'O” hum,a.na y
Arthrospira 3000 ton peso seco X animal, cosméticos,
Myanmar, Japon I .
ficobiliproteinas.
Taiwan. Alemania Nutricion humana,
Chlorella 2000 ton peso seco " ' acuicultura,
Japon ”
cosmeéticos.
: . Australia, Israel Nutricion humana,
Dunaliella salina 1200 ton peso seco USA. China. cosmeéticos, B-
carotenos.
Aphanizomenon flos- 500 ton peso seco USA Nutricion humana.
aguae
Hae_m:?\tococcus 300 ton peso seco USA, India, Israel Acuacultgra,
pluvialis astaxantina.
Crypthecodiniu cohnii 240 ton de aceite DHA USA Aceite DHA
Shizochytrium 10 ton de aceite DHA USA Aceite DHA

Fuente:  Spolaore y colaboradores, 2006 [gg)
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Los cultivos en masa de microalgas tienen potencial de utilizacion en la produccién
de biocombustibles y productos quimicos, alimentos, fertilizantes, y para la fijacién
de CO, y la purificacion del agua [12), (47, o5]. EStas mdltiples aplicaciones admiten
la sostenibilidad (principio clave en la gestion de los recursos naturales) y la

economia del proceso.

Muchos informes y articulos de investigacion describen muchas ventajas de usar
las microalgas para la produccion de biocombustibles en comparacién con otras
materias primas disponibles. Desde un punto de vista practico, son faciles de
cultivar, pueden crecer con poca 0 ninguna atencion, utilizando agua no apta para
el consumo humano y nutrientes faciles de obtener ;). Las microalgas pueden
proporcionar materia prima para diversos tipos de combustibles renovables como
el biodiesel, metano, hidrogeno, etanol, entre otros. Ellas tienen tasas mas altas
de crecimiento y productividad cuando se compara con la silvicultura
convencional, los cultivos agricolas, y otras plantas acuaticas, requiriendo asi
mucha menos superficie de tierra en comparacion con otras materias primas de

origen agricola para biocombustibles 2.

2.1.2 Botryococcus braunii. (Chlorophyta, Botryococcaceae) es una microalga
verde formadora de colonias que produce grandes cantidades de hidrocarburos
liquidos, que se pueden transformar en combustibles para el transporte [g7).
Pertenece al género Botryococcus, miembro colonial de la familia
Trebouxiophyceae la cual compila una gran variedad de microalgas verdes
acumuladoras de hidrocarburos que pueden ser encontradas en lagos, reservorios
y pozos pig. El contenido de hidrocarburos en B. braunii varia entre 15-80% del
peso celular seco, lo que es mucho mayor que en otros microorganismos g.
Debido a su riqueza de aceite y a su capacidad para formar floraciones, a veces
perdurables durante muchos afios jg4;, €sta microalga se propone como una fuente

de combustibles liquidos renovables [1q;.
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La sintesis de hidrocarburos de alta energia es un proceso que consume gran
cantidad de energia en las células, lo que se evidencia en tasas de crecimiento
bajas para B. braunii. El tempo de duplicacion de B. braunii es normalmente de 6-
7 dias en condiciones naturales y alrededor de 3-5 dias en condiciones de

agitacion controlada, lo que es mas largo que en otras especies [10g}-
Esta alga crece como una colonia de células individuales adheridas por una matriz
compuesta por hidrocarburos vy lipidos inusuales (figura 1). Estas colonias poseen

estructuras amorfas, asemejando un ramillete de uvas [s4.

Figura 1. Botryococcus braunii

Fuente:  Algalbase.com

Dentro de esta misma especie se pueden reconocer 3 diferentes tipos o "familias”
(figura 2), cada una de estas se diferencia por el tipo de hidrocarburos que
produce gg). El tipo A produce n-alcadienos (C»3-Css, principalmente hidrocarburos

dienos y trienos), el tipo B produce hidrocarburos triterpenos Cs3p-C37 mejor
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conocidos como botriococenos, y escualenos metilados Cj3;-Cs4, €n cambio, las

tipo L produce lycopadienos, los cuales son tetraterpenoides simples [gg;.

Figura 2. Tipos de hidrocarburos producidos por B. braunii.
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| /WWY\/\[/ L race

trs,trs-lycopadiene

Fuente:  Metzger y Largeau, 2005g;

2.1.2.1 Crecimiento (Biomasa). A pesar de la investigacion sobre los
requisitos quimicos y ecoldgicos para el cultivo de B. braunii, el cultivo a gran
escala para producir hidrocarburos renovables aun no ha demostrado ser
financieramente viable (7¢. La tasa de crecimiento lento de esta alga no es
consecuencia de una oferta limitada de nutrientes; al parecer el alto contenido de
hidrocarburos y una tasa rapida de crecimiento se excluyen mutuamente. La
acumulacion de hidrocarburos puede retardar la tasa de crecimiento en B. braunii
76)- Sin embargo, Tanoi et al., informd que el lento crecimiento de Botryococcus se
ha mejorado dramaticamente por la adicion de bajas concentraciones de glucosa

al medio de cultivo ).
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Las distintas especies y cepas de microalgas tienen condiciones 6ptimas de
crecimiento y diferente tolerancia a factores ambientales. Los factores que tienen
que ser dilucidados deben incluir la temperatura, irradiacion, CO, y salinidad del
medio entre otros. Un sistema de cultivo de biomasa para B. braunii debe ser
establecido y controlado basado en las respuestas del crecimiento a las
variaciones ambientales [105). En este contexto, diversos estudios realizados han
reportado cambios en el crecimiento de distintas cepas de B. braunii debido a
rangos de temperatura (g, diferentes intensidades de irradiacion (g,
concentraciones de CO; 37] 7g, ¥ salinidad [79.. Por ende, los datos detallados
sobre la respuesta del crecimiento de B. braunii a los medios de cultivo y las
condiciones ambientales basicas son necesarios antes de la construccion de una

cultivo para la produccion de biomasa [10s).

2.1.2.2 Botriococenos e Hidrocarburos. Los hidrocarburos denominados
botriococenos son triterpenos modificados con la formula quimica CnHz2n10 g), €Stos
pueden llegar a ser entre el 30 y 40% de la biomasa seca gg). Los altos niveles de
botriococenos y la habilidad de estas microalgas coloniales de formar blooms
naturales han elevado la posibilidad de explotar comercialmente este organismo,
con la intencion de producir biocombustibles y otros productos (19 En primera
instancia, los botriococenos son secuestrados en vesiculas entre las células,
donde tanto la biosintesis como la segregacion de estas moléculas toman lugar.
Los hidrocarburos intracelulares son solo una pequefia fraccién del contenido total

de hidrocarburos de la micro-colonia (s4;, [100;-

Trabajos previos 54 demuestran que en la especie B. braunii los hidrocarburos se
acumulan en dos sitios distintos: inclusiones citoplasmaticas y paredes celulares
exteriores. Ademas de una pared de polisacéarido, las células de B. braunii estan
rodeadas por varias paredes exteriores en las que la acumulacion de la mayoria
de los hidrocarburos (95%), resulta en la formacién de glébulos a veces mas

grandes que las propias células. Por otra parte, al parecer no se lleva a cabo
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ninguna transferencia de hidrocarburos desde la piscina interna a la externa; en
consecuencia, la mayor parte de hidrocarburos en B. braunii no sélo es
almacenada sino que también es producida dentro de las paredes celulares

exteriores [s3).

B. braunii es un recurso renovable prometedor para la produccion de
hidrocarburos, y se ha informado de que del hidrocraqueo de la biomasa en el
destilado se obtiene 67% de gasolina, 15% de combustible para turbinas de
aviacion, 15% combustible diesel y 3% de aceite residual 4. La recuperacion de
estos hidrocarburos puede ser llevada a cabo mediante la extraccion de la
biomasa seca utilizando solventes [ g; Sin embargo, el desaguar y secar la
biomasa no se perfila actualmente un método para su aplicacion a escala
industrial. Otro acercamiento es la pirolisis de la biomasa producida; sin embargo,
no existe mucha informacién sobre pirolisis rapida de microalgas a escala de

laboratorio.

2.1.2.3 Lipidos. La produccion de lipidos por organismos fotoautotroficos es
un proceso importante en el ecosistema acuatico. Los lipidos son productos de
almacenamiento con un alto valor nutricional, y su sintesis y acumulacion por parte
de las algas es una fuente principal de energia para los invertebrados y los peces,
ya que suministran acidos grasos poliinsaturados esenciales. Ademas, los lipidos
de algas se han sugerido como un posible sustituto de los combustibles diesel con
un énfasis en los lipidos neutros debido a su menor grado de insaturacién y su

acumulacion en las células de algas en el final de la etapa de crecimiento [ig] (64

La microalga verde Botryococcus braunii, es una rica fuente de lipidos
convencionales y no-clasicos [s7). Esta especie se conoce, ademas de por su alta
produccion de hidrocarburos, también por la gran cantidad de acidos grasos
(lipidos) que sintetiza, cuya cantidad y composicion varia de acuerdo con la

especie y también entre razas [zg. En la fraccion lipidica extraida de B. braunii se
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encontraron entre otros; lipidos polares (hasta mas del 50% de lipidos totales), di-
y triacilgliceroles, esteroles y sus ésteres y acidos grasos libres ;.

Hay pruebas de que la sintesis de hidrocarburos esta estrechamente relacionada
con el patron de acidos grasos del alga [s4 90 Cabe sefialar que los datos relativos
a los acidos grasos del alga son contradictorios 92 s6) Y que las investigaciones de
B. braunii se refieren principalmente a la estructura de sus hidrocarburos y lipidos.
Al mismo tiempo, los datos sobre la influencia de los factores ambientales y el
estado fisioldgico de B. braunii en el metabolismo de sus lipidos son practicamente
nulos, a pesar de que son muy importantes para la comprension del mecanismo

de la sintesis de hidrocarburos en el alga y la optimizacion de su produccion [ag).

2.2 CULTIVO

Existen varios factores que influyen en el crecimiento general de las algas:
factores abidticos como la luz (calidad, cantidad), la temperatura, la concentracion
de nutrientes, O,, CO,, pH, salinidad, y productos quimicos téxicos; factores
bidticos, tales como agentes patdégenos (bacterias, hongos, virus) y la
competencia con otras algas; factores operativos tales como la cizalladura
producida por la mezcla, la velocidad de dilucién, la profundidad, la frecuencia de

la cosecha, y la adicion de bicarbonato s1;.

Para la implementacion de una unidad de cultivo de algas se deben tener en
cuenta varios criterios [ez;;
® El suministro de agua (demanda, salinidad vy propiedades
fisicoquimicas)
(i) La topografia del terreno, geologia y costos de propiedad
(i)  Las condiciones climaticas, temperatura, luz, aislamiento, evaporacion, y

precipitacion.
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(iv)  El facil acceso a los nutrientes y a las fuentes de abastecimiento de

carbono.

También es necesario decidir si el cultivo estara operando en modo continuo o
discontinuo, y si las unidades de produccion seran sistemas abiertos o cerrados.
Esto dependera de las especies de microalgas seleccionadas, las condiciones
ambientales previstas y la disponibilidad de nutrientes. Ademas del equipo
necesario para el cultivo, es importante prestar especial atencion a la seleccion de
las cepas y especies, teniendo en cuenta los productos deseados y las

condiciones de cultivo con las que se cuenta g1).

Diversos trabajos se enfocan en establecer los requerimientos nutricionales y las
condiciones de cultivo 6ptimas para la produccién de B. braunii. Al igual que otras
especies de microalgas, B. braunii requiere agua, luz, CO, y nutrientes
inorganicos. La productividad del cultivo se ve afectada por factores tales como el
pH, concentracion de CO,, irradiancia, salinidad y temperatura [g).

Un medio de cultivo Chu-13 modificado se utiliza a menudo a los cultivos de B.
braunii con un crecimiento satisfactorio. Este medio tiene la siguiente composicién
(g / L): KNO3 (0,2), K;HPO, (0,04), MgSO, - 7H,O (0,1), CaCl, - 6H,0O (0,08),
citrato férrico (0,01), acido citrico (0,1), boro (0,5 ppm), manganeso (0,5 ppm),
cobre (0,02 ppm), cobalto (0,02 ppm) y molibdeno (0,02 ppm) [s4.

2.2.1 Sistemas de Cultivo. Actualmente, la produccion fotoautotrofica es el Gnico
método técnica y econdmicamente viable para la produccién a gran escala de
biomasa de microalgas [15. Dos sistemas se han implementado y se basan en
estanques abiertos (figura 3-A) y tecnologias de fotobiorreactores cerrados (figura
3-B) p7. La viabilidad técnica de cada sistema esta influenciada por las
propiedades intrinsecas de la cepa de alga seleccionada, asi como las

condiciones climaticas y los costos de la tierra y del agua [1s.
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Figura 3. Sistemas de cultivo.
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Muchos tipos de fotobiorreactores estan disponibles para el cultivo de microalgas,
y la mayoria de ellos han sido evaluados para el cultivo de B. braunii. Esquemas
de operacion por lotes y continuos han sido probados en biorreactores abiertos y
cerrados (axénicos). Debido a la factibilidad economia, Unicamente el cultivo
continuo es viable en la practica para la produccion a gran escala de biomasa de

microalgas g

El cultivo continuo en fotobiorreactores de levantamiento con aire 1 gg S€ Uutiliza
con frecuencia en especial para la produccion de B. braunii a pequefia escala [ig
7- Se informa que la maxima fijacion de CO, y mayor produccion de hidrocarburos
por B. braunii se obtiene en fotobiorreactores de columna de burbujas. Este tipo de
biorreactores se implementan para someter las células a un estrés hidrodinamico
menor que en fotobiorreactores de levantamiento con aire de configuracion similar
50, Pero esto es discutible. En la ausencia de agitacion mecanica, los
fotobiorreactores de columna sufren de la necesidad contradictoria de grandes

burbujas para mantener asi el cultivo celular suspendido, este problema puede ser
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tratado mediante la utilizacion de 2 tipos de difusores, separando asi la inyeccion
de CO; y de aire, lo cual mejora la transferencia del CO, en el medio acuoso y
permite un buen mezclado mediante la gasificacion del medio 3. Diversas
ventajas se obtienen mediante la variacion de los tipos de rociadores para el
burbujeo de CO, en el fotobiorreactor. La disminucion del tamafio de burbuja
desde el difusor aumenta el coeficiente de transferencia de masa entre el medio
de cultivo y la corriente de CO,, aumentando la eficiencia de transferencia hasta

en un 500% [32].

En comparacién con los fotobiorreactores asépticos cerrados, los reactores de
estanques abiertos pueden significar costos de produccion muchos mas bajos [gg).
Sin embargo, las condiciones de cultivo en sistemas abiertos estan menos
controladas que en sistemas cerrados y, en consecuencia, la productividad de la
biomasa es baja en comparacion con los fotobiorreactores cerrados. Ademas, los
sistemas de cultivo abiertos incluyen inevitablemente poblaciones mixtas y no solo
el alga deseada. A pesar de estos problemas, los sistemas de cultivo abiertos
como los estanques de "rodadura" pueden ser la opcibn mas realista para la
produccion de grandes cantidades de hidrocarburos de B. braunii. Mas adn si se
encuentra una fuente barata de CO, para eludir la relativamente baja eficiencia de

utilizacion de CO, en canales abiertos y estanques [g.

2.2.2 Suministro de Nitrogeno. De acuerdo con experiencias previas en el
monitoreo de lotes de cultivos de microalgas para la fijacion de CO, 39}, la fuente
de nitrogeno, por lo general nitrato (NO3), se consume un poco mas rapidamente
que los otros componentes del medio. Por lo tanto, la fuente de nitrégeno se
convierte en un factor limitante en una etapa temprana del cultivo. Yang y
colaboradores [103 usan nitrito como fuente de nitrégeno en reemplazo del nitrato
para el cultivo de B. braunii, encontrando tiempos de duplicacion de la biomasa
similares para menores concentraciones de nitrito. Por su parte, Dayananda y

colaboradores 77 comparan la influencia de diferentes fuentes de nitrégeno tales
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como nitrato de sodio, nitrato de potasio, nitrato de amonio, nitrato de calcio y urea
en el crecimiento y la produccion de hidrocarburos, encontrando al Nitrato de
Potasio (KNO3) como la mejor fuente de nitrégeno para el crecimiento y

produccion de metabolitos en cultivos de B. braunii.

Aunque una deficiencia de nitrégeno favorece la acumulacion de lipidos 1o}, Sse
requiere nitrégeno para el crecimiento. Los datos publicados disponibles en la
actualidad sobre el efecto de la limitacion de nitrégeno en la sintesis de
hidrocarburos en cultivos de B. braunii son aun contradictorios; se demuestra que
una concentracion inicial mayor de nitrato en el medio causa rendimientos
superiores 4, Sin embargo, resultados opuestos obtenidos mas adelante

demuestran que la limitacion de nitrogeno estimula la sintesis de hidrocarburos gg).

Los estudios con nitrégeno suministrado como NOs’, NO," y NH3 revelan que el
principal factor que regula el metabolismo del nitrégeno en B. braunii es el sistema
de captacion de nitrato. El nitrégeno se suministra generalmente en forma de sales
de nitrato. Una concentracion inicial de NOs =0.2 (kg/m®) favorece la produccién
de hidrocarburos g Con 1 (kg/m®) KNOjz, la concentracion de hidrocarburos
después de 30 dias fue de 4,8 (kg/m®). Sobre la misma cantidad de hidrocarburos
4,5 (kg/m®) se obtuvo cuando la concentracién inicial de KNO3 fue de (3 kg/m?).
Esto es debido a que altas concentraciones de nitrato interfieren con la produccion

de hidrocarburos 1.

Por otro lado, Thomas y colaboradores (917 estudian el efecto del estrés de
nitrdgeno en la fraccién de lipidos de diversas especies de algas, concluyendo que
el cultivo bajo condiciones deficientes de nitrdgeno efectivamente aumenta el
contenido de lipidos neutros, pero esto no se puede declarar como una sola
tendencia. Se realiz6 esta observacion para las especies Botryococcus, Isochrysis
y Dunaliella cultivadas bajo estrés de nitrégeno. En Botryococcus los lipidos

neutros comprendian una proporcion importante del total de lipidos. Esto se puede
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evidenciar en otros estudios, en los cuales se demuestra que cuando la
concentracion de la fuente de nitrdgeno disminuye en los medios fotoautotroficos y
las células estan limitadas en nitrégeno, la tasa de crecimiento de B. braunii

disminuye, pero el contenido de lipidos en las células aumenta significativamente

[86], [107)-

2.2.3 Suministro de Carbono. Ademas del suministro y transferencia de la luz,
la tarea mas importante en el cultivo de microalgas es alimentar a las células con
una fuente de carbono y eliminar del medio de cultivo el oxigeno producido [75. Los
cultivos fotoautotréficos que utilizan una fuente inorganica de carbono,
principalmente Dioxido de Carbono (CO,), son ampliamente estudiados y
pretendidos, esto porque las microalgas fijan de manera eficiente carbono
inorganico a través de la fotosintesis a tasas mucho mas altas por unidad de
biomasa que las plantas superiores . Visto entonces desde un enfoque
biologico, el CO, es convertido en productos de valor agregado tales como

proteinas, vitaminas, alimento, combustibles, entre otros [7q;.

Por otro lado, la capacidad de las microalgas para utilizar carbono organico como
fuente de energia es importante, ya que puede reducir al minimo los efectos
inhibitorios de la limitacion de luz diurna y estacional en el crecimiento en cultivos
al aire libre. Weetall jg5) encontré que unas pocas fuentes de carbono organico,
incluyendo fructosa, glucosa, manosa, galactosa y acido lactico, pueden aumentar
el crecimiento de B. braunii cultivada recipientes estaticos, demostrando asi que B.
braunii podria crecer en modo mixotrofico. Zhang y colaboradores [106; también
reportaron que la densidad celular en cultivos mixotroficos de B. braunii es
obviamente mayor que en modo fotoautotrofico y heterotrofico, siendo la glucosa
la fuente optima de carbono.

2.2.3.1 Dioxido de Carbono. El diéxido de carbono es un importante gas que

regula el calentamiento global de la superficie del planeta, ademas de ser la
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primera fuente de carbono para la vida en la Tierra. Este se produce como residuo
metabdlico de la respiracion de seres vivos, como gas de combustion de

combustibles fosiles y se emite en fuentes volcanicas y geiseres [zs).

El CO, puede servir como fuente de carbono para los cultivos de células
fotosintéticas, pero debe residir en la fase acuosa para la captacion. El CO, es un
gas a temperatura y presion ambiente, y su solubilidad en agua es muy baja.
Reside en la fase acuosa como 4 especies diferentes; dioxido de carbono (CO,),
acido carbénico (H,CQ3), ion bicarbonato (HCOg3), y ion carbonato (CO37), cuyas
concentraciones en el equilibrio dependen del pH. Para su disolucion en agua, el
CO, sufre tres reacciones quimicas que involucran cuatro especies quimicas
(dioxido de carbono CO,, acido carbénico H,COgs, bicarbonato ion HCOg3, vy

carbonato ion CO3") segun Hill y colaboradores [41;:

HoO + CO2 2 «—2 4 HCO3 (1)

HoCO3 «—t» H'+HCOs (2

HCO3; <« , H'+CO5 3)

Debido a que las conversiones de las reacciones 2 y 3 son mucho mas rapidas
que las de la reaccion 1, el CO, disuelto y el H,CO3; en especies neutras son

considerados como un solo componente y llamado acido carboénico, H,CO:s.

Ademas de ser una fuente de carbono, el CO, contribuye al control del pH dentro
del cultivo, ya que durante la inyeccion de CO, se puede observar alguno, o los
dos, fenbmenos siguientes: (1) existe inhibicion cuando se usan fracciones

molares altas de CO y/o (2) bajas fracciones molares de CO, generan pequeiias
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variaciones de pH en el cultivo g3;. De esta manera el pH puede ser un parametro
de control que se puede manejar para ver el estado del cultivo, la produccién de
metabolitos especificos, si existe inhibicidn y si se esta presentando una buena

fijacion de nutrientes.

2.2.3.2 Fijacion de CO,. De acuerdo con la literatura, el suministro de
carbono para el cultivo masivo de microalgas representa la principal limitante 1y,
(72], (89, Ya que se debe tener en cuenta al usar CO, que grandes concentraciones
de este pueden inhibir el crecimiento mientras bajas concentraciones pueden
limitarlo [77.. Estas concentraciones varian de especie en especie, por lo cual la
concentracion de CO, suministrado debe ser tal que satisfaga la necesidad de
carbono del alga, pero que no exceda sus requerimientos, derivando en un exceso
gue no puede ser utilizado por el alga y es liberado por el cultivo produciendo asi

una polucion innecesaria o).

Las actuales tecnologias para la transferencia del CO, en cultivos microalgales
sufren de ineficiencias en la transferencia de masa del CO, desde la fase gaseosa
a la liquida p11;, 63, [89), @ademas, la eficiencia de captura o fijacion del CO;, en
sistemas de cultivo cerrado depende principalmente de la especie de microalga, la
concentracion del CO;, y del fotobioreactor 21, 70 En estudios realizados en
cultivos de la cepa de B. braunii LB-572, se encontr6 que una concentracion del
2,0% v/v de CO, favorece el crecimiento rapido, resultando en la acumulacion de
biomasa y aumento en la produccién de hidrocarburos en el final del periodo
experimental. Mas aun, esta cepa fue capaz de crecer en todas las
concentraciones ensayadas de CO, en 0.5, 1, y 2% 5. Por su parte, Ge y
colaboradores 37 trabajaron con cultivos de la cepa B. braunii 765, a los cuales se
inyectaron altas concentraciones de CO, del 2%, 5%, 10% y 20% v/v en una
corriente de gases mezclada con aire a una taza de 600 ml/min, obteniendo tazas

de crecimiento similares para concentraciones del 2% y del 20%.
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Existen diferentes parametros matematicos para medir la fijacion de CO, en los
cultivos 70 y su productividad (gz;:

La fijacion de didxido de carbono acumulada (FA, g COy);

(Xt — Xo) * Mepm * Vyrp

RN

Donde;
- X,= Concentracién de biomasa en (g / L) en cualquier tiempo t.
- X,= Concentraciéon de biomasa (g /L) en ty
- mg,m= Fraccién masica de carbono en gramos de carbono por gramos de
biomasa (g / 9).
- Vyrp= Volumen de trabajo (L) en el fotobiorreactor.
- Mmco,= Masa molar de CO; (g / mol).

- m¢= Masa molar del carbono (g / mol).

La fijacion diaria de di6xido de carbono (FD) en gramos de CO; fijado por gramos
de CO; inyectado por dia (g / g.d);

_ (Fagesny — Faw)
Mmiq

Fp

Donde;

- Fae+1y= Acumulacion de CO; (g COy) fijado durante (t + 1) dias.
- Fa»= Acumulacion de CO; (g COy) fijado durante (t) dias.

- m;= Masa (g CO,) inyectados cada dia.

La Productividad (P) es calculada como maxima productividad (g / L.d);
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(X — Xo)
(t—to)
Donde;

- Xo,= Concentracion inicial de biomasa (g / L) en to

- X,= Concentracion de biomasa en (g / L) en cualquier tiempo t subsecuente.

El acoplamiento del cultivo de microorganismos fotosintéticos con la biofijacion de
diéxido de carbono (figura 4.) tiene el potencial no sdélo para reducir los costos de
medios de cultivo para el crecimiento de estos organismos a escala industrial, sino

también para compensar las emisiones de CO, y generar productos de alto valor

(11]-

Figura 4. Sistema conceptual de produccion y biomitigacion de COs,.

‘ N/P-Rich Wastewater - Microalga Cultivation

fwl 1‘

Value-Added Biofuel

Bioproducts
‘ Energy ‘ | Co, P

Fuente:  Wang y colaboradores, 2008 [gs).

40



3. METODOLOGIA

Con el fin de validar la hipétesis propuesta y alcanzar los objetivos planteados, se
programo un desarrollo experimental dividido en 3 etapas; Etapa 1 (Parametros de
Disefio); Etapa 2 (Parametros de Proceso); Etapa 3 (Parametros de Suministro).
En cada etapa se evalud la influencia de diversas variables referentes al cultivo
de B. braunii sobre variables de respuesta respecto a la productividad del cultivo y
la dilucion de CO,. En el siguiente esquema (figura 5.) se expone de manera

global la metodologia planteada para el desarrollo del trabajo.

Figura 5. Esquema del desarrollo metodologico.

Desarrollo de una
metodologia de suministro
de CO, a cultivos de B. ‘

braunii
-
1 I | 1
Disefio de Experimentos Montaje y Metodos de

y Metodos de Evaluacion

Condiciones ‘ Cuantificacion de

experimentales Resultados
|
| | 1
Etapa 1 Etapa 2 Etapa 3
(Parametros de (Parametros de (Parametros de
Disefio) Proceso) Suministro)

. Parametros Variables;
Parametros Variables;

Parametros Variables; | Concentracién de CO,.|__ .Concegg?mon de
A ™ Canceniiacionds Concentracion de
.Altura del Reactor. Nitrogeno. : Nitrogeno.

.Diametro Reactor.

Variables de Variables de
Respuesta; Respuesta;

. .Concentracién .Concentracién
Variable de Respuesta; Biomasa. Biomasa.
.Concentracion de CO, |_| .Concentracién | .Concentracién

dliuido. Lipidos. Lipidos.
| -pH del medio. .Concentracion .Concentracion
Hidrocarburos. Hidrocarburos.

Fuente: Autor
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3.1 DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar los efectos de los parametros seleccionados sobre las diferentes
variables de respuesta, se utilizé un disefio de experimentos tipo factorial ampliado
a DCC (Diseiio Central Compuesto). Este disefio consiste en un factorial o
factorial fraccionado con puntos centrales, el cual es ampliamente aceptado para
experimentos de optimizacion, porque se ajusta a modelos de segundo orden y a
la metodologia de Superficie de Respuesta, y lo mas importante correlaciona
eficientemente los factores con las respuestas usando un menor numeros de

tratamientos, lo que implica ahorro en costos y tiempo.

Se utiliz6 la metodologia estadistica del Andlisis de Varianza (ANOVA) para
determinar la influencia de los parametros variables sobre las variables de
respuesta. La finalidad del método es determinar si existen cambios significativos
en las variables de respuesta cuando se varian los niveles de los diferentes
parametros que se estan estudiando, mediante el analisis del cambio de la
varianza. Para determinar estos efectos el método usa un valor de significacion
(p), el cual es la medida que indica si los parametros variables y sus interacciones
son significativos sobre la variable de respuesta (rechaza la hipotesis de que todas
las medias son iguales) o no son estadisticamente significativos sobre la variable
de respuesta (acepta la hipétesis de que todas las medias son iguales). Para
considerar los efectos de los parametros y de sus interacciones se trabajo con un
nivel de confiabilidad de 95% con un valor de p<0.05. Dentro del Andlisis de
Varianza se utilizaron los diagramas de Pareto como herramienta estadistica.
Estos permiten detectar los efectos de los parametros y de sus interacciones que

son mas importantes y como influencian la variable de respuesta.

Una vez identificados los parametros variables e interacciones que influyen en la
variable de respuesta, se recurrié a la metodologia de la Superficie de Respuesta,
una herramienta estadistica cuyo objetivo es optimizar la variable de interés,

determinando las condiciones dptimas de operacion del sistema. Para identificar
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los puntos criticos (minimo, maximo, ensilladura) se utilizaron modelos lineal-
cuadréticos para correlacionar las variables, teniendo en cuenta que estos le dan
rotabilidad al modelo generando superficies con curvatura que permiten llegar a la

cercania del éptimo.

Para plantear los disefios experimentales y determinar los resultados estadisticos
(Anova, Diagramas de Pareto, Efectos Estimados y Superficies de Respuesta) se

utilizé como herramienta el software STATISTICA 7.0.

3.1.1 Etapa 1 (Parametros de Disefio). Se utilizé un Disefio Central Compuesto
22, con 2 bloques, 10 corridas y 2 réplicas, evidenciado en la tabla 5. Este con el
fin de determinar la influencia de parametros de disefio referentes a la geometria
del reactor y al tamafio de burbuja sobre la dilucién de CO, en un medio de cultivo

seleccionado para la cepa, representados en la tabla 4.

Tabla 4. Parametros y variables de respuesta etapa 1.

Parametros de . Niveles .
Disefio Etiquetas 1 0 1 Unidades
Altura d_e Medio H 20 30 20 cm
de Cultivo
Diametro de
Medio de Cultivo 6 8 10 cm
Difusor de CO, B Burbujeo Piedra difusora
Variable de Respuesta Unidades
[ 1CO, en Medio de Cultivo mg /L

Se inyect6 CO, puro a una concentracion de 0,04 (mLCO,/mL.min)[v/vm] de
manera continua a cada una de las unidades experimentales durante maximo 20
minutos, o hasta que el pH del medio acuoso alcanzé un valor minimo de 5, estas
condiciones basadas en estudios previos que demuestran que cepas de B. braunii

pueden crecer en rangos optimos de pH entre 6 — 8,5 [»7. Para esto se realizaron
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mediciones de pH a cada tratamiento experimental en intervalos de 5 minutos

durante los 20 minutos de inyeccion de CO..

Debido a que al variar los parametros de disefio (alturas y diametros), varia el
volumen de trabajo, para estimar la cantidad de CO; inyectado en cada

tratamiento experimental se usé la ecuacion 1,

mlCO,

(1) €0, =004 E

] * Vi * tin * Pco2

Donde;

- COg,in = Total CO; inyectado al medio [g]

- tin = Tiempo de inyeccion de CO; en cada experimento [min]

- Pcoz = Densidad de CO; a condiciones normales = 0,00196 [g / mL]

- V¢ =Volumen de trabajo de cada experimento [mL]

Para encontrar el porcentaje de CO, disuelto en el medio de cultivo respecto al
CO; inyectado, se usoé la ecuacion 2;

co x|/
(2) %CO,q4i5 = HCOsexp. Ve, 0,0001
COZ,in

Donde;

- %CO0O, 4is = Porcentaje de CO, disuelto en el medio [%0]

- []COyexp = Concentracion de CO, encontrada experimentalmente [mg/L]
- Vi=Volumen de trabajo de cada experimento [mL]

- COg,in = Total CO; inyectado al medio [g]
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Tabla 5. Matriz del disefio experimental etapa 1

DIFUSOR: Burbujeo / Piedra difusora

Tratamiento Bloque Altura (H) Diametro (D)

1 1 20 6

2 1 20 10

3 1 40 6

4 1 40 10

5 (C) 1 30 8

6 2 15,8 8

7 2 44,1 8

8 2 30 5,2
9 2 30 10,8
10 (C) 2 30 8

Para evaluar el parametro de Difusién de CO, (tamafio de burbuja), que es una
variable cualitativa, se ejecutd el disefio experimental planteado para cada
tecnologia de difusor (Burbuja y Piedra difusora). Cada uno de los experimentos
anteriores se realizé por triplicado y para cada uno de los 2 tipos de difusores
planteados, para un total de 60 experimentos.

3.1.2 Etapa 2 (Parametros de Proceso). Se utilizd6 un Disefio Central
Compuesto 22, con 2 bloques, 10 corridas y 2 réplicas, evidenciado en la tabla 7.
Este con el fin de determinar la influencia de parametros de proceso referentes a
las cantidades de CO, (Fuente de Carbono) y KNOj3; (Fuente de Nitrégeno)
suministrados al cultivo de B. braunii, sobre la producciéon de biomasa, lipidos e

hidrocarburos, representados en la tabla 6.

Tabla 6. Parametros y variables de respuesta etapa 2.

Factores Niveles

(Parametros de Etiquetas 1 0 1 Unidades
Proceso)

Concentracion co, 30 60 90 mL CO, /min

de CO, (Flujo)

Concentracién
de Nitrégeno

KNO3 0,38 0,75 15 g/L
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Variable de Respuesta Unidades
[ ] Biomasa g/ L cultivo
[] Lipidos g/ g biomasa
[ ] Hidrocarburos pg / g biomasa

Se inyectd el CO, puro de manera continua a cada una de las unidades
experimentales por 10 horas diarias durante 15 dias. Paralelamente se inyecto de
manera continua aire que aporto a la agitacion y homogenizacién del cultivo. Los
cultivos se mantuvieron bajo un ciclo de iluminacion de 12 horas de luz y 12 horas

de obscuridad

Tabla 7. Matriz del disefio experimental etapa 2.

Tratamiento Bloque CO, KNO;

1 1 30 0,38
2 1 30 15
3 1 90 0,38
4 1 90 15
5(C) 1 60 0,75
6 2 17 0,75
7 2 102 0,75
8 2 60 0

9 2 60 1,54
10 (C) 2 60 0,75

Cada uno de los experimentos anteriores se realizo por triplicado para un total de

30 experimentos.

3.1.3 Etapa 3 (Parametros de Suministro). Se utilizd el mismo disefio de
experimentos planteado en la etapa 2 (tabla 7.), donde los parametros y las
variables de respuesta, referenciadas en la tabla 6, también se mantuvieron

exactas a los de la etapa anterior.
La condicion diferenciadora que se evalué en esta etapa fue el Método de
Suministro de CO,, con el fin de comparar la influencia de la inyeccion por Pulsos

y Continua en la produccion de biomasa y metabolitos en cultivos de B. braunii. En
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la Etapa 2, se suministré CO; a los cultivos de manera Continua. En esta etapa, se
suministr6 CO, a manera de Pulsos durante 10 horas en corridas de 15 dias. Se
plantearon pulsos de inyeccion de 20 minutos, ademas se definio una etapa de
asimilacion (sin suministro) de 1 hora entre cada pulso de inyeccion de CO,, para

permitir buena solubilizaciéon en el medio vy fijacién por parte del cultivo, como se
plasma en la tabla 8.

Tabla 8. Cronograma de suministro de CO, por pulsos.

Tiempo de Suministro (Dia)

AM P.M
07: 07: 08: 08: 09: 10: 11: 11: 12: 12: 01: 02: 03: 03: 04
00 20 20 40 40 00 00 20 20 40 40 00 00 20 20

07: 08: 08: 09: 10: 11: 11: 12: 12: 01: 02: 03: 03: 04: 04:
20 20 40 40 00 00 20 20 40 40 00 00 20 20 40

Pul* | As* | Pul As Pul As Pul As Pul As Pul As Pul As Pul

*Pul. (Pulso de inyeccidn CO,). *As. (Tiempo de asimilacion)

En total se inyectaron 8 pulsos diarios por experimento. Cada experimento se

corrio por triplicado siguiendo las condiciones de la matriz planteada (tabla 7.) para
un total de 30 experimentos.

3.2 MONTAJE Y CONDICIONES EXPERIMENTALES

En el presente trabajo se utilizé la microalga Botryococcus braunii ICP 0001 que
se observa en la figura 6, recolectada de un lago ubicado en el municipio de
Porce Antioquia en la hacienda Vegas de la Clara de la Universidad de Antioquia -
UDEA “San José del Nus” y aislada en el Laboratorio de Transformacion de
Biomasa del grupo de investigacion CIDES de la Universidad Industrial de
Santander. La microalga se mantuvo en un medio de cultivo Bold Basal
modificado (MBBM). Cada litro de medio de cultivo estaba compuesto por:
macronutrientes (Molar) NaNO; (2.94 X 10-3), MgS0O,4.7H,O (3.04 X10-4) NaCl
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(4.28 X 10-4), KoHPO, (4.31 X 10-4), KH,PO4 (1.29 X 10-3), CaCl,.2H,0 (1.70 X
10-4) y micronutrientes (g/L) ZnS0O,4.7H,0 (3.07 X 10-5), MnCl,.4H,0 (7.28 X 10-
6), MoO3 (4.93 X 10-6), CuSO4.5H,0 (6.29 X 10-6), Co(NO3)2.6H,0 (1.68 X 10-6),
H3;BO3 (1.85 X 10-4), EDTA (1.71 X 10-4), KOH (5.53 X 10-4), FeS0O,4.7H,0 (1.79
X 10-5).

Figura 6. Cepa experimental usada de B. braunii.

Los cultivos se corrieron en fotobiorreactores traslucidos de vidrio templado, como
se ven en la figura 7-A, con volumenes fijos y con entradas para lineas de aire y
CO; y salida para escape de gases. Los cultivos se mantuvieron bajo un ciclo de
iluminacién de 12 horas de luz y 12 horas de obscuridad utilizando lamparas

fluorescentes de 12 w como se ve en la figura 7-B.

Figura 7. Montaje experimental para los cultivos de B. braunii.

(B)
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Para el suministro de gases, se inyectdé CO, puro a los cultivos desde balas de 10
Kg de capacidad en las cuales se fij6 la presion con reguladores y se controlo el
flujo con rotametros, como se observa en la figura 8-A y 8-B. Con el fin de airear y
agitar, se suministré aire a los cultivos a razon constante desde bombas de aire

como la que se ven en la figura 8-C.

Figura 8. Método experimental de suministro de gases a cultivos de B. braunii.

(®)

3.3 METODOS DE CUANTIFICACION DE RESULTADOS

Para cuantificar los resultados obtenidos en los diferentes ensayos

experimentales, se platearon diferentes métodos analiticos de cuantificacion.
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3.3.1 Cuantificacion de CO,. Para cuantificar la concentracion de CO; en el
medio de cultivo, se utilizd6 un equipo de titulacion digital marca HACH Modelo
16900 con cartuchos especificos para CO,, que se observa en la figura 9-A. El pH
del medio de cultivo, que es un indicador del CO, diluido, se determiné usando un
pH-metro digital marca SCHOTT Instruments que se ve en la figura 9-B.

Figura 9. Herramientas de medicion de CO, en el medio de cultivo.

3.3.2 Cuantificacién de Biomasa. Se utilizé la metodologia de Peso seco. Una
vez cada 5 dias durante 15 dias se tomaron 20 mL de medio de cultivo, los cuales
se filtraron utilizando filtros Whatman GF/C pre-combustionados durante 1 hora a
100°C. Una vez terminado el proceso de filtrado, los filtros fueron llevados al horno
durante 1 hora a 100°C seguido por 12 horas en desecador hasta alcanzar peso

constante. Se determind la cantidad de biomasa mediante la diferencia de pesos.

3.3.3 Cuantificacién de Hidrocarburos. Se utilizé la metodologia descrita por
Eroglu y Melis [33. Al final de la experimentacion se tomaron 20 mL de medio de
cultivo, los cuales se centrifugaron a 3400 rpm durante 20 minutos. Al pellet se le
agregaron 5 mL de Heptano grado analitico y 5 mg de perlas de vidrio de 0.5 mm
de diametro; la mezcla se homogenizé con vortex a velocidad maxima durante 15

minutos; transcurrido el tiempo se agregaron 10 mL de agua destilada para
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separar la biomasa del extracto de hidrocarburos. Finalmente, cada una de las
muestras fue transferida a las celdas de cuarzo y se midié la absorbancia a 190
nm (cuantificacion de hidrocarburos) usando un espectrofotometro Spectroquant

Pharo 300 de Merck que se observa en la figura 10.

Figura 10. Espectrofotometro para cuantificacion de hidrocarburos.

3.3.4 Cuantificacion de Lipidos.

Se utilizd6 la metodologia descrita por Blight y Dyer 4. Al final de la
experimentacion se tomaron 20 mL de medio de cultivo, los cuales se
centrifugaron a 3400 rpm durante 20 minutos. Al pellet se le agregaron 5.7 mL de
solucion de Blight y Dyer y 5 mg de perlas de vidrio de 0.5 mm de diametro; la
mezcla se homogenizo6 con vortex a velocidad maxima durante 15 minutos (Figura
18); transcurrido el tiempo la mezcla se llevo a centrifuga a 3400 rpm durante 15
minutos, el sobrenadante se guardo en tubos de vidrio de 50 mL; el pellet restante
se llevé a una segunda extraccion con 5.7 mL de solucion y homogenizacion en

vortex por 5 minutos y luego se lleva de nuevo a centrifuga.

Los dos sobrenadantes se mezclaron en los tubos de vidrio y se agregaron 3 mL

de cloroformo analitico. La mezcla se dej6 en nevera durante 24 horas para
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separar las fases (agua y cloroformo con los lipidos). Una vez transcurridas las 24
horas se retir6 la capa de agua, los lipidos se traspasaron a cajas de Petri
previamente pesadas y llevadas a horno a 38°C hasta evaporar el cloroformo; las
cajas de Petri con los lipidos se llevaron a desecador hasta alcanzar peso

constante.
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4. RESULTADOS

4.1 ETAPA 1 (PARAMETROS DE DISENO)

En las tablas 9-A y 9-B se exponen los resultados referentes al monitoreo del pH
realizado a cada uno de los tratamientos experimentales para cada tipo de difusor.

Tabla 9. Monitoreo de pH en etapa 1.

(A)
Tratamiento H (cm) D (cm) pl-_l . pl-_l & pH_ (10 pH_ (15 pH_ (20
min.) min.) min.) min.) min.)
1 20 6 7,09 6,95 6,80 6,65 6,57
2 20 10 7,20 7,12 6,92 6,72 6,60
3 40 6 7,18 6,98 6,75 6,33 6,13
4 40 10 7,17 6,95 6,80 6,35 6,09
5(C) 30 8 7,08 6,92 6,79 6,55 6,20
6 15,8 8 7,08 6,99 6,89 6,70 6,50
7 44,1 8 7,10 6,95 6,75 6,40 6,05
8 30 5,2 7,15 7,03 6,86 6,59 6,30
9 30 10,8 7,09 6,90 6,80 6,68 6,45
10 (C) 30 8 7,10 7,0 6,72 6,45 6,15
Total Promedio 7,12 6,98 6,81 6,54 6,30

(B)
raaments | wemy [ oem | B0 | RS [ o | PO [ e
1 20 6 7,10 6,82 6,60 6,34 6,15
2 20 10 7,08 6,80 6,62 6,28 6,10
3 40 6 7,08 6,68 6,35 6,13 573
4 40 10 7,07 6,71 6,40 6,15 5,79
5(C) 30 8 7,18 6,79 6,49 6,25 6,0
6 15,8 8 7,15 6,84 6,59 6,36 6,20
7 44,1 8 7,10 6,75 6,35 6,0 5,85
8 30 5,2 7,05 6,83 6,56 6,39 6,10
9 30 10,8 7,19 6,90 6,69 6,38 6,18
10 (C) 30 8 7,09 6,80 6,42 6,25 5,90
Total Promedio 7,11 6,79 6,50 6,25 6,0

(A) Difusor Burbujeo. (B) Difusor Piedra Difusora

A partir de los resultados obtenidos se construy0 la grafica 3 donde se observa el

comportamiento del pH en el tiempo para cada tipo de difusor.
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Gréfica 3. Evolucion del pH en el tiempo
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Los resultados y la grafica revelan que en todos los tratamientos ocurrio un
descenso en el pH del medio debido al suministro continuo de CO,. También se
puede observar que el descenso fue mayor conforme aumento la altura (H) del
reactor y se us6 como difusor la piedra difusora, esto debido al aumento del
tiempo de residencia del CO, en el medio y la mayor area de contacto entre el gas
y el liquido gracias al difusor. Estas caidas implican que aumento la concentracion
de CO; en el medio de cultivo, sin embargo, los rangos de pH observados para los
tiempos de inyeccion estuvieron dentro de las condiciones viable para el cultivo de
B. braunii 7, mas si se tiene en cuenta que los experimentos fueron sin

microorganismos los cuales aprovechan la fuente de carbono y mantienen

balanceado el pH.
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En las tablas 10-A y 10-B se registran los resultados obtenidos respecto a la
dilucion de CO, en el medio de cultivo para cada uno de los tratamientos

experimentales planteados, y para cada tipo de difusor.

Tabla 10. Resultados experimentales etapa 1.

(A)

. H D COzin | COo4is [ ]CO, en Medio de Cultivo (mg/L)
Tratamiento | o | cm) | (@) | (%) Original Replical | Replica?2
1 20 6 0,88 18 280 288 276
2 20 10 2,46 14,9 235 240 227
3 40 6 1,77 28,4 444 440 450
4 40 10 4,92 24,7 384 390 388
5(C) 30 8 2,36 29,5 455 465 466
6 158 | 8 1,24 26 400 408 410
7 44,1 | 8 3,47 31,6 500 490 495
8 30 5,2 0,99 30,4 470 480 470
9 30 10,8 4,3 27,6 426 430 440
10 (O) 30 8 2,36 29,2 450 463 457
- CO CcO []CO dio de Cul (mg/L)

. H D 2.in 2.dis > en Medio de Cultivo (mg/L
Ul EmiEe (cm) | (cm) (9) (%) Original Replica 1 Replica 2
1 20 6 0,88 45,9 725 715 706
2 20 10 2,46 37,3 590 578 586
3 40 6 1,77 50,9 805 785 800
4 40 10 4,92 45,3 720 704 708
5(C) 30 8 2,36 53 830 835 825
6 15,8 | 8 1,24 447 705 697 692
7 44,1 8 3,47 57,5 895 900 905
8 30 5,2 0,99 54,7 844 860 846
9 30 10,8 4,3 48 740 756 754
10 (C) 30 8 2,36 53,2 840 826 830

(A) Difusor Burbujeo. (B) Difusor Piedra Difusora

4.1.1 Andlisis Estadistico. A partir de los resultados
experimentales, se construyo la tabla 11 (A y B) y la grafica 4 (A y B) para
determinar la influencia de la altura, el diametro y el difusor sobre la dilucion de
CO..
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Tabla 11. Resultados ANOVA parametros de disefio.

(A)
Suma de Grados | Cuadrado p

el cuadrados | libertad Medio RELOI= = elan [
Altura (L) (cm) 73437,9 1 73437,86 18,71700 0,000230
Altura (Q) (cm) 15029,3 1 15029,29 3,83049 0,062057
Diametro (L) (cm) 9978,2 1 9978,15 2,54312 0,123862
Diametro (Q) (cm) 14061,7 1 14061,72 3,58389 0,070462
Altura : Didametro 75,0 1 75,00 0,01912 0,891190
Error 94166,2 24 3923,59
Total Suma Cuadrados 198029,4 29
(B)

Suma de Grados | Cuadrado p

el cuadrados | libertad Medio ez (5 Valor p
Altura (L) (cm) 91145,0 1 91145,03 12,81433 0,001512
Altura (Q) (cm) 22402,4 1 22402,38 3,14961 0,088632
Diametro (L) (cm) 48085,1 1 48085,14 6,76042 0,015702
Diametro (Q) (cm) 21851,5 1 21851,52 3,07217 0,092411
Altura : Didmetro 1496,3 1 1496,33 0,21037 0,650601
Error 170705,8 24 7112,74
Total Suma Cuadrados 342411,9 29
(A) Difusor Burbujeo. (B) Difusor Piedra Difusora
Grafica 4. Diagramas de Pareto parametros de disefio.
(A) (B)

Pareto Efectos Estandarizados Pareto Efectos Estandarizados
Variable de Respuesta; Concentracion CO2 (mg/L) Variable de Respuesta; Concentracion de CO2 (mg/L)

2 Factores; Altura (H) (em), Diametro (D) {cm) 2 Factores; Altura (H) (cm), Diametro (D) {cm)
HA . 4.32&%5] H) o /. e T :.. ..':"__.-'.3.5?8?1'
(@ LY
D(@ wab
pwf p@f
H:D H:D | 458685

o0 p=0.05
(L) Termino lineal del modelo (L) Termino lineal del modeio
Q) T i dratico del deli (Q) Termino cuadratico del modelo

(A) Difusor Burbujeo. (B) Difusor Piedra Difusora
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De la tabla 11 se puede deducir que para un valor de significacion p<0,05 el Unico
factor relevante sobre la respuesta en el caso de usar como difusor el burbujeo fue
la altura. Para los experimentos con piedra difusora, tanto la altura como el

diametro tuvieron relevancia sobre la variable de respuesta.

En la gréfica 4-A se observa que en los experimentos donde se usé burbujeo
como tipo de difusor, Unicamente la altura (H) fue significativa y tuvo un efecto
positivo sobre los resultados de dilucion de CO; en el medio de cultivo, es decir, a
mayor altura mayor dilucion de CO,. Por otra parte, en la Grafica 4-B se observa
qgue en los experimentos donde se uséd piedra difusora como tipo de difusor,
ambas variables, tanto la altura (H) como el diametro (D), fueron significativas. En
este caso, la altura tuvo un mayor grado de significancia y un efecto positivo sobre
la dilucién de CO,, es decir, a mayor altura mayor dilucion. Por el contrario el
diametro tuvo un efecto negativo sobre la dilucibn de CO,, es decir a mayor

diametro menor dilucion.

A partir de la tabla 12 se determiné la magnitud del efecto de los parametros
significativos sobre la variable de respuesta.

Tabla 12. Efectos estimados parametros de disefio.

(A)
Factor Efecto E(ror Valor-p '95% Li.mite +95% L_ir_nite
estandar confiabilidad | confiabilidad
Interacciéon Medias 459,3333 25,57209 0,000000 406,555 512,1115
Altura (L) (cm) 110,6329 25,57209 0,000230 57,855 163,4111
Altura (Q) (cm) -66,2083 33,82870 0,062057 -136,027 3,6107
Diametro (L) (cm) -40,7802 25,57209 0,123862 -93,558 11,9980
Diametro (Q) (cm) -64,0417 33,82870 0,070462 -133,861 57773
Altura : Diametro -5,00000 36,16440 0,891190 -79,640 69,6397

(B)
Error -95% Limite +95% Limite
Factor Efecto | estandar Valor-p | ohfiabilidad | confiabilidad
Interaccion Medias 831,0000 34,43047 0,000000 759,939 902,0610
Altura (L) (cm) 123,2511 34,43047 0,001512 52,190 194,3121
Altura (Q) (cm) -80,8333 45,54723 0,088632 -174,838 13,1715
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Diametro (L) (cm) -89,5220 34,43047 0,015702 -160,583 -18,4610

Diametro (Q) (cm) -79,8333 45,54723 0,092411 -173,838 14,1715

Altura : Diametro 22,3333 48,69204 0,650601 -78,162 122,8288

(A) Difusor Burbujeo. (B) Difusor Piedra Difusora

En el caso de difusor burbujeo, el efecto para el factor altura fue positivo, entonces
la dilucion de CO, puede aumentar hasta en 163,11 mg/L al pasar de un nivel bajo
(20 cm) a un nivel alto (40 cm) de la altura. Para el caso de difusor piedra difusora,
el efecto para la altura también fue positivo, entonces la dilucion de CO, puede
aumentar hasta en 194,3 mg/L al pasar de un nivel bajo (20 cm) a un nivel alto (40
cm) de la altura. Por otra parte el coeficiente para el diametro fue negativo,
entonces la dilucién de CO, puede disminuir hasta en 160,6 mg/L al pasar de un
nivel bajo (6 cm) a un nivel alto (10 cm) del diametro, o aumenta hasta 160,6 mg/L

al pasar de un nivel alto (10 cm) a un nivel bajo (6 cm) del diametro.

Con el fin de optimizar la dilucion de CO, en medio de cultivo, se construyd la
grafica 5 con las Superficies de Respuesta para los experimentos corridos con

cada tipo de difusor

Grafica 5. Superficie de respuesta parametros de disefio.

(A) (B)
Superficie de Respuesta Superficie de Respuesta
2 Factores; Altura (H) {cm), Diametro (D) fcm) ? Factores; Altura (H) (cm), Diametro (D) {cr)

I 300

T00

| Eld E 600

[ 300 B 1 500

= 200 8 B 400

B 100 I 300
Concenmracion Concenmacion
de CO2 (mgL) da CO2 {mg/L)

(A) Difusor Burbujeo. (B) Difusor Piedra Difusora
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La grafica 5-A muestra un valor maximo predicho de dilucion (486,4 mg CO,/L)
gue se obtuvo con un valor critico de Altura de 38,5 cm y un valor critico de
Diametro de 7,3 cm. Por otra parte, la grafica 5-B muestra un valor maximo
predicho de dilucion (862,9 mg CO,/L) que se obtuvo con un valor critico de Altura
de 36,9 cm y un valor critico de Diametro de 7,0 cm. Se puede observar que el
aumento de los valores maximos de dilucién estuvo principalmente influenciado
por cambios de altura y tamafio de particula (Difusor), mientras la influencia del

diametro no fue tan significativa.

4.2 ETAPA 2 (PARAMETROS DE PROCESO)

En las tablas 13-A, 13-B y 13-C se registran los resultados obtenidos respecto a la
produccion de biomasa, lipidos e hidrocarburos de la cepa de B. braunii para cada

uno de los tratamientos experimentales planteados.

Tabla 13. Resultados experimentales etapa 2.

(A) -

: Biomasa (g/L

Tratamiento €ion Nl Original Replica 1 Replica 2

1 30 0,38 0,6 0,78 0,72
2 30 15 0,75 0,86 0,88
3 90 0,38 1,52 1,37 1,4
4 90 15 1,86 1,7 1,78
5 (C) 60 0,75 0,45 0,33 0,36
6 17 0,75 1,05 0,91 0,98
7 102 0,75 1,67 1,6 1,53
8 60 0 0,4 0,25 0,25
9 60 1,54 0,13 0,29 0,18
10 (C) 60 0,75 0,38 0,4 0,48
(B) B

: Lipidos (g/g

Tratamiento €O KNOs Original Replica 1 Replica 2

1 30 0,38 0,57 0,549 0,555
2 30 1,5 0,56 0,57 0,565
3 90 0,38 0,448 0,464 0,45
4 90 1,5 0,296 0,31 0,3
5(C) 60 0,75 0,76 0,776 0,765
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6 17 0,75 0,4 0,57 0,44
7 102 0,75 0,225 0,242 0,233
8 60 0 0,847 0,834 0,836
9 60 1,54 0,503 0,518 0,512
10 (O) 60 0,75 0,78 0,777 0,765
©) d buros (ug / g)

: Hidrocarburos (ug / g

Tratamiento €ion Nl Original Replica 1 Replica 2

1 30 0,38 46510,3 46550 46533
2 30 15 22810 22838,3 22840,8
3 90 0,38 19749,5 19740,3 19778,7
4 90 15 25848,4 25880,3 25855
5(C) 60 0,75 14920,5 14959,6 14938,2
6 17 0,75 30258 30289,4 30266,2
7 102 0,75 22007,2 21983 219944
8 60 0 16282,3 16300,4 16275
9 60 1,54 24946,7 24980,4 24965
10 (C) 60 0,75 15800,3 15775 15764,6

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.
4.2.1 Andlisis Estadistico. Con el fin de determinar que
parametros (Concentracion de CO,, Concentracidon de Nitrogeno) tuvieron
influencia sobre las variables de respuesta en el cultivo, se realiz6 la tabla 14 y la

grafica 6.

Tabla 14. Resultados ANOVA parametros de proceso.

(A)
Sumade Grados | Cuadrado .
i cuadrados | libertad Medio REHli- P Vel
CO, (L) (cm) 2,5637453 1| 2,537453 4550742 0,000001
CO, (Q) (cm) 4,379732 1| 4,379732 78,54741 0,000000
KNOs (L) (cm) 0,190315 1 0,190315 3,41317 0,077042
KNO; (Q) (cm) 0,053567 1 0,053567 0,96069 0,336791
CO, : KNO4 0,090008 1 0,090008 1,61422 0,216078
Error 1,338218 24 0,055759
Total Suma Cuadrados 8,912280 29
®) d d drad
Suma de Grados | Cuadrado p
e cuadrados | libertad Medio RERI 7 Vele e
CO, (L) (cm) 0,202439 1| 0,202439 57,0989 0,000000
CO, (Q) (cm) 0,572175 1| 0572175 161,3847 0,000000
KNO; (L) (cm) 0,165802 1| 0,165802 46,7652 0,000000
KNO; (Q) (cm) 0,009103 1 0,009103 2,5676 0,122152
CO, : KNOg4 0,019186 1 0,019186 5,4115 0,028774
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Error 0,085090 24 0,003545
Total Suma Cuadrados 1,096725 29
= S d Grad Cuadrad
uma de rados uadrado .

e cuadrados | libertad Medio RER(IT= = Vele g
CO, (L) (cm) 2,5051E+08 1| 2,5051E+08 6,87803 0,014921
CO; (Q) (cm) 4 5146E+08 1| 4,5146E+08 12,39500 0,001751
KNO3; (L) (cm) 3,7308E+06 1| 3,7308E+06 0,10243 0,751701
KNO; (Q) (cm) 3,5420E+07 1| 3,5420E+07 0,97249 0,333898
CO, : KNO; 5,4667E+08 1| 5,4667E+08 15,00905 0,000724
Error 8,7414E+08 24 36422778
Total Suma Cuadrados 2,3516E+09 29

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

Grafica 6. Diagramas de Pareto parametros de proceso.

(A)

(B)

Pareto Efectos Estandarizados
Variable de Respuesta; Concentracion Biomasa (g/L)
2 Factores; CO2 (C) (mL/min), KNO3 (N) (g/L)

P=0.05 1) Termino linesl del modelo

Pareto Efectos Estandarizados
Variable de Respuesta; Concentracion de Lipidos (g/g)
2 Factores; CO2 (C) (mL/min), KNO3 (N) (g/L)

|
c)

c)

de Resp J
2 Factores; CO2 (C) (mL/min), KNO3 (N) (g/L)

cw}

N@

vl

p =005
(L) Termino lineal del modelo
{Q) Termino cusdratico del modelo

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.
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De la tabla 14 se observa que uUnicamente la concentracion de CO; influy6
significativamente sobre la produccion de biomasa, ya que tanto su término lineal
como cuadratico cumplen con la significancia estadistica de p<0,05. Por otro lado,
tanto la concentracion de CO, como la concentracion de nitrégeno influyeron
significativamente sobre la produccion de lipidos, ademas la interaccion entre las
dos variables vista como un factor también influyé estadisticamente en la
respuesta. Finalmente, se puede observar que el Unico parametro principal que
influyé significativamente sobre la produccion de hidrocarburos fue la
concentracion de CO,, y la interaccion entre las dos variables también tuvo

significancia estadistica.

En la grafica 6-A se observa que la concentracion de CO; tuvo un efecto positivo
sobre la produccion de biomasa, es decir, a mayor concentracion de CO, mayor
produccion de biomasa. Para la produccion de lipidos (grafica 6-B) todos los
parametros significativos; concentracion de CO,, nitrdgeno e interaccion entre
factores, tuvieron un efecto negativo sobre la produccion de lipidos, es decir, a
menor valor de los factores mayor produccion de lipidos. En el caso de los
hidrocarburos, se observé que el efecto de la interaccion entre las variables
presenté el mayor grado de significancia, es decir, la presencia de ambos
parametros influyé significativamente sobre la produccion de hidrocarburos. El
efecto de este factor fue positivo, entonces a mayor nivel de las variables, mayor
produccion. Ademas, el efecto de la concentracion de CO, también fue
significativo, convirtiéendolo en un parametro determinante en la producciéon de

hidrocarburos.

A partir de la tabla 15 se determiné la magnitud del efecto de los parametros
significativos sobre cada variable de respuesta (biomasa, lipidos e hidrocarburos).

Tabla 15. Efectos estimados parametros de proceso.
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(A)

Factor Efecto Etror Valor-p '95% Li.mite +95% L_ir_nite
estandar confiabilidad | confiabilidad
Interacciéon Medias 0,385453 0,092942 0,000363 0,193629 0,577276
CO, (L) (cm) 0,667777 0,098990 0,000001 0,463472 0,872081
CO, (Q) (cm) 1,114664 0,125770 0,000000 0,855087 1,374241
KNO3 (L) (cm) 0,186202 0,100787 0,077042 -0,021813 0,394217
KNO; (Q) (cm) 0,114225 0,116538 0,336791 -0,126298 0,354748
CO, : KNO; 0,168433 0,132570 0,216078 -0,105178 0,442044
(B)
Error -95% Limite +95% Limite
D Bfecto | ostandar valor-p | . nfiabilidad | confiabilidad
Interaccion Medias 0,711260 0,023436 0,000000 0,662890 0,759630
CO, (L) (cm) -0,188616 0,024961 0,000000 -0,240134 -0,137099
CO, (Q) (cm) -0,402888 0,031714 0,000000 -0,468343 -0,337433
KNO; (L) (cm) -0,173797 0,025415 0,000000 -0,226250 -0,121344
KNO; (Q) (cm) -0,047088 0,029386 0,122152 -0,107738 0,013562
CO, : KNO; -0,077764 0,033429 0,028774 -0,146758 -0,008770
(©) __ __
Factor Efecto e Valor-p -95% Limite | +95% Limite
estandar confiabilidad | confiabilidad
Interacciéon Medias 18202,15 2375,429 0,000000 13299,5 23104,80
CO, (L) (cm) -6635,15 2529,990 0,014921 -11856,8 -1413,51
CO, (Q) (cm) 11316,97 3214,450 0,001751 4682,7 17951,27
KNO3; (L) (cm) 824,42 2575,936 0,751701 -4492,0 6140,89
KNO; (Q) (cm) 2937,24 2978,499 0,333989 -3210,1 9084,56
CO, : KNO; 13126,55 3388,238 0,000724 6133,6 20119,53

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

Segun los resultados anteriores, el efecto para el parametro concentracion de CO;
fue positivo, entonces la produccion de biomasa puede aumentar hasta en 0,87
g/L al pasar de un nivel bajo (30 mLCO,/min) a un nivel alto (90 mLCO,/min) de
suministro de CO,. En cuanto a los lipidos, el efecto de la concentracion de CO,
fue negativo, entonces la produccién puede disminuir en promedio 0,29 g/g al
pasar de un nivel bajo a un nivel alto de suministro de CO,. Asimismo el efecto de
la concentracion de nitrogeno fue negativo, entonces la produccion de lipidos
puede disminuir hasta en 0,22 g/g al pasar de un nivel bajo (0,38 g/L) a un nivel
alto (1,5 g/L) de suministro de nitrogeno. La interaccién entre las variables fue
negativa, entonces al aumentar los niveles de ambos factores de manera

equilibrada la produccién de lipidos puede disminuir de manera progresiva hasta

63



en 0,07 g/L. El efecto de la interaccion entre variables fue positivo sobre la
produccién de hidrocarburos, aumentando hasta en 20119,3 pg/g al aumentar los
niveles en ambos factores, principalmente la concentracion de CO,, la cual tuvo
efectos positivos y negativos debido a un efecto ensilladura.

Con el fin de optimizar la produccion de Biomasa, Lipidos e Hidrocarburos en el
cultivo de B. braunii, se construy0 la grafica 7 con las Superficies de Respuesta y

Diagramas de Contorno de los experimentos corridos.

Gréfica 7. Superficie de respuesta parametros de proceso.
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(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

En la grafica 7-A se puede observar que los valores maximos de produccion de
biomasa se obtuvieron con las concentraciones mas elevadas de CO,, ademas, el
aumento o disminucion de los valores de produccion estuvo principalmente
influenciado por los cambios en la concentracion de CO,, mientras los cambios
debido a la concentracion de nitrdgeno no fueron evidentes. La superficie de
respuesta para la produccion de Lipidos (grafica 7-B) muestra un valor maximo
predicho (0,792 g/g) que se obtuvo con un valor critico de concentracion de CO,
de 58,17 mL/min y un valor critico de concentracion de nitrégeno de 0,0 g/L. Los
cambios en los niveles de CO, fueron los que generaron los contrastes mas
notorios en las productividades, notandose que el suministro de concentraciones
medias de CO, fue ideal para la produccion de lipidos. Por otra parte, aunque a
menores concentraciones de nitrégeno también se noté un pequefio aumento de
la productividad, el efecto fue mucho menor comparado con el CO,. Finalmente,
en la gréfica 7-C se observa que la produccion de hidrocarburos aumentd con el
aumento de la concentracion de CO,, pero también aumentdé a medida que
disminuyé la concentracion de CO,, esta condiciébn se dio por un punto de
ensilladura que une los maximos de la funcion. Es evidente que los maximos

valores de produccion de hidrocarburos se consiguieron con altas concentraciones
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de CO; y de nitrégeno, o bajas concentraciones de ambos nutrientes, ratificando
la importancia de la interaccién y el suministro de ambas variables sobre la

productividad.
4.2.2 Resultados de Productividad. En la tabla 16 se
registra la produccién de los diferentes metabolitos (Biomasa, Lipidos e

Hidrocarburos) en los dias 5, 10 y 15 de la experimentacion.

Tabla 16. Resultados produccion de metabolitos en el tiempo etapa 2.

(A) -

. Biomasa (g/L

Tratamiento CO, KNO; Dia5 Dia 10 Dia 15

1 30 0,38 0,20 0,50 0,70
2 30 15 0,18 0,65 0,83
3 90 0,38 0,68 0,72 1,43
4 90 15 0,90 0,85 1,78
5(C) 60 0,75 0,33 0,90 0,38
6 17 0,75 0,19 0,43 0,98
7 102 0,75 0,75 0,83 1,60
8 60 0 0,28 0,43 0,30
9 60 1,54 0,25 0,69 0,20
10 (C) 60 0,75 0,38 0,79 0,42
Blanco 0 0 0,06 0,12 0,15
(B) e

: Lipidos (g/g

Tratamiento (6{0)} KNO3 Dias Dia 10 Dia 15

1 30 0,38 0,11 0,26 0,56
2 30 15 0,79 0,77 0,57
3 90 0,38 0,40 0,42 0,45
4 90 15 0,40 0,34 0,30
5(C) 60 0,75 0,66 0,27 0,77
6 17 0,75 0,48 0,69 0,47
7 102 0,75 0,66 0,44 0,23
8 60 0 0,52 0,72 0,84
9 60 1,54 0,52 0,50 0,51
10 (C) 60 0,75 0,70 0,38 0,78
Blanco 0 0 0,05 0,14 0,10
— d b (g /g)

. Hidrocarburos (ug / g
Tratamiento CO, KNO; Dias Dia 10 Dia 15
1 30 0,38 9133,3 3945,6 46531,1
2 30 15 9947,0 2671,5 22829,2
3 90 0,38 740,8 389,3 19756,8
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4 90 15 666,6 291,2 25861,2
5(C) 60 0,75 1737,1 315,5 14939,3
6 17 0,75 8603,6 2961,7 30271,7
7 102 0,75 781,7 409,6 21994,9
8 60 0 2808,5 551,7 16285,9
9 60 1,54 2367,8 356,9 249644
10 (C) 60 0,75 1950,3 500,8 15764,6
Blanco 0 0 360,4 110,5 1090,5

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.
A partir de los resultados anteriores, se realizé la gréfica 8 sobre el avance de la

produccién en el tiempo y la tabla 17 con los datos de productividad para cada
metabolito de interés.

Gréfica 8. Comportamiento de la produccion en el tiempo parametros de proceso.

Producdon Biomasa Versus Tiempo Produccion Lipidos Versus Tiempo
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- ——1 080 1 —_—1
— Ton !
o 3 E 0,60 - —p—3
i 4 ﬁ 050 4 e
P
—— 5 3‘140 ] ——
—p— a 0’30 1 ——
—7 2020 ——T
— B =
0,10 —
— 0,00 . : ,  —
-0 5 10 15 ——10
e Tiempo (dias) e Bare

—— 10

e B30

Tiempo (dias)

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.
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Tabla 17. Resultados de productividad etapa 2.

A d dad (g/L.dia)
. Productividad (g/L.dia
Tratamiento CO, KNO3 Dia 10 Dia 15

1 30 0,38 0,0595 0,04
2 30 15 0,0945 0,035
3 90 0,38 0,009 0,141
4 90 15 -0,011 0,186
5(C) 60 0,75 0,1145 -0,1035
6 17 0,75 0,0475 0,11
7 102 0,75 0,015 0,155
8 60 0 0,0315 -0,0265
9 60 1,54 0,0885 -0,098
10 (C) 60 0,75 0,082 -0,037
Blanco 0 0 0,012 0,006
(B d dad (g/g.dia)
. Productividad (g/g.dia
Tratamiento (6{0)} KNO3 Dia 10 Dia 15

1 30 0,38 0,029 0,060
2 30 15 -0,005 -0,041
3 90 0,38 0,004 0,006
4 90 15 -0,012 -0,008
5(C) 60 0,75 -0,077 0,098
6 17 0,75 0,041 -0,043
7 102 0,75 -0,044 -0,042
8 60 0 0,041 0,023
9 60 1,54 -0,004 0,002
10 (C) 60 0,75 -0,038 0,077
Blanco 0 0 0,018 -0,008
& d dad (pg/g.dia)
. Productividad (ug/g.dia
Tratamiento CO, KNO3 Dia 10 Dia 15
1 30 0,38 -1037,5 4258,5
2 30 15 -1455,1 2015,8
3 90 0,38 -70,3 1936,8
4 90 15 -75,1 2557,0
5(C) 60 0,75 -284,3 1462,4
6 17 0,75 -1128,4 2731,0
7 102 0,75 -74,4 2158,5
8 60 0 -451,4 1573,4
9 60 1,54 -402,2 2460,8
10 (C) 60 0,75 -272,1 1531,1
Blanco 0 0 -49,98 196

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.
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En la grafica 8 se observa que todos los tratamientos presentaron valores finales
superiores al blanco, lo que significa que el suministro de ambos nutrientes, en
mayor o menor medida, tuvo efectos sobre la produccion de los metabolitos. Los
tratamientos con las concentraciones mas altas de CO, (tratamientos 3,4,7)
presentaron las mayores producciones de biomasa. Por el contrario, la
concentracion de nitrdgeno no fue relevante ya que las producciones mas altas de
biomasa se consiguieron tanto con concentraciones altas como bajas del
nutriente. Se alcanzaron valores maximos de produccion de biomasa (tabla 17-A)
para el dia 15 de 1,78 g/L (tratamiento 4) y 1,60 g/L (tratamiento 7). La mayor
productividad hasta el dia 10 fue de 0,1145 g/L.dia (tratamiento 5) y para el dia 15
fue de 0,186 g/L.dia (tratamiento 4). En la grafica 8-B se observa que el
comportamiento de los tratamientos en la produccion de lipidos fue bastante
disperso; para el dia 10 las mayores producciones se dieron con concentraciones
bajas de CO,, sin embargo para el dia 15 estas productividades cayeron y
aumentd la importancia del CO,, consiguiendo las mayores producciones de
lipidos con concentraciones medias (60 mL/min). Las concentraciones bajas a
nulas de nitrégeno fueron favorables para la produccién de lipidos, como lo refleja
el tratamiento 8 cuya produccion fue la mas alta y la adicidon de nitrégeno fue cero.
Se alcanz6 el valor maximo de produccién de lipidos para el dia 15 de 0,84 g/g
(tratamiento 8). La mayor productividad hasta el dia 10 fue de 0,041 g/L.dia
(tratamiento 8) y para el dia 15 fue de 0,098 g/L.dia (tratamiento 5). Para el caso
de los hidrocarburos, en la grafica 8-C es claro que la productividad mas alta se
obtuvo a bajas concentraciones de CO, y bajas concentraciones de nitrégeno. En
todos los tratamientos hubo un comportamiento similar a través del tiempo; para el
dia 10 la productividad venia en caida, seguramente porque existen para este
periodo otras prioridades metabdlicas por parte de la microalga y los nutrientes no
son esenciales o puede que inhiban el cultivo, sin embargo a partir del dia 10
hasta el dia 15 la productividad fue significativamente positiva para todos, lo que
implica una necesidad metabodlica de los nutrientes en este periodo. La mayor

produccion de hidrocarburos en el dia 15 fue de 46531,1 ug/g.dia (tratamiento 1).
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La productividad hasta el dia 10 fue en caida (negativa) para todos los

experimentos. Ya para el dia 15 fue de 4258,5 ug/g.dia (tratamiento 1).

4.3 ETAPA 3 (PARAMETROS DE SUMINISTRO)

En las tablas 18-A, 18-B y 18-C se registran los resultados obtenidos respecto a la
produccion de biomasa, lipidos e hidrocarburos de la cepa de B. braunii para cada

uno de los tratamientos experimentales planteados.

Tabla 18. Resultados experimentales etapa 3.

(A) -

. Biomasa (g/L
Tratamiento €O KNOs Original Replica 1 Replica 2
1 30 0,38 0,13 0,3 0,2
2 30 1,5 0,13 0,04 0,16
3 90 0,38 0,72 0,89 0,79
4 90 1,5 0,67 0,78 0,59
5(C) 60 0,75 0,87 0,75 0,9
6 17 0,75 0,16 0,32 0,27
7 102 0,75 0,96 0,84 0,9
8 60 0 0,9 0,85 0,74
9 60 1,54 0,7 0,77 0,72
10 (O) 60 0,75 0,81 0,71 0,85
(B) e

: Lipidos (g/g
Tratamiento €ion Nl Original Replica 1 Replica 2
1 30 0,38 0,52 0,4 0,43
2 30 15 0,69 0,53 0,58
3 90 0,38 0,34 0,19 0,25
4 90 15 0,32 0,37 0,24
5 (C) 60 0,75 0,2 0,27 0,16
6 17 0,75 0,81 0,66 0,72
7 102 0,75 0,32 0,21 0,19
8 60 0 0,4 0,32 0,33
9 60 1,54 0,39 0,24 0,3
10 (C) 60 0,75 0,21 03 0,27
) drocarburos (ug / g)

. Hidrocarburos (ug / g
Tratamiento €O KNOs Original Replica 1 Replica 2
1 30 0,38 6377,3 6390,7 6395,5
2 30 1,5 13664 13696,4 13691,2
3 90 0,38 3839,4 3876,1 3857,2
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4 90 15 6590,3 6618,5 6610
5(C) 60 0,75 389,8 422,5 415

6 17 0,75 6493,2 6485 6459,7
7 102 0,75 3563,2 3580,5 3588,8
8 60 0 407,5 429,2 416,3
9 60 1,54 520,2 543,7 539,9
10 (C) 60 0,75 400,3 426,6 419,3

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

4.3.1

parametros (Concentracion de CO,, Concentracion de Nitrégeno)

Andlisis Estadistico. Con el fin de determinar que
tuvieron
influencia sobre las variables de respuesta en el cultivo con un suministro de CO;

semi-continuo o por pulsos, se construyeron la tabla 19 y la grafica 9.

Tabla 19. Resultados ANOVA parametros de suministro.

(A)
Suma de Grados | Cuadrado .
e cuadrados | libertad Medio RERI 7 Vele e
CO, (L) (cm) 1,547438 1] 1,547438 91,35681 0,000000
CO, (Q) (cm) 0,401054 1] 0,401054 23,67719 0,000058
KNOj; (L) (cm) 0,155401 1| 0,155401 9,17450 0,005793
KNO; (Q) (cm) 0,063764 1 0,063764 3,76446 0,064190
CO, : KNOg4 0,000308 1 0,000308 0,01819 0,893840
Error 0,406522 24 0,016938
Total Suma Cuadrados 2,552720 29
(B d d drad
Suma de Grados | Cuadrado ,
e cuadrados | libertad Medio RER(IT= = Vele g
CO, (L) (cm) 0,506557 1 0,506557 101,8746 0,000000
CO, (Q) (cm) 0,225539 1] 0,225539 45,3585 0,000001
KNO; (L) (cm) 0,026966 1| 0,026966 5,4232 0,028618
KNO; (Q) (cm) 0,047315 1] 0,047315 9,5157 0,005070
CO, : KNO; 0,002893 1 0,002893 0,5819 0,453018
Error 0,119337 24 0,004972
Total Suma Cuadrados 0,877480 29
(€) d d drad
Suma de Grados Cuadrado .
i cuadrados | libertad Medio Rl P veler
CO, (L) (cm) 85113816 1 85113816 15,05786 0,000712
CO, (Q) (cm) 179930780 1] 179930780 | 31,83234 0,000008
KNOs (L) (cm) 101016648 1| 101016648 17,87130 0,000296
KNO; (Q) (cm) 38849552 1 38849552 6,87304 0,014953
CO, : KNOg4 21305278 1 21305278 3,76921 0,064034
Error 135658834 24 5652451
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| Total Suma Cuadrados | 487930745 | 29 |

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

Grafica 9. Diagramas de Pareto parametros de suministro.

(A) (B)
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(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

En la tabla 19-A se observa que ambos factores, tanto la concentracion de CO,
como la concentracion de nitrégeno, influyeron significativamente sobre la
produccion de biomasa, ya que tanto sus término lineales como el termino

cuadratico en el caso del CO, cumplieron con la significancia estadistica de
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p<0,05. Igualmente, tanto la concentracion de CO, como la concentracion de
nitrégeno, influyeron significativamente sobre la produccion de lipidos segun los
resultados obtenidos en la tabla 19-B. Para la produccion de hidrocarburos (tabla
19-C), ambos factores, tanto la concentracion de CO, como la concentracion de

nitrégeno, influyeron significativamente en la produccién de este metabolito.

En la grafica 9-A se observa que el efecto de la concentracion de CO, presento el
mayor grado de significancia sobre la produccion de biomasa. Se observa ademas
que los términos lineal y cuadratico para la concentracion de CO, tuvieron
diferentes signos, esto quiere decir que el modelo presenta ensilladura. La
concentracion de nitrégeno influyé en menor grado con efecto negativo, es decir,
que al pasar de niveles bajos a niveles altos de nitrégeno, la produccién de
biomasa tendié a disminuir y viceversa. En la gréfica 9-B se observa que al igual
que para la biomasa, el efecto de la concentracion de CO, presenté el mayor
grado de significancia sobre la produccion de lipidos, y el modelo también
presento ensilladura. La concentracion de nitrégeno influyé tanto su término lineal
como cuadratico, aunque en menor grado que para el CO,. El signo positivo para
los efectos del nitrdgeno quiere decir que al pasar de niveles bajos a niveles altos
de la variable, la produccién de lipidos tendi6 a aumentar. Por otra parte, la
produccion de hidrocarburos (grafica 9-C) tuvo un comportamiento similar a la
produccion de lipidos; la concentracion de CO, presentd el mayor grado de
significancia con un modelo que presenté ensilladura, y la concentracién de
nitrégeno tuvo un efecto positivo, es decir, al pasar de niveles bajos a niveles altos
de la concentracion de nitrégeno, la produccion de hidrocarburos tendido a

aumentar.

A partir de la tabla 20 se determin6 la magnitud del efecto de los parametros

significativos sobre cada variable de respuesta (biomasa, lipidos e hidrocarburos).

Tabla 20. Efectos estimados parametros de proceso.
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(A)

Factor Efecto Etror Valor-p '95% Li.mite +95% L_ir_nite
estandar confiabilidad | confiabilidad
Interacciéon Medias 0,785948 0,051226 0,000000 0,680223 0,891674
CO, (L) (cm) 0,521481 0,054559 0,000000 0,408877 0,634086
CO, (Q) (cm) -0,337304 0,069320 0,000058 -0,480373 -0,194235
KNO3 (L) (cm) -0,168258 0,055550 0,005793 -0,282908 -0,053608
KNO; (Q) (cm) -0,124623 0,064231 0,064190 -0,257190 0,007944
CO, : KNO; 0,009855 0,073067 0,893840 -0,140949 0,160658
(B)
Error -95% Limite +95% Limite
D Bfecto | ostandar valor-p | . nfiabilidad | confiabilidad
Interaccion Medias 0,231307 0,027755 0,000000 0,174024 0,288590
CO, (L) (cm) -0,298364 0,029561 0,000000 -0,359374 -0,237354
CO, (Q) (cm) 0,252948 0,037558 0,000001 0,175432 0,330464
KNO; (L) (cm) 0,070090 0,030097 0,028618 0,007972 0,132208
KNO; (Q) (cm) 0,107352 0,034801 0,005070 0,035527 0,179178
CO, : KNO; -0,030198 0,039588 0,453018 -0,111904 0,051509
(©) __ __
Factor Efecto e Valor-p -95% Limite | +95% Limite
estandar confiabilidad | confiabilidad
Interacciéon Medias 479,07 935,780 0,613368 -1452,29 2410,42
CO, (L) (cm) -3867,52 996,668 0,000712 -5924 54 -1810,49
CO, (Q) (cm) 714452 1266,306 0,000008 4530,99 9758,04
KNO3; (L) (cm) 4289,88 1014,768 0,000296 2195,50 6384,26
KNO; (Q) (cm) 3076,13 1173,355 0,014953 654,44 5497,81
CO, : KNO; -2591,38 1334,768 0,064034 -5346,21 163,45

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

En la tabla 20-A se observa que la concentracion de CO, tuvo efectos positivos y
negativos sobre la produccion de biomasa debido a un efecto ensilladura. Sin
embargo el efecto total de la variable concentracién de CO, fue positivo, es decir,
la produccion de biomasa tendi6 aumentar conforme aumenta el valor de la
variable. La concentracion de nitrégeno tuvo un efecto negativo sobre la
produccion de biomasa, asi al pasar de un nivel bajo (0,38 g/L) a un nivel alto (1,5
g/L) la produccion puede decrecer hasta 0,28 g/L. En cuanto a la produccién de
lipidos (tabla 20-B), la concentracion de CO, también present6 efectos positivos y
negativos debido a un efecto ensilladura, teniendo un efecto total negativo, es
decir, la produccién de lipidos tendi6 a aumentar conforme disminuye la

concentracion de CO,. La concentracién de nitrégeno tuvo un efecto positivo, es
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decir, a medida que aumento su nivel, aumento la produccién de lipidos. Asi pues
al pasar de un nivel bajo (0,38 g/L) a un nivel alto (1,5 g/L) la produccién puede
crecer hasta en 0,17 ¢g/L. Finalmente, en la tabla 20-C se aprecia que la
concentracion de CO; tuvo efectos positivos y negativos sobre la produccion de
hidrocarburos debido a un efecto ensilladura. Sin embargo el efecto total de la
variable concentracion de CO, fue positivo, es decir, la produccién de
hidrocarburos tendié a aumentar conforme aumenta el valor de la variable. La
concentracion de nitrogeno tuvo un efecto positivo, es decir, a medida que
aumentoé su nivel, aumento la produccion de hidrocarburos. Asi pues al pasar de
un nivel bajo (0,38 g/L) a un nivel alto (1,5 g/L) la produccién puede crecer hasta
en 6384,26 ug / g.

Con el fin de optimizar la produccién de Biomasa, Lipidos e Hidrocarburos en el
cultivo de B. braunii con suministro por pulsos, se construy6 la grafica 10 con las

Superficies de Respuesta y Diagramas de Contorno de los experimentos corridos.

Grafica 10. Superficie de respuesta parametros de suministro.

Superficie de Respuesta Grafica de Contornos
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(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

La grafica 10-A muestra un valor maximo predicho de produccién de biomasa
(0,912 g/L) que se obtuvo con un valor critico de concentracion de CO, de 82,9
mL/min y un valor critico de concentracion de nitrégeno de 0,57 g/L. Se puede
observar también que el principal parametro que provoco una variacion en la
produccion de biomasa fue la concentracion de CO,, la cual a mayores niveles
favorecio la productividad. Ademas se evidencia que aunque el efecto de la
concentracion de nitrégeno fue menor sobre la variacion de la biomasa, a niveles
mas bajos se favorecio la produccion. La grafica 10-B muestra un valor minimo

predicho de produccién de lipidos (0,184 g/g) que se obtuvo con un valor critico de
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concentracion de CO, de 77,2 mL/min y un valor critico de concentracion de
nitrogeno de 0,80 g/L. Se observa entonces que el principal parametro de
variacion fue la concentracion de CO,, la cual a menores niveles favorece la
produccion de lipidos. El efecto de la concentracion de nitrdgeno, aunque presento
un punto minimo en un nivel medio y fue menos significativo que el CO,, a medida
gue aumentd su nivel se favorecié la produccién de lipidos. La grafica 10-C
muestra un comportamiento bastante similar el expuesto por los Lipidos; se
evidencio un minimo predicho de produccion de hidrocarburos para valores
medios de los parametros (CO;; 64,6 mL/min y nitrdgeno; 0,58 g/L). Estos
resultados muestran que tanto la concentracion de CO, como la concentracién de
nitrogeno influyeron casi con la misma significancia sobre la respuesta. Respecto
al CO,, altos y bajos niveles favorecieron una alta produccion de hidrocarburos.
Por su parte respecto al nitrdgeno, aunque presentd un punto minimo en un nivel
medio, a medida que aumentd el nivel del factor se favorecio la produccién de

hidrocarburos.

4.3.2 Resultados de Productividad. En la tabla 21 se
registra la produccién de los diferentes metabolitos (Biomasa, Lipidos e
Hidrocarburos) en los dias 5, 10 y 15 de la experimentacion usando suministro de

CO; por pulsos.

Tabla 21. Resultados produccion de metabolitos en el tiempo etapa 3.

(A) -

. Biomasa (g/L

Tratamiento CO;, KNO; Dia5 Dia 10 Dia 15

1 30 0,38 0,58 0,47 0,21
2 30 15 0,18 0,42 0,11
3 90 0,38 0,65 0,58 0,80
4 90 15 0,60 0,50 0,68
5(C) 60 0,75 0,67 0,73 0,84
6 17 0,75 0,51 0,26 0,25
7 102 0,75 0,50 0,58 0,90
8 60 0 0,83 0,67 0,83
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9 60 1,54 0,80 0,73 0,73
10 (C) 60 0,75 0,58 0,69 0,79
Blanco 0 0 0,06 0,12 0,15
(B) e
: Lipidos (g/g
Tratamiento CO, KNO; Dias Dia 10 Dia 15
1 30 0,38 0,28 0,31 0,45
2 30 1,5 0,35 0,51 0,60
3 90 0,38 0,16 0,69 0,26
4 90 1,5 0,23 0,46 0,31
5(C) 60 0,75 0,17 0,67 0,21
6 17 0,75 0,34 0,65 0,73
7 102 0,75 0,55 0,76 0,24
8 60 0 0,34 0,67 0,35
9 60 1,54 0,13 0,45 0,31
10 (C) 60 0,75 0,22 0,70 0,26
Blanco 0 0 0,05 0,14 0,10
(€) id b (ug / 9)
. idrocarburos (ug / g

Tratamiento CO, KNO3 Dias Dia 10 Dia 15
1 30 0,38 789,3 4221.,8 6387,8
2 30 1,5 2181,9 4167,1 13683,7
3 90 0,38 4499,9 4264,9 3857,4
4 90 1,5 4977,7 5233,4 6606,4
5(C) 60 0,75 1408,4 2938,7 409,1
6 17 0,75 973,5 6514,2 6479,5
7 102 0,75 7165,1 4407,8 3577,2
8 60 0 1195,1 3009,9 417,7
9 60 1,54 974,4 1492,0 534,6
10 (C) 60 0,75 1450,3 2500,8 415,5
Blanco 0 0 360,4 110,5 1090,5

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

A partir de los resultados anteriores, se construy6 la grafica 11 sobre el avance de
la produccion en el tiempo y la tabla 22 con los datos de productividad para cada

metabolito de interés.

Grafica 11. Comportamiento de la produccion en el tiempo parametros de

suministro.
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(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

Tabla 22. Resultados de productividad etapa 3.

—— —r—{
X —— -’
g ——3 —p—3
s — —
E , mtenn 5 —t—F
g — e
, e i
— —
g 9
Tiempo (dias) —t— 10 Tiempo (dias) 10
(€)
Produccion Hidrocarburos Versus Tiempo
16000
—~ e |
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E 12000
3 10000 —gp— 3
8000 ——
6000 —et
—t—

2 d dad (g/L.dia)
. Productividad (g/L.dia

Tratamiento CO, KNO; Dia 10 Dia 15
1 30 0,38 -0,022 -0,052
2 30 1,5 0,048 -0,062
3 90 0,38 -0,014 0,044
4 90 1,5 -0,02 0,036
5 (C) 60 0,75 0,012 0,022
6 17 0,75 -0,05 -0,002
7 102 0,75 0,016 0,064
8 60 0 -0,032 0,032
9 60 1,54 -0,014 0
10 (C) 60 0,75 0,022 0,02
Blanco 0 0 0,012 0,006
(B)
| Tratamiento | CO, KNO; Productividad (g/g.dia)

79




Dia 10 Dia 15
1 30 0,38 0,006 0,028
2 30 1,5 0,032 0,018
3 90 0,38 0,106 -0,086
4 90 1,5 0,046 -0,03
5(C) 60 0,75 0,1 -0,092
6 17 0,75 0,062 0,016
7 102 0,75 0,042 -0,104
8 60 0 0,066 -0,064
9 60 1,54 0,064 -0,028
10 (C) 60 0,75 0,096 -0,088
Blanco 0 0 0,018 -0,008
= d dad (ug/g.dia)
. Productividad (ug/g.dia
Tratamiento CO, KNO; Dia 10 Dia 15
1 30 0,38 686,5 433,2
2 30 1,5 397,04 1903,32
3 90 0,38 -47 -81,5
4 90 1,5 51,14 274,6
5(C) 60 0,75 306,06 -505,92
6 17 0,75 1108,14 -6,94
7 102 0,75 -551,46 -166,12
8 60 0 362,96 -518,44
9 60 1,54 103,52 -191,48
10 (C) 60 0,75 210,1 -417,06
Blanco 0 0 -49,98 196

(A) Biomasa. (B) Lipidos. (C) Hidrocarburos.

En los resultados anteriores se ve gque todos los tratamientos presentaron valores
finales superiores al blanco, lo que significa que el suministro de ambos nutrientes,
en mayor o menor medida, tuvo efectos sobre la produccion de biomasa y

metabolitos.

En la grafica 11-A se observan las mejores producciones de biomasa usando
concentraciones medias a altas de CO; (= 60 mL/min) a los 15 dias de suministro
(tratamiento 3,5,7 y 8) y las producciones mas bajas con las concentraciones mas
bajas de CO, (tratamientos 1,2 y 6), haciendo del CO, un parametro clave. El
cambio en la concentracion de nitrdgeno no parecio relevante sobre la variacion
de la productividad de biomasa, sin embargo los mejores resultados se
consiguieron con concentraciones medias a bajas. De acuerdo con la tabla 21-A

se alcanzaron valores maximos de produccion de biomasa en el dia 15 de 0,9

80



g/L.dia (tratamiento 7). La mayor productividad hasta el dia 10 fue de 0,022 g/L.dia
y para el dia 15 fue de 0,064 g/L.dia. En la grafica 11-B se observa que los
tratamientos con menores concentraciones de CO, (tratamientos 1,2 y 6) tuvieron
un crecimiento sostenido respecto a la produccion de lipidos, y las mayores
productividades a los 15 dias de suministro. Por su parte los tratamientos con
mayores concentraciones de CO, (tratamientos 3 y 7) tuvieron un crecimiento
acelerado respecto a la productividad hasta el dia 10, logrando producciones
maximas. Sin embargo, del dia 10 en adelante presentaron una caida bastante
notoria en la produccion de lipidos, lo cual se pudo deber a que los
microorganismos ya habian saturado su necesidad biologica de una fuente de
carbono, y las cantidades requeridas eran menores respecto a la etapa de
crecimiento lo que pudo inhibir el cultivo por las altas concentraciones de CO,.La
concentracion de nitrdgeno arrojo las mejores producciones de lipidos con valores
medios a bajos, sin embargo la concentracibn de carbono fue mucho mas
relevante. De acuerdo con la tabla 21-B, se alcanzo el valor maximo de
produccion de lipidos para el dia 10 de 0,76 g/g (tratamiento 7). La mayor
productividad hasta el dia 10 fue de 0,106 g¢/L.dia y para el dia 15 fue de 0,028
g/L.dia. La grafica 11-C muestra una produccion méxima de hidrocarburos por
encima de todos los tratamientos para el dia 15, que implicé baja concentracion de
CO, y alta concentracion de nitrogeno. Se puede ver que concentraciones bajas y
altas de CO, y medias de nitrégeno (tratamientos 4 y 6) también lograron
productividades altas. Esto evidencia que el nitrégeno fue una variable
fundamental en la produccion de hidrocarburos. De la tabla 21-C se observa el
valor maximo de produccion de hidrocarburos para el dia 15 de 13683,7 ug/g
(tratamiento 2). La mejor productividad hasta el dia 10 fue de 1108,14 ug/g.dia y
para el dia 15 fue de 1903,32 pg/g.dia.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

En estudios previos, Eriksen, Poulsen y Iversen [z inyectaron CO, puro a medios
de cultivo de microalgas utilizando difusores de membrana y difusores de orificios,
y observaron que la proporcién del CO, agregado que se disuelve en el cultivo
aumenta del 11% al 55% al usar membrana en vez de orificios, concluyendo que
el pequefio tamafo de la burbuja del difusor de membrana (<1mm) aumenta el
coeficiente de transferencia de masa de CO.. En el presente estudio se respaldan
dichos resultados, ya que se encontraron aumentos del 18% al 45,9% en la
proporcion de CO, disuelto al usar una piedra difusora sobre un difusor de
burbujeo, lo cual puede atribuirse a la influencia opuesta del tamafio de burbuja en
el coeficiente de transferencia de masa K. y el area interfacial especifica A_ 3.
Mas aun, se obtuvieron diluciones de CO, de hasta 57,5% usando geometrias del

fotobiorreactor con didmetro de 8 cm y altura de 45 cm.

Con base en los resultados obtenidos en el analisis estadistico, se puede afirmar
gue dentro de los parametros de disefio referentes a la geometria del reactor, la
altura es influyente sin importar el tipo de difusor. Esto se debe a que esta variable
aumenta el tiempo de residencia del gas en el medio acuoso, contribuyendo
explicitamente a la dilucion. Estudios previos 26) han demostrado que el aumento
de la altura de la columna de agua por encima de 30 cm reduciria la pérdida de
CO,, es mas, se hallaron transferencias de CO, de hasta el 100% cuando la altura

de la columna era mayor a 50 cm.

Se puede sefalar entonces que las condiciones 6ptimas para lograr una alta
dilucion de CO; en el medio de cultivo son tamafios de burbuja pequefios (Piedra
difusora), alturas de columna de liquido importantes (>30 cm) que aumenten el
tiempo de residencia del gas y diametros medios (< 8 cm) que aporten a una baja

dispersion de las burbujas en el reactor para aumentar la transferencia.
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El crecimiento lento de B. braunii ha sido el paso limitante para su explotacion
exitosa como fuente de hidrocarburos 6. Ranga Rao, Sarada y Ravishankar [7g
encontraron que las cepas de B. braunii mostraron incrementos en la produccién
de biomasa usando atmodsferas enriquecidas con CO, en comparacion con el
cultivo de control sin CO,, lo que muestra la eficiencia metabdlica a través del
crecimiento fotoautotrofico. Por su parte, Wolf, Nanomura y Bassham [100; hallaron
gue cultivos de B. braunii alimentados con aire enriquecido con 0,3% de CO,,
tienen un tiempo de duplicacion de masa mucho mas corto (40 horas) en
comparacion con 6 dias para los cultivos suministrados con aire del ambiente. En
cuanto al efecto del nitrdgeno, Ruangsomboon [g;; encontré que la biomasa de la
cepa KMITL 2 de B. braunii no fue significativamente afectada por la concentraciéon

de nitrégeno después de 30 dias de cultivo.

El presente estudio respalda y valida estas observaciones mediante un disefio
experimental donde se encontré que el tipo de suministro y la concentracion de
CO;, tienen una alta significancia estadistica sobre la produccion de biomasa de B.
braunii, mientras la concentracion de nitrégeno no presenta influencia importante.
Esto se puede deber al elevado contenido de carbono (hasta 50% en peso) que se
tiene registrado de esta especie de microalga 3, convirtiendo al CO, en una

fuente de carbono esencial para el crecimiento del cultivo.

Se encontraron las mejores productividades de biomasa suministrando CO, de
manera continua al cultivo. Los tratamientos a los cuales se les suministro la
concentracion mas alta de CO, de 0,06 v/ivm (90 mLCO,/min) exhibieron la
produccion mas alta de biomasa de 1,78 g/L para el dia 15, y productividades de
hasta 0,186 g/L.dia. En estudios previos, Ge, Liu y Tian 37 obtuvieron resultados
similares en cultivos de B. braunii encontrando producciones maximas de biomasa
de 2,31 g/L para el dia 25 de cultivo y de 1,18 g/L para el dia 15, usando la
concentracion maxima de CO, estudiada de 0,04 v/ivm. Los resultados obtenidos

permiten afirmar que el aumento de la concentracion de CO, que se suministra al
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cultivo tiene como resultado un aumento significativo en la produccion final de
biomasa del cultivo. Mas aun, se encontr6 un aumento en la produccion de
biomasa del 33,7% respecto a lo reportado por Ge et al 377 al aumentar la
concentracion de CO, en 33,3%, obteniendo altas producciones en tiempos mas
cortos. Ademas no se presentaron largos periodos de adaptacién del cultivo a
concentraciones medias de CO, como lo reportaron Yoo, Jun y Lee (104, l0 cual se
puede deber a la diferencia que existe entre las diferentes cepas de microalgas,
revelando que la cepa de B. braunii utilizada en este estudio puede tolerar y

adaptarse a altas concentraciones de CO3 [sg).

Se puede concluir entonces, con base a los resultados obtenidos, que las mejores
condiciones para lograr una alta produccion de biomasa son altas concentraciones
de CO,; > 0,06 v/ivm que pongan a disposicidon una fuente de carbono suficiente
para el crecimiento del cultivo, teniendo en cuenta que la cepa estudiada presento

buena tolerancia a altas concentraciones de CO..

Para la produccion de lipidos, se encontré que tanto la concentracibn de CO,
como la concentracién de nitrégeno suministradas al cultivo tienen un efecto sobre
la produccion, siendo el CO; el factor mas significativo estadisticamente. Estudios
previos han reportado que aunque una deficiencia de nitrogeno favorece la
acumulacion de lipidos al limitar la sintesis de proteinas o) 24, S€ requiere
nitrébgeno para el crecimiento. Mas aun, Ge et al ;377 concluyeron que el contenido
relativamente bajo de lipidos en sus cultivos de B. braunii se puede deber a las
altas concentraciones de nitrégeno utilizadas comparado con otros trabajos. En el
presente estudio se encontraron las mejores producciones de lipidos usando
concentraciones bajas a nulas de KNOg, con contenidos de hasta el 84% p/p (0,84
gramos de lipidos / gramos de biomasa) para suministros nulos de nitrégeno, lo

cual respalda los comportamientos previos encontrados en otras investigaciones.
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Se ha reportado que el contenido total de lipidos de B. braunii varia en un rango
de 26% a 86% del peso seco [pg. Y00 et al 1047 compararon la produccion de
lipidos en 3 especies de microalgas (Botryococcus braunii, Chlorella vulgaris y
Scenedesmus sp.) encontrando que el contenido total de lipidos de B. braunii era
2-4 veces mayor que el de las otras dos cepas, alcanzando un contenido maximo
de lipidos totales de 25.79% p/p usando una concentracién de CO; de 0,03 v/ivm.
Por su parte, Ranga Rao et al [7g; expusieron que el contenido total de lipidos de la
cepa de B. braunii cultivada en diferentes niveles de CO, estaba en el intervalo de
28-30% p/p, mientras que en el control sin suministro de CO, fue 22% p/p. Ge et al
[37) reportaron contenidos de lipidos de 10,41%, 11,21%, 12,44% y 12,71% (p/p)
con 0,005, 0,01, 0,02 y 0,04 (v/vm) de aireacion CO,, respectivamente. Estos
estudios previos respaldan lo encontrado en el analisis estadistico del presente
trabajo, donde se validé la alta significancia estadistica que tiene el tipo de
suministro y la concentracion de CO, sobre la produccién de lipidos en cultivos de

B. braunii.

Se encontraron productividades maximas de lipidos para el dia 10 de 0,106
g/g.dia, logrando producciones de hasta 76% p/p, esto usando concentraciones
altas de CO; (= 0,06 v/vm) y suministrandolo de manera discontinua (por pulsos).
Para el dia 15, la productividad maxima de lipidos fue de 0,098 g/g.dia vy la
produccion mas alta fue de 84% p/p, esto usando concentraciones medias de CO,
(0,04 v/ivm) y suministrandolo de manera continua al cultivo. Estos resultados son
bastante prometedores ya que se obtuvieron producciones mucho mas altas que
las registradas en la literatura. Teniendo en cuenta que el biodiesel consiste en
gran parte de los ésteres metilicos de acidos grasos, que son producidos por la
transesterificacion de los lipidos de origen bioldgico (g3, la cepa estudiada a las
condiciones de suministro de CO, encontradas se perfila como una fuente

prometedora de materia prima para la produccion de biodiesel.
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En cuanto a la produccion de hidrocarburos, se encontré que la concentracién de
CO; y su método de suministro influyen significativamente sobre la productividad.
La presencia de nitrdgeno también tiene significancia estadistica sobre la
produccion, pero el CO; es el factor principal que determina este efecto. Estudios
previos avalan estos resultados; Casadevall et al g reportaron que una
concentracion inicial de NO3 > 0,2 mg/L favorece la produccién de hidrocarburos.
Por su parte, Metzger et al [g5; reportaron incrementos en el contenido de
hidrocarburos del 5% en condiciones no aireados al 20-61% cuando se suministra

aire mezclado con CO; al 1%, dependiendo del origen de la cepa.

En el presente estudio se encontraron las productividades mas altas de
hidrocarburos usando las concentraciones mas bajas de CO,. Producciones
méximas de 46531,1 ug/g (4,6% p/p) para el dia 15 de cultivo se obtuvieron
usando la concentracion mas baja de CO, estudiada (0,02 v/ivm) con un
suministro continuo. Para el dia 10, se encontraron las maximas productividades
(1108,14 pg/g.dia) usando concentraciones bajas de CO, con un suministro
discontinuo (pulsos). Estos resultados contrastan con datos obtenidos
anteriormente. Por ejemplo Wolf et al j100; reportaron que su cepa de B. braunii
acumulo entre el 24-29% de la biomasa seca en forma de hidrocarburos
botriococenos. Okada, Murakami, y Yamaguchi 717 por su parte estimaron para su
cepa de B. braunii producciones de hidrocarburos en el rango de 10-38% del peso
de la biomasa seca. Ademas, diversos estudios es) 78 (377 informaron que el
contenido de hidrocarburos de B. braunii aumentd con el aumento de la
concentracion de CO,. Estas variaciones en el contenido y perfil de hidrocarburos
a diferentes concentraciones de CO,; entre el presente estudio y lo reportado en la
literatura, podrian atribuirse a las diferencias entre las razas de las cepas
estudiadas, ya que dependiendo de las caracteristicas biol6gicas de la especie

producen hidrocarburos por diferentes vias metabdlicas 7.
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6. CONCLUSIONES

La altura de la columna del liquido y del tipo de difusor influyen significativamente
sobre la dilucion de CO, en un medio de cultivo especifico para B. braunii,

logrando mayores diluciones con alturas >35 cm pequefios tamafios de burbuja.

Quedo demostrado que el aumento en la concentraciéon de CO, tiene un efecto
positivo sobre la produccion de biomasa en el cultivo de B. braunii, registrando las

mayores productividades con las mayores concentraciones suministradas.

Se encontré que la produccion de Lipidos en cultivos de B. braunii se ve
favorecida con concentraciones de CO; entre 0,04 — 0,06 v/ivm y bajas o nulas de

nitrogeno, combinando ademas regimenes de suministro continuo y por pulsos.

Se evidencié que la produccién de Hidrocarburos en cultivos de B. braunii se ve
favorecida con concentraciones de CO; de 0,02 v/ivm, aunque las productividades

finales fueron muy bajas comparadas con estudios previos.

Quedo comprobado que la variacion en el método de suministro (Pulsos y
Continuo) afecta directamente la magnitud y el efecto que tiene el CO, sobre la

produccion de Biomasa, Lipidos e Hidrocarburos en cultivos de B. braunii.

Se valido el potencial de la cepa de B. braunii colombiana para la produccion de

biodiesel gracias a sus altas tasas de sintesis de lipidos.
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7. RECOMENDACIONES

Realizar corridas experimentales mas largas (> 15 dias) para distinguir mejor el
comportamiento de la especie a través del tiempo, teniendo en cuenta que esta es

una especie de crecimiento lento.

Realizar una caracterizacion de los lipidos sintetizados por esta cepa para

cuantificar su potencial para fabricar biodiesel.

Escalar las condiciones de suministro de CO, propuestas en Fotobiorreactores
tanto abiertos como cerrados a escala piloto para cultivos de la cepa colombiana

de Botryococcus braunii.

Ejecutar estudios comparativos entre las mejores condiciones de suministro de
CO; encontradas en el presente estudio, y comparar los resultados versus el uso

de otras fuentes de carbono organicas para cultivos de Botryococcus braunii.
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