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RESUMEN

TITULO: DISENO DE UN SISTEMA DE CONSUMO DE DIOXIDO DE CARBONO
MEDIANTE CULTIVOS DE BOTRYOCOCCUS BRAUNIL®

AUTORES:

ANA MILENA MALAGON CUADROS
REYNALDO ANDRES VERA ARENAS™*

PALABRAS CLAVES: Biocombustible, Fotobiorreactor discontinuo, Botryococcus

Braunii, CO; nutrientes, pH.
DESCRIPCION:

Actualmente debido a la gran contaminacién ambiental y agotamiento de combustibles fosiles,
surge la necesidad de buscar alternativas de solucién que sea amena con el medio ambiente y de
bajo costo. En este trabajo de investigacion se realiza el disefio de un sistema de consumo de
diéxido de carbono (CO;) a partir de micro-algas, en especial de Botryococcus Braunii. Esta alga
es caracterizada por ser gran productora de hidrocarburos gracias a la actividad fotosintética y
fijacion de CO2. Se encuentra en climas cdlidos donde la temperatura esta alrededor de 25°C. Se
adecua un medio de cultivo que garantice la optimizacion del crecimiento del alga, donde se
estudian los efectos que tiene la sintesis en las propiedades finales de obtencion como productos
principales y subproductos (lipidos, carbohidratos e hidrocarburos). Los efectos evaluados fueron:
cantidad de CO,, pH, condiciones 6ptimas de luz, nutrientes usado en el medio de cultivo y se
hicieron andlisis de espectrofotometro para los resultados de carbohidratos, hidrocarburos y
lipidos. Se realizdé 3 experimentos (original y replica), a cada experimento se le inyecto CO, durante
15 dias a diferentes concentraciones de CO, y KNOjz; Segln los resultados que se obtuvieron, la
concentracion de CO, y la concentracion de nutrientes en el medio de cultivo como fuente de
nitrégeno fueron las variables con mayor influencia; para el experimento 6ptimo durante 25 dias se
escogié una concentracion de 100 mL/ min de CO, y como fuente de nitrégeno 0,40 g/L de KNOs.
Se observa una produccion del 67,26 (% p/p) de lipidos, 43217,07 (ug/g) de hidrocarburos, 0,018
(g9/L) de carbohidratos y 0,37 (g/L) de biomasa sin descuidar el pH del cultivo que oscilé de 5,5y
6,0.

* Trabajo deGrado
** Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela delngenierfa Quimica. Director: Criséstomo Barajas
Codirector Andrés Barajas
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ABSTRACT

TITLE: SYSTEM DESIGN OF A CONSUMER OF CARBON DIOXIDE BY CROPS
BOTRYOCOCCUS BRAUNIL"

AUTHORS:

ANA MILENA MALAGON CUADROS
REYNALDO ANDRES VERA ARENAS™*

KEYWORDS: Biofuel, batch Photobioreactor, Botryococcus braunii, CO2,

nutrients, pH.
DESCRIPTION:

Currently to the high environmental pollution and fossil fuel depletion, appear the need to seek
alternative solution beneficent environment and inexpensive. In this research work design system
consumption of carbon dioxide (CO,) from micro-algae, especially Botryococcus braunii performed.
This alga is a major producer of hydrocarbons by photosynthetic activity and CO, fixation. It is
located in hot weather where the temperature is around 25°C. A culture medium guarantees algal
growth optimization, where the effects of the synthesis in obtaining the final properties of main
products and by-products (lipids, carbohydrates and hydrocarbons) are studied. Effects of
evaluations were: amount of CO2, pH, optimal light conditions, used in the culture medium nutrients
and spectrophotometer analysis for carbohydrates, hydrocarbons and lipids results were made.
Three experiments (original and replica) were performed, for each experiment will inject CO2 for 15
days to different concentrations of CO2 and KNO3. According to the results obtained, the
concentration of CO2 and nutrient concentration in the culture medium as a source nitrogen were
the most influential variables; was chosen for the optimal experiment for 25 days a concentration of
100 mL / min of CO2 and nitrogen source as 0,40 g / L of KNO3. 67,26 a production was observed
(% w / w) lipid, 43217,07 (ug / g) of hydrocarbons, 0,018 (g / L) of carbohydrate and 0,37 (g / L) of

biomass. Culture pH ranged from 5,5 to 6,0.

* Work Degree

** Faculty of Physical-Chemical Engineering. School of Chemical Engineering. Director: Crisostomo
Barajas .Co-director: Andres Barajas
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INTRODUCCION

Botryococcus Braunii es una micro-alga que se caracteriza por poseer altas
concentraciones de lipidos (entre 35 a 70 % de Acidos Grasos Libres) con un 75%
en peso seco de hidrocarburos acumulados [1]; Dentro de esta misma especie se
pueden reconocer 3 diferentes tipos 0 "razas quimicas”, cada una de estas se

diferencia por el tipo de hidrocarburos que produce [2].

El tipo A produce n-alkadienos (C,3-Css, principalmente hidrocarburos dienos y
trienos), el tipo B produce hidrocarburos triterpenos C3p-C37 mejor conocidos
como botriococenos y escualenos metilados C331-C34, €n cambio, las tipo L produce
licopadienos, los cuales son tetraterpenoides simples [2], por esto, se cree que
micro-algas ancestrales pueden ser los depdsitos actuales de petroleo [3]. El tipo
B comprende un grupo de micro-algas coloniales, con células de un tamafio de 10
micras en longitud. Estas micro-algas sintetizan hidrocarburos terpenoides de
largas cadenas via DXP-MEP [4] y los depositan en el espacio extracelular,

formando asi una matriz hidrofobia en la cual mdiltiples células se adhieren

[2][5][6].

Los hidrocarburos denominados botriococenos son triterpenos modificados con la
formula quimica CnHz2nio [5], estos pueden llegar a ser entre el 30 y 40% de la
biomasa seca [2]. 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 [7]. 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
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solo una pequefia fraccion del contenido total de hidrocarburos de la micro-colonia
[8][9]; Sin embargo, para poder producir cualquiera de estos tipos de
hidrocarburos se requieren de altas concentraciones de carbono (ya sea organico
0 inorganico). Wolf demostré que la aireacién con 0,3% de CO, puede promover
significativamente el crecimiento de B. Braunii que a pesar de tener una fase de

crecimiento exponencial alto, demora un largo periodo de tiempo [9].

Para el caso especifico de los cultivos de micro-alga, el CO, disuelto en el cultivo
es consumido continuamente por las células, una parte de este CO, se convierte
en biomasa y otra parte se libera en forma de O,, mientras que el O, producido a
través de la fotosintesis alga ha sido liberado inicialmente dentro del cultivo para
luego disiparse con los gases de salida [10]. En teoria, las micro-algas pueden fijar
cerca del 9% de la luz solar incidente y generar 280 toneladas de biomasa seca
por ha' y afio! y consumen alrededor de 513 toneladas de CO, [11]. Segin
Cheng la tasa de fijacion fotosintética de CO, en C. vulgaris depende fuertemente
de la concentracion de CO; y su inyeccion continua, encontrando que la mayor
tasa de fijacion se alcanzé con una concentracion de 1,0% (v/iv) de CO; en el aire
de inyeccién [10]. Ademas sus resultados indicaron que usando un reactor con
membrana de fibra hueca como dispersor del CO, aumenta el consumo de 80 a
260 mg L*h,

Adicionalmente de ser una fuente de carbono, el CO, contribuye al control del pH
dentro del cultivo, ya que segun Mazzuca durante la inyeccion de CO, se puede
observar alguno (o dos) de los siguientes fenémenos: (1) existe inhibicién cuando
se usan fracciones molares altas de CO; y/o (2) bajas fracciones molares de CO,
generan pequeias variaciones de pH en el cultivo [12]. Las algas pueden fijar CO»
del ambiente, hasta en lugares con concentraciones 1000 veces mas altas que las
ambientales, lo cual podria ser util para controlar los altos niveles de CO»

industriales [13]. EI CO, es convertido en productos de valor agregado tales como
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proteinas, vitaminas, alimento, combustibles entre otros [14][15]. Analisis quimicos
han demostrado que la biomasa del micro-alga consiste de 40 a 50% de carbon,
esto sugiere que entre 1,5 a 210 kg de CO, son necesarios para producir 1 kg de

biomasa [12].

En principio, la limitacion del CO;, en el medio puede ser evitada al inyectarlo en
exceso, ya sea mezclado con el flujo de aire o directamente en el cultivo [16][17];
sin embargo el uso de CO; representa un gasto operacional grande, ya que la
pérdida de este gas debe ser minimizada, por lo que requiere que el sistema de

inyeccion sea optimizado [18].

De acuerdo con la literatura, la adicion de carbono para el cultivo masivo de micro-
algas representa la principal limitante [19][20][21][22]; ya que una de las primeras
consideraciones que se debe tener al usar CO» es que, grandes concentraciones
de este pueden inhibir el crecimiento, por otro lado, bajas concentraciones pueden
limitar el crecimiento [23]. Estas concentraciones maximas (inhibidor) y minimas
(limitante) varian de especie en especie, por lo cual la concentracion de CO; no
solo debe ser mas baja que cierto valor el cual satisfaga la necesidad de carbono
del alga, sino que también que no exceda un limite superior para asi evitar una
gran pérdida de CO, [10]. Para el caso de B. braunii Ranga Rao utilizo
concentraciones cercanas al 20% (v/v) de CO, demostrando ademas que no existe
una inhibicion aparente del crecimiento celular [24]; estos resultados son
consistentes con los encontrados por Ge [25], donde demuestran que la mejor
concentraciéon de CO, que mejora el crecimiento de B. braunii es de 20% (v/v);
cabe resaltar que estos resultados varian drasticamente de los reportados por Yoo

[26], y a los de Chiu [27], quienes encontraron que la mejor era hasta 10%.
Todas estas diferencias tan marcadas en la concentraciéon del CO, suministrado

se debe principalmente a la cepa utilizada, por lo cual se hace indispensable

disefiar un medio de cultivo que optimice la produccion tanto de biomasa como de
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hidrocarburos, ademas es importante evaluar la forma como el CO; es inyectado
en el sistema de cultivo; por lo anterior el objetivo de este trabajo es la evaluacién
del efecto de la inyeccion de CO, de forma semi-continua en la produccion de

biomasa, hidrocarburos y lipidos en cultivos de B. braunii.
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1. DESCRIPCION METODOLOGICA

Figura 1. Metodologia experimental para el disefio de consumo de CO2 y la obtencion de biomasa,
carbohidratos, lipidos e hidrocarburos.

Obtencion del Cultivo y Relacion Inyeccion Semi-
Microorganismo Carbono/ Nitrogeno Continuade CO,
Prueba estadistica Cuantificacion de

Anova Resultados l l biomasa y metabolitos.

1.1 Microorganismo.

Se utilizara la micro-alga Botryococcus braunii obtenida de un lago ubicado en el
municipio de Porce, Antioquia y aislada en el Laboratorio de Transformacion de
Biomasa del grupo de investigacion CIDES de la Universidad Industrial de
Santander; la cepa se mantuvo en el medio de cultivo Bold Basal modificado
(MBBM). Cada litro de medio de cultivo esta compuesto por: macronutrientes
NaNOs (1,5 g/L), (Moles) MgS0,4.7H;0 (3,04 X10™) NaCl (4,28 X 10™), KoHPO,4
(4,31 X 10, KHoPO4 (1,29 X 10®), CaCl.2H,0 (1,70 X 10 y micronutrientes
(g/L) ZnS04.7H,0 (3,07 X 10°), MnCl».4H,0O (7,28 X 10°), MoOs (4,93 X 10°°),
CuS0,4.5H,0 (6,29 X 10°°), Co(NO3),.6H,0 (1,68 X 10°), HsBO3 (1,85 X 107,
EDTA (1,71 X 10, KOH (5,53 X 10™), FeS04.7H,0 (1,79 X 10°) y utilizando
reactores cilindricos de diametro interno de 14cm y 35cm altura con un volumen
del cultivo de 2 L. Los reactores se acoplaron a un sistema de aireacion por

burbujeo con un flujo de 0,6 L/min.
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Se instalé un disefio de sistema de cultivo de CO- en el laboratorio de procesos
conformado por 4 cilindros con capacidad de 25 kg a los que se les abri6 las
valvulas de 6:00 a.m. hasta las 6:00 p.m; 4 lineas de CO2 con sus rotametros que
daba paso a la cantidad de concentracién de CO; a inyectar a una presion de 5,44
atm y temperatura de 25 °C. La inyeccién de CO, se realiza de manera
discontinua en intervalos de 40 minutos con una duracion de 20 minutos
controlando la caida del pH. Un compresor para la inyeccion continla de aire a

cada reactor y luz artificial fluorescente las 24 horas del dia.

1.2 Relacion Carbono/Nitrogeno.

Con la intencion de comprobar el efecto de la relacion entre la cantidad de
Nitrogeno presente y la cantidad de CO- en el sistema, se desarroll6 un disefio de
experimentos 23, para esto se tuvo en cuenta las cantidades de CO, (mL/min)
reportadas por Yoo [26], Ge [25] y Honda [28]; para la concentracién de la fuente
de nitrdgeno se utilizaron los resultados previamente obtenidos en la Laboratorio

de Biomasa para la cepa de B. braunii (Tabla 1).

Tabla 1. Disefio de experimentos 22 Relacién C/N.

A B C D E F G H I

KNO;
gL | 075 | 1,50 | 0,75 | 0,38 | 0,38 | 0,75 | © 15 | 1,54

Co,
(mL/min) | 102,43 | 30,00 60 90 30 17,57 60 90 60

1.3 Inyeccion Semi-Continua de CO..

La inyeccion de CO; estuvo controlada a partir del cambio de pH en el medio, para
cada una de las concentraciones a evaluar el flujo fue constante hasta alcanzar un
pH entre 5,5 y 6,0; una vez alcanzo el pH, el fluo de CO, se detenia hasta
alcanzar nuevamente un pH cercano a 7. Esta metodologia se repitié durante 12

horas diarias a lo largo de 15 dias.
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1.4 Cuantificacion de biomasay metabolitos
Crecimiento celular (peso seco), lipidos totales, hidrocarburos y carbohidratos

fueron determinados utilizando los métodos descritos en Moheimani [29].

1.4.1 Crecimiento celular (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 los filtros fueron llevados a horno durante 1 hora a 100°C seguido por

12 horas en desecador hasta alcanzar peso constante.

1.4.2 Cuantificacion exopolisacaridos (Dubois et al., 1956). Se tom6 1 mL del
medio libre de células (obtenido a partir del medio residual de la filtracion para
peso seco) y se le agregaron 0,5 mL de fenol al 5% (p/v) y 2,5 mL de acido
sulfarico concentrado; la mezcla se homogeniz6 utilizando un vortex durante 2
minutos a velocidad media (segun especificaciones del equipo). Finalmente, cada
una de estas muestras fue transferida a las celdas colorimétricas y se midio la
absorbancia a 485nm (para la cuantificacion de glucosa) en un espectrofotometro
Spectroquant Pharo 300 (Merck).

1.4.3 Cuantificacion de Lipidos totales (Blight & Dyer, 1959). Al final de la
experimentacion se tomaron 20 mL, los cuales se centrifugaron a 3400 rpm
durante 20 minutos, al pellet se le agregaron 5,7 mL de solucién de Bligh y Dyer y
5 mg de perlas de vidrio de 0,5 mm de diametro; la mezcla se homogenizd con
vortex a velocidad maxima durante 15 minutos; transcurrido el tiempo la mezcla se
llevé a centrifuga a 3400 rpm durante 15 minutos, el sobrenadante se guardo en
tubos de vidrio de 50 mL; el pellet restante se llevd 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.
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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

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 Yy 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.

1.4.4 Cuantificacion de hidrocarburos (Eroglu & Melis, 2010). Al final de la
experimentacion se tomaron 20 mL, 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 homogenizd con
vortex a velocidad maxima durante 15 minutos; transcurrido el tiempo se
agregaron 10 mL de agua destilada para separar la biomasa del extracto de
hidrocarburos. Finalmente, cada una de las muestras fue transferida a las celdas
de cuarzo y se midio la absorbancia a 190nm en un espectrofotometro

Spectroquant Pharo 300 (Merck).
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2. ANALISIS DE RESULTADOS

2.1 Regulacion del PH

Se hace un seguimiento estricto del pH de los cultivos como variable controlada,
con el fin de que no se acidifique el alga, en la figura 2 se muestran los principales
movimientos durante la corrida. El pH fue medido antes y después de la inyeccion
de CO,. En este intervalo el Ph disminuia pero no se dejaba exceder la tasa de

decrecimiento ya que esto puede causar la muerte celular de la micro-alga.

Figura 2. Valor del PH de los experimentos en relacion con el tiempo.

[y
o

PN S AT MO AR

X1

Y1

Y2

PH
O R, N W A U N ® L

03:40
01:20
11:20
09:00
05:20
03:20
01:00
10:40
08:40
T05:00
02:40
10:00
07:40
04:00
11:40
09:20

212:40

08:00
02:00
03:40
01:20

07:20
910:20
0104:40
502:20
~12:00

07:20

-
V]
(7]

)
—_—
[

2.2 Produccién de Biomasa

Los resultados de la figura 3 se muestran la relacion de gramos de biomasa por
litro de solucion a través del tiempo. La producciéon de biomasa de los
experimentos en el dia 15 esta comprendida entre 0,33 g/L y 0,062 g/L. Con un
suministro medio de Nitrdgeno y bajo porcentaje de inyeccion de CO; se tiene un

decrecimiento en la biomasa total al final del experimento, mientras que el caso
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mas favorable se suministra igual cantidad de nitrogeno (0,75g/L KNO3) con la
inyeccién de CO; mas alta (102,43 mL/min). Los experimentos C, D, E, G, He |

presentan una produccion similar de biomasa (0,21-0,23 g/L).

Figura 3. Resultados de la produccion de biomasa (g/L) en relacion con los dias.
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El experimento donde se suministra mayor nitrégeno a bajas tasas de CO, (EXP
B) tiene un aumento considerable en la produccion de biomasa en el dia 10, lo que
favorece la produccion en corto tiempo. Para este caso, se obtiene un mejor
resultado (0,42 g/L) en menos tiempo de lo que tarda en producir el mejor
experimento (EXP A) en 15 dias (0,32 g/L).

2.3 Produccion de Exopolisacaridos

Los Exopolisacaridos son carbohidratos que permiten una buena comunicacion
celular y le dan el aspecto mucoso al cultivo. La presencia de carbohidratos en el

cultivo genera mayores posibilidades de contaminacién dando posibilidad a la
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presencia de agentes patdgenos que consumen carbono y afectan el crecimiento

del alga.

Los resultados plasmados en la figura 4 relacionan los gramos de carbohidratos
en un litro de solucion a través del tiempo. La presencia de Exopolisacaridos en
los experimentos estuvo comprendida entre 0,74 y 0,004 g¢/L, siendo el
experimento B y el experimento H el mayor y el menor respectivamente. La
relacion C/N usada en el EXP H es la que mejores resultados arroja gracias a su
comportamiento descendente y minimo en la presencia de estos carbohidratos. En
el experimento B, como se puede observar en la figura 4, contiene la mayor
cantidad de exopolisacaridos con respecto a los demas experimentos eneldia 5y
15 (0,21 g/L y 0,74 g/L respectivamente), pero tiene un valor de produccién muy
bajo en el dia 10 (0,018 g/L), valor que sigue apoyando la posibilidad de producir

mayor biomasa con menos existencia de carbohidratos en solo 10 dias.

Figura 4. Resultados de la produccion de carbohidratos (g/L) en relacion con los dias.
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2.4 Produccion de Lipidos

La produccion de lipidos favorece la aplicacién del alga para la elaboracion de
aceites combustibles. La mayoria del biodiesel es producido mediante
transesterificacion alcalina, a causa de su rapidez y condiciones moderadas que la
caracterizan. Los resultados muestran el porcentaje en peso (% p/p) producidos
por el B. braunii a través de los quince dias. Como se puede ver en la figura 5, el
total de lipidos producido por cada experimento esta en el rango de 60,5% y
17,10% para el dia 15. El experimento F, con una inyeccién minima de 17,57
mL/min de CO, y una composicion de 0,5 g/L de KNOs, muestra la mayor
produccién de lipidos con un 60,5 % p/p. Se puede observar que para el dia 5
todos los experimentos tienen un porcentaje muy similar de produccion de lipidos
(40,8% p/p), después la tendencia de la mayoria es creciente para el dia 10. Los
experimentos G, I, C A y D se comportan de forma decreciente en los dltimos 5
dias. Sin embargo, es importante resaltar la cantidad de lipidos producidos por el
experimento D en el dia 10, ya que alcanza un valor (59,4% p/p) casi igual al

alcanzado por el experimento F en el dia 15.

Figura 5. Resultados de la produccion de lipidos (%p/p) en relacién con los dias.
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2.5Produccién de Hidrocarburos

Los hidrocarburos son parte importante del alga, esta produccién se ve facilitada
con una inyeccién de controlada de CO; y la relacién con la composicion de

nitrdgeno presente en el cultivo.

Para el dia 15, se obtuvieron resultados entre 13683 ug/g y 53455 ug/g siendo el
experimento B y G el mayor y menor respectivamente. Los experimentos F, Hy E
muestra un resultado similar de produccién de hidrocarburos de 6610 mg/g
aproximadamente. EI comportamiento de los hidrocarburos del experimento E fue
creciente todo el tiempo. En los experimentos D y A se obtuvo un valor medio de
produccién (3860 ug/g aproximadamente) y los experimentos | y G un
decrecimiento en los ultimos 5 dias llevandolos a tener el valor mas bajo de

produccion de hidrocarburos (53455 ug/qg).

Figura 6. Resultados de la produccién de Hidrocarburos (ug/g) en relacién con los dias.
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3 RESULTADOS ESTADISTICOS

Estos resultados fueron analizados con la herramienta estadistica del andlisis de
varianza (ANOVA) con el fin de encontrar las diferencias entre los 9 experimentos
realizados. Los valores P<0,05 fueron considerados estadisticamente

significativos.

3.1 Produccién de Biomasa

La figura 7 muestra la relacion de produccién de biomasa con respecto a las
condiciones de presencia de nitrégeno en el cultivo y la tasa de inyeccion de mL/
min CO,. El color vino tinto indica una produccién favorable del 80% con una
inyeccion medianamente alta de CO, (80 mL/min) y una tasa de nitrégeno

suministrada de 0,8 g/L.

Figura 7. Resultados de la produccién de biomasa, con relacién alas concentraciones de CO,y

KNO3.
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La alta produccion de biomasa se restringe para inyecciones de altas
concentraciones de CO; pero es mas tolerante con respecto a la composiciéon de
nitrogeno en el medio de cultivo (0,2 a 1,4 g/L). Para inyecciones inferiores de 50
mL/ min de CO;, la produccion de biomasa decrece rapidamente, alcanzando
valores muy minimos en inyecciones de 20 a 10 mL/min de CO». Por otro lado, es
visible la baja produccion de biomasa cuando se tiene una baja inyeccién CO,,
resultado que reafirma el argumento de que la inyeccion del CO, acelera y mejora
el crecimiento de la microalga. De la misma forma, se puede ver que la produccion
mas baja se presenta cuando la composicion del KNO3; presente en el cultivo es

maxima a bajas inyecciones del COs,.

3.1.1 Pareto de La Produccion de Biomasa. En la figura 8 de significancia del
Pareto de la Produccion de Biomasa, la inyeccién del dioxido de carbono es muy
importante para la produccidén de biomasa de la micro-alga. La tasa de inyeccion
suministrada de mL/ min de CO2 es directamente proporcional a la produccion

total de biomasa.

Es decir, si se desea obtener mayor produccién de biomasa en el cultivo se hace
necesario una inyeccion mas alta de concentracion de CO2. De igual forma, se
puede ver la poca incidencia que tiene la presencia del nitrégeno para la
produccién de biomasa, resultado que confirma la tolerancia a la composicion

medianamente baja o alta concentracion de KNO3 en el cultivo.
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Figura 8. Diagrama de Pareto estandarizado para la produccion de biomasa,

3.2Producciéon de Carbohidratos

La figura 9 muestra las diferentes relaciones entre inyeccion de CO, y presencia
de nitrégeno en el cultivo (KNO3) para la produccion de carbohidratos del B.
braunii. Como se habia mencionado, las mejores condiciones de cultivo del B.
braunii son cuando se presenta la menor produccidon, que en este caso

corresponde a la zona de color verde.

Se puede observar que la mejor relacion C/N para una baja produccidon se
encuentra en una inyecciéon de CO, de 30 a 80 mL/ min y una composicién de 0,8
a 0 g/L de KNOs. Es importante destacar lo similar de este rango con el éptimo
para producir biomasa. En este caso, es mas tolerante el rango de inyeccion de
CO; en que se producen pocos carbohidratos y es menor el rango de composicién

de nitrogeno presente en el cultivo. Por otra parte, la alta produccion de
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carbohidratos se da en cultivos con gran presencia de nitrdgeno y baja tasa de
inyeccién de CO..

Figura 9. Resultados de la produccion de carbohidratos con relacion a las concentraciones de
CO, Yy KNO3;.
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3.2.1 Pareto de La Produccidon de Carbohidratos. Se analizo la significancia de
los resultados de produccion de carbohidratos se tienen varios aspectos
importantes: es muy importante la relacion (C/N) que se maneja en el medio, es un
factor muy incidente la presencia del nitrogeno para la tasa de produccion de
exopolisacaridos y es un poco relevante la presencia de inyecciones de CO..
Como se puede ver en la tabla el aspecto mas relevante es la relacion de dioxido
de carbono y nitrato de potasio, es decir, la relacion (C/N). El signo negativo de la
significancia indica la relacién inversa, en donde a menores tasas de inyecciones

de CO; y mayor presencia de KNO3z; se obtiene mayor produccién de
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la condicién favorable, o sea la menor produccion de exopolisacaridos.
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3.3 Produccién de Hidrocarburos

La figura 11 muestra la relacion de hidrocarburos producidos para diferentes tasas
de inyeccion de CO; y composiciones de KNOs3 en el cultivo. Aqui se puede
observar la formacién de hidrocarburos relativamente baja en inyecciones de CO»
de 65 mL/min y composicion de KNO3; de 0,7 g/L. Las mejores tasas de
produccién de hidrocarburos se dan cuando las inyecciones de CO, son minimas
y hay gran presencia de KNO3; en el medio. Los valores medianamente bajos de
produccién se dan cuando hay o muy altas o muy bajas inyecciones de CO; con
un rango de tolerancia de nitrato relativamente alto. Es posible intuir la posibilidad
de que tanto el CO, como el KNO3s no son muy significativos a la hora de producir

hidrocarburos, ya que la figurall no muestra una tendencia estable.

Figura 11. Resultados de la produccion de Hidrocarburos con relacion a las concentraciones de
C02 y KNO3
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3.3.1 Pareto de La Produccién de Hidrocarburos. Como se puede observar en
la figura 12, ninguno de los aspectos que se tuvo en cuenta son significantes en la
producciéon de hidrocarburos. A pesar de esto, la presencia de CO; fue el factor
gue mas tuvo relevancia, pero igual no se tiene una significancia relativamente

alta.

Figura 12. Diagrama de Pareto estandarizado para la produccion de hidrocarburos .
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3.4Produccién de Lipidos

3.4.1 Produccion de Lipidos Hasta el Dia 10. Ya que la produccién de lipidos es
tan importante para los fines estudiados en esta experiencia, se decide hacer un
estimativo de la produccion para total en los 15 dias y la produccion de lipidos
hasta el dia 10. La figura 13 muestra la produccion de lipidos hasta el dia 10 con
relacion la tasa de inyeccion de CO; y la presencia de KNOs en el medio de
cultivo. Como se puede ver, la produccién de lipidos es alta (color vino tinto) en
inyecciones altas de CO, (90 a 110 mL/min) y baja presencia de KNO3 (0 a 0,2
g/L). La formacion de lipidos se ve altamente influenciada por las inyecciones de

CO; para el dia 10, por lo que se consideraria implementar este experimento con
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estas condiciones de cultivo como una optimizacion de la produccion de lipidos en
muy poco tiempo. De igual forma, se puede observar que para bajas tasas de
inyeccion del gas hay baja produccion de lipidos, sin importar el rango de KNOs3
presente en el medio.

Figura 13. Resultados del dia 10 de lipidos con relacién a la concentracion de CO, y KNO3,
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3.4.2 Produccion de Lipidos Total. Enla figura 14, se muestra la produccion de
lipidos con relacién la tasa de inyeccion de CO, y la presencia de KNO3 en el
medio de cultivo. A diferencia de los resultados del dia 10, se puede notar la
produccion mas alta de lipidos a bajas inyecciones de CO;, (10 a 20 mL/min) y
cualquier concentracion de KNOs3. La produccién mas baja da en inyecciones de
CO; medianamente altas y una composicion de KNO3; de 0,8 g/L. Se puede

observar la relacion inversa entre la presencia del CO» y la formacién de lipidos.
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De igual forma, al tener una inyeccion media de CO; se obtiene cerca del 60% de
lipidos, con una tasa de nitrbgeno que puede ser variable ya que la grafica

muestra la gran tolerancia a la presencia de KNOs.

Figura 14. Resultados de lipidos totales en relacion a la concentracion de CO; Y KNOg,
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3.4.3 Pareto de la Produccion de Lipidos Total. Como se puede ver en la figura
15, la presencia de CO, y KNO3 son aspectos importantes en la produccién de
Lipidos. El simbolo negativo en la significancia de CO, determina la relacion
inversa entre la presencia de inyecciones del gas y la formacion de lipidos, como
ya se habia mencionado anteriormente. Por otra parte, la presencia de nitrato en

el medio de cultivo del alga incentiva la formacion de lipidos de una forma
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Lipidos

DV: Lipidos
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4 ANALISIS DE RESULTADOS OPTIMOS

Realizando un andlisis de los experimentos anteriormente tratados se toman las
condiciones de relacion carbono-nitrégeno (C/N) en las que la produccién de
biomasa, hidrocarburos y lipidos son 6éptimas (con baja produccién de
carbohidratos) y se comparan con un cultivo del B. braunii en ausencia de
inyeccion de CO, (Experimento CONTROL). Se tienen las siguientes condiciones:

Tabla 2. Relacion éptima C/N.

REACTOR KNO; CO;

(g/L) (mL/min)

Scl 0,60 80,00

Sc2 0,40 100,00

4.1Produccion de Biomasa

Como se puede observar en la figura 16 ambos experimentos (SC; y SC»)
presentan notable mejoramiento de la produccién gracias a la inyeccién de COa.
Estos cultivos se realizaron para un periodo de 25 dias obteniendo valores
relativamente altos de produccion entre 0,37 g/L y 0,35g/L (EXP SC, y SC;
respectivamente). El EXP SC; (con la tasa mas baja de inyeccion de CO,) todo el
tiempo de la experiencia obtuvo mejores resultados que el EXP CONTROL,
mientras que el SC» los primeros 10 dias obtuvo tasas de produccion mas bajas

pero mejores para los Ultimos 15 dias.

Es considerable tener en cuenta la diferencia de la produccion de biomasa con

presencia de CO,, la cual esta alrededor de los 0,14 g/L aproximadamente. Ge
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obtuvo una produccion de 2,5 g/L de biomasa en un cultivo con una aireacion de
0,2 wm (volumen de aire por volumen de medio por minuto) a una tasa de 20% de
CO, de forma continua, una produccion mas alta pero con un gasto alto de
carbono [25]. Ranga Rao obtiene una produccién de biomasa de 1,4 g/L en B.
braunii tipo A, en 18 dias con grado de salinidad de 17 mM de cloruro de sodio, sin
presencia de CO2, que demuestra el efecto de la presencia salina en el aumento
de produccion de acido oleico y palmitico [24]. Yoo obtiene una produccion de
biomasa de 26 mg/L.d a una tasa de inyeccién de 10% de CO, en B. braunii,
mostrando la baja produccion del alga pero la alta adaptabilidad a cualquier medio
[26].

Figura 16. Resultado éptimo de la produccion de biomasa (g/L) con relacion a los dias.
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4.2 Producciéon de Carbohidratos

Como se puede apreciar en la figura 17 es evidente la disminucion de produccién
de carbohidratos en cultivos con altas tasas de inyeccién de CO,, obteniendo
resultados entre 0,0087 g/L y 0,0057 g/L para SC; y SC, respectivamente. En
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ambos experimentos se tiene menor produccion de Exopolisacaridos a lo largo del
tiempo. Cabe resaltar la diferencia de produccion entre el CONTROL vy los dos

experimentos optimos (alrededor de 0,01 g/L), asi como la baja produccion similar
a los experimentos anteriormente analizados (EXP H).

Figura 17. Resultado éptimo de la produccion de carbohidratos (g/L) con relacion a los dias.
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Ranga Rao en su experimento obtiene una produccion de carbohidratos de 28
g/L, cifra que muestra lo peligroso que puede ser para el cultivo la presencia salina
porgue aumenta la presencia de agentes patdégenos [24]. Yoo muestra la buena
compatibilidad de la microalga en produccién de biocombustibles gracias a su bajo
contenido de hidrocarburos, al compararla con C. vulgaris y Scenedesmus sp.
[26].

4.3 Produccion de Lipidos

La produccién de lipidos se encontré6 mejorada en un 10% con relacion al cultivo

CONTROL. Como se aprecia en la figura 18, el experimento SC; con una
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presencia de nitrogeno de 0,6 (g/L de KNOs3) y una inyeccion de CO, de 80
(mL/min) muestra el mayor porcentaje peso a peso de produccion (67,26%). Es el
primer caso en que el EXP SC; obtiene mejores resultados que el EXP SC,. Sin
embargo, ambos experimentos obtienen mejores resultados de produccién en
relacion al CONTROL en los 25 dias. Es notable observar el aumento en la

produccion entre el dia 15 y el dia 25.

Figura 18. Resultado éptimo de la produccion de lipidos (%p/p) con relacion a los dias.
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Yoo obtiene en su experimento una productividad de lipidos en B. braunii de 5,51
mg/L, con una inyeccion de 10% de CO, de manera continua, destacando la alta
produccion del alga de acidos grasos [26]. Ge obtiene tan solo 12,71% p/p de

lipidos con un 20% de inyeccion de CO; (aireacion de 0,02 wm) en el dia 25 [25].
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4.4 Produccion de Hidrocarburos

La produccion de hidrocarburos estuvo comprendida entre 37368,42 ug/g y
43217,07 ug/g. Como se puede ver en la figura 19, antes del décimo dia la
produccién de los experimentos 6ptimos es mas baja, y los siguientes 15 dias
asciende y se mantiene similar a la del CONTROL. El experimento SC, obtiene
mejores resultados con una diferencia de 6000 ug/g, lo que lo consolida como el
mejor productor tanto de hidrocarburos como de biomasa y carbohidratos para los
fines de esta experiencia. El experimento SC; obtiene una produccion igual a la
del CONTROL, lo que demuestra que la inyeccion de CO; no afecta la produccion
de hidrocarburos significativamente, como ya se habia hecho mencion

anteriormente.

Figura 19.Resultado 6ptimo de la produccion de Hidrocarburos (ug/g) con relacién a los dias.

50000
45000
40000
~ 35000 ==4==Scl
30000 T
25000 *
20000
15000
10000
5000
0 T T T T T )

=== Sc2

=== CONTRO
L

Hidrocarburos (ug/g

Dias

Ge obtiene en el experimento mencionado anteriormente una produccion de
hidrocarburos de 24,45% p/p con aireacion continua del 20% para un periodo de
25 dias [25]. De igual forma, Ranga Rao obtiene un 28% p/p de productividad de

hidrocarburos en su experimento salino de 18 dias [24]. Yoshimura considera que
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1% de aireacion de CO2 debe ser burbujeado en el medio para obtener el
crecimiento Optimo de la cepa [30]. Wolf asegura que las condiciones 6ptimas de

CO2 para produccion de hidrocarburos difieren entre las cepas [9].
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5 CONCLUSIONES

Es notable la afinidad de la micro-alga Botryococcus braunii para la producciéon de
biocombustibles, gracias a la alta produccion de lipidos, alta composicién de
hidrocarburos y baja produccion de carbohidratos. La micro-alga es considerada
capaz de crecer en diferentes medios, en presencia de ambientes salinos, aguas

contaminadas 0 en ausencia de nutrientes.

El B.braunii es muy buena productora de hidrocarburos pero a un ritmo lento. Las
inyecciones de CO, aceleran este crecimiento y mejoran el rendimiento de la
produccion, dandole una mayores eficiencias en corto tiempo y sin un gasto

excesivo del carbono usado.

La presencia del carbono en el B. braunii causa una caida en el pH del cultivo, el
cual debe ser controlado con el fin de evitar la muerte celular y disminuir el
rendimiento de produccion; Como se puede observar en las comparaciones, dicho
rendimiento aumenta si se trabaja de forma continua, lo cual también representa

mayor uso de diéxido de carbono.

La relacion Carbono-Nitrégeno suministrado al cultivo es muy importante porque
ésta afecta directamente la produccion de lipidos e hidrocarburos, el hecho de que
proporcione una alta inyeccion de CO- sin tener en cuenta la relacion con el nitrato

no garantiza un excelente rendimiento.
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6 RECOMENDACIONES

Es conveniente realizar experimentos de forma discontinua con el B. braunii en

ambientes salinos.

Debido al alto consumo de agua y la escasez que atraviesa nuestro pais de este
importante mineral, seria conveniente realizar experimentos con aguas residuales.
La buena adaptabilidad de B. braunii a medios extremos es una ventaja que

puede ser aprovechada con el fin de ahorrar el agua potable que aun tenemos.
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