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Au moment du travail, quand peu a peu une compréhension s’amorce, prend forme,
s’approfondit ; quand dans une confusion peu a peu on voit apparaitre un ordre, ou quand ce
qui semblait familier soudain prend des aspects insolites, puis troublants, jusqu’a ce qu’'une
contradiction enfin éclate et bouleverse une vision des choses qui paraissait immuable —
dans un tel travail, il N’y a trace d’ambition, ou de vanité. Ce qui méne alors la danse est
quelque chose qui vient de beaucoup plus loin que le « moi » et sa fringale de s’agrandir
sans cesse (fut-ce de « savoir » et de « connaissances ») — de beaucoup plus loin sirement

que notre personne ou méme notre espéce. (Grothendieck, 2021, p. 301-302).

La découverte de I'erreur est un des moments cruciaux, un moment créateur entre tous,
dans tout travail de découverte, qu’il s’agisse d’un travail mathématique, ou d’un travail de
découverte de soi. C’'est un moment ou notre connaissance de la chose sondée soudain se
renouvelle. Craindre I'erreur et craindre la vérité est une seule et méme chose. Celui qui
craint de se tromper est impuissant a découvrir. C’est quand nous craignons de nous
tromper que I'erreur qui est en nous se fait immuable comme un roc. (Grothendieck, 2021, p.
201).

Traduccion:

En el momento del trabajo, cuando poco a poco comienza una comprension, toma forma, se
profundiza; cuando en una confusidn poco a poco aparece un orden, o cuando lo que
parecia familiar de repente adquiere aspectos inusuales, luego inquietantes, hasta que

finalmente estalla una contradiccion y derriba una visién de las cosas que parecia inmutable

- en un trabajo asi, no hay ni rastro de ambicion, ni de vanidad. Lo que entonces dirige la
danza es algo que viene de mucho mas lejos que el «yo» y su hambre de expandirse
constantemente (ya sea a través del «conocimiento») - de mucho mas lejos que nuestra

persona o incluso nuestra especie. (Grothendieck, 2021, p. 301-302).

El descubrimiento del error es uno de los momentos cruciales, un momento creativo de
todos, en cualquier trabajo de descubrimiento, ya sea matematico o de autodescubrimiento.
Es un momento en el que nuestro conocimiento de la cosa sondeada se renueva de
repente. Temer el error y temer la verdad son una misma cosa. Quien teme el error es
impotente para descubrir. Es cuando tememos equivocarnos cuando el error en nosotros se

vuelve inamovible como una roca (Grothendieck, 2021, p. 201).
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RESUMEN

En este trabajo se estudian dos aspectos fundamentales en el desarrollo de un
concepto de biorrefineria a partir de microalgas para la produccion de lipidos y
metano.

La limitacion de nitrégeno (N) es la estrategia mas comun para acumular compuestos
altamente energéticos en las microalgas, sin embargo, esta condicidon reduce la tasa
de crecimiento de las microalgas y las productividades de biomasa, lipidos y
carbohidratos. Adicionalmente, la biomasa de microalga es una materia prima de
interés para producir CH4 mediante digestion anaerobia (DA). Sin embargo, los retos
mas importantes para utilizar esta biomasa son la posible inhibicién de la DA debido
a la acumulacion de acidos grasos volatiles o amonio que pueden ser toxicos para los
microorganismos de la DA. Asi mismo la presencia de una pared celular dificil de
degradar limita la DA de la biomasa por lo que se requiere romperla e hidrolizarla
previamente.

En este trabajo, se investigo la estrategia de operacién semicontinua combinada con
ciclos de alimentacién-privacion de nitrogeno del NaNO3z (N-NaNOs, abreviado a N)
para aumentar la acumulacion de lipidos y carbohidratos y la biomasa en la microalga
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM. Por otro lado, se investigo el efecto de
diferentes pretratamientos en la biomasa de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM
para establecer el efecto sobre la produccién de biogas.

Para el primer aspecto se evaluo el crecimiento y la productividad de lipidos en un
fotobiorreactor de panel plano (FBR-P) de 1.8 L de volumen de operacion bajo
condiciones controladas, a través de ciclos de alimentacion-privacion de N de 72y 24
horas a diferentes concentraciones de N de 6, 12 y 24 mg L. Las mayores
productividades de biomasa microalgal, lipidos y carbohidratos, 550 + 28, 139 £ 4 y
198 + 7 mg L' d', respectivamente, se obtuvieron para ciclos de 24 horas con una
concentracion de N de 12 mg L' aumentando ~ 2.4 veces en comparacion con los
ciclos de privacion de N de 72 horas. Esta estrategia también se aplicé en un
fotobiorreactor de columna de burbujeo (FBR-CB) de 24 L de volumen de operacion
ubicado en un invernadero, donde se obtuvieron productividades de biomasa de 536
+ 27 y 667 + 33 mg L' d' operado en semicontinuo con ciclos de alimentacion-
privacién de 24 h de N con concentraciones de N de 6 y 12 mgn L™, respectivamente.



Las maximas productividades de lipidos y carbohidratos alcanzadas fueron de 142 +
10y 169 + 14 mg L' d"', respectivamente con 12 mgn L.

El segundo aspecto abordado fue el pretratamiento a biomasa microalgal completa y
biomasa a la cual se le extrajeron los lipidos para establecer la produccién de metano
a partir de la DA. Los cuatro pretratamientos estudiados fueron: Enzimatico (E), Termo
mecanico (TM), Termo Quimico (TQ) y Termo Mecanico Quimico (TMQ). De los
cuales, el TMQ obtuvo la mayor produccion acumulada de metano, con 1323.9 + 38.8
mL L'y 959.7 + 56.3 mL d"' para la biomasa completa y sin lipidos, respectivamente.
El tratamiento E obtuvo la mayor Rmax 118.2 mL d-! con una produccion acumulada de
metano de 904.5 + 40.2 mL L" en el caso de la biomasa completa. Desde el punto de
vista de la productividad energética, es 2 a 6 veces mas productivo extraer los lipidos
y usar la biomasa residual como sustrato para la produccién de metano que la
biomasa completa.

Recapitulando, los resultados muestran que los ciclos de alimentacién-privaciéon de N
y la operacion en semicontinuo promovieron el aumento de la biomasa microalgal y la
productividad de lipidos en S. obtusiusculus AT-UAM.

Por otro lado, los pretratamientos, en particular los que combinan temperatura y
condiciones de hidrdlisis acida, demostraron ser claves para maximizar la produccién
de metano. Estos resultados ahondan en la importancia de la seleccion del
pretratamiento adecuado de la biomasa microalgal para mejorar los rendimientos de

metano y su integracion en un esquema de biorrefineria.



ABSTRACT

This work studies two fundamental aspects in the development of a biorefinery concept
from microalgae to produce lipids and methane.

Nitrogen (N) limitation is the most common strategy to accumulate high-energy
compounds in microalgae; however, this condition reduces microalgae growth rate and
biomass, lipid and carbohydrate productivities. Additionally, microalgae biomass is a
feedstock of interest to produce CH4 by anaerobic digestion (AD). However, the most
important challenges for using this biomass are the possible inhibition of AD due to the
accumulation of volatile fatty acids or ammonium that can be toxic to the AD
microorganisms. Likewise, the presence of a cell wall that is difficult to degrade limits
the DA of the biomass, so it is necessary to break it and hydrolyze it beforehand.

In this work, the strategy of semi-continuous operation combined with nitrogen from
NaNO3 (N-NaNQOs, abbreviated to N) feast-famine cycles was investigated to increase
lipid and carbohydrate accumulation and biomass in the microalga Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM. On the other hand, the effect of different pretreatments on the
biomass of Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM was investigated to establish the
effect on biogas production.

For the first aspect, growth and lipid productivity were evaluated in a flat panel
photobioreactor (FBR-P) of 1.8 L operating volume under controlled conditions,
through 72 and 24 h N-feeding-deprivation cycles at different N concentrations of 6, 12
and 24 mg L-1. The highest microalgal biomass, lipid and carbohydrate productivities,
550 + 28, 139 + 4 and 198 + 7 mg L' d”', respectively, were obtained for 24-h cycles
with an N concentration of 12 mg L' increasing ~ 2.4-fold compared to 72-h N
deprivation cycles. This strategy was also applied in a 24 L operating volume bubbling
column photobioreactor (FBR-CB) located in a greenhouse, where biomass
productivities of 536 + 27 and 667 + 33 mg L' d! operated in semi-continuous with 24
h N-feeding-deprivation cycles with N concentrations of 6 and 12 mgn L™, respectively,
were obtained. The maximum lipid and carbohydrate productivities achieved were 142
+ 10 and 169 * 14 mg L' d', respectively with 12 mgn L.
The second aspect addressed was the pretreatment of wet microalgal biomass
(complete) and biomass from which lipids were extracted to establish the methane
production of biogas from AD. The four pretreatments studied were: Enzymatic (E),



Thermomechanical (TM), Thermochemical (TC) and Thermo-Mechanical-Chemical
(TMC). Of which, TMC obtained the highest cumulative methane production, with
1323.9 + 38.8 mL L' and 959.7 + 56.3 mL d' for wet and lipid-free biomass,
respectively. Treatment E obtained the highest Rmax 118.2 mL d' with a cumulative
methane production of 904.5 + 40.2 mL L' for wet biomass. From the point of view of
energy productivity, it is 2 to 6 times more productive to extract the lipids and use the
residual biomass as a substrate for methane production than the whole biomass.
Recapitulating, the results show that N feast-famine cycles and semi-continuous
operation promoted the increase of microalgal biomass and lipid productivity in S.
obtusiusculus AT-UAM.

On the other hand, pretreatments, particularly those combining temperature and acid
hydrolysis conditions, proved to be key to maximize methane production. These results
further emphasize the importance of selecting the appropriate pretreatment of
microalgal biomass to improve methane yields and its integration into a biorefinery

scheme.
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Glosario

bc: Para referirse a la biomasa completa y fresca de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM

bd: Para referirse a la biomasa sin lipidos (biomasa deslipidizada) de Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM

DA: Digestion anaerobia

DQO: Demanda quimica de oxigeno

E: Enzimatico

FBR-CB: Fotobiorreactor columna de burbujeo

FBR-P: Fotobiorreactor plano

GEI: Gases de efecto invernadero

N: Nitrégeno

TM: Termo-mecanico

TQ: Termoquimico

TMQ: Termo-mecanico-quimico
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INTRODUCCION

El aumento del consumo de combustibles fosiles incrementa las emisiones de gases
de efecto invernadero (GEIl), principalmente de diéxido de carbono (CO2) en la
atmosfera lo cual afecta el clima (Wilberforce et al., 2021). El cambio climatico
aumenta la posibilidad de que se produzcan situaciones no reversibles y eventos
climaticos mas intensos afecten el acceso a los alimentos, agua y energia, lo que
puede llevar a la desestabilizacion social (Steffen et al., 2018). Por ello, las politicas
internacionales desarrolladas recientemente se han centrado en la mitigacion del

cambio climatico y en el fomento de la produccion de energias renovables.

Las tecnologias fisicoquimicas, como la adsorcion, la separacion por membranas, la
absorcion quimica y la destilacion criogénica, se han desarrollado y comercializado a
escala industrial para capturar el CO2. Sin embargo, las tecnologias fisicoquimicas
disponibles actualmente consumen mucha energia, tienen costos elevados y su
efectividad es limitada (Kamkeng et al., 2021), por lo que se estan desarrollando
biotecnologias, a base de microalgas, para fijar el CO> como biomasa a partir de la
cual se pueden obtener productos de valor y generar energia. Las microalgas son una
alternativa prometedora ya que pueden capturar hasta 1.83 toneladas de CO- por
cada tonelada de biomasa seca de microalga mediante la fotosintesis. Ademas, la
biomasa de microalga, que contiene proteinas (30 - 50 %), carbohidratos (20 - 40 %)
y lipidos (8 - 15 %) en condiciones de suficiencia de nutrientes, puede explotarse para
obtener una amplia gama de productos (Huang et al., 2013).

Varios autores han reportado sobre la capacidad de diferentes géneros de microalgas
como Chlorella, Nannochloropsis, Scenedesmus, Monoraphidium, entre otras, para
acumular reservas intracelulares en forma de lipidos y carbohidratos bajo condiciones
de estrés (Nayak et al., 2019; San Pedro et al., 2014; Sanchez-Garcia et al., 2020; H.
Yang et al., 2018). Por lo tanto, las microalgas podrian ser una fuente de componentes
altamente energéticos para producir diferentes biocombustibles renovables como el
biodiésel y el bioetanol debido al alto contenido de lipidos y carbohidratos,
respectivamente (Bhatia et al., 2019). El rendimiento del bioetanol obtenido con
biomasa de microalgas es entre 5 y 150 veces mas alto que para el bioetanol de
primera y segunda generacion obtenido con maiz, colza o hierba suiza (Hossain et al.,
2019; Xue et al.,, 2020). Asi mismo el rendimiento de biodiesel con biomasa de
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microalgas es de 10 a 300 veces mayor que con las materias primas de primera y
segunda generacion. A la fecha se han explorado diferentes estrategias para
promover la acumulacion de lipidos en las microalgas que implican condiciones de
estrés como la limitacion de nutrientes (privacidon de nitrégeno, N, o fosfato) (Toledo-
Cervantes et al., 2013; Xue et al., 2020), cambios bruscos de pH de 7 a 5.5 por
ejemplo, (Sanchez-Garcia et al., 2020; Santos et al., 2014) o el aumento de la
salinidad desde 40 hasta 320 mM de NaCl (Gour et al., 2020), entre otras. Por otro
lado, se ha investigado la optimizacion de la produccion de biogas con biomasa de
microalgas mediante la aplicacion de diferentes tipos de pretratamientos
termoalcalinos, quimicos, térmicos, mecanicos y biolégicos (Vargas-Estrada et al.,
2022).

Investigaciones anteriores realizadas con la microalga oleaginosa Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM demostraron su potencial biotecnolégico para producir
biomasa, capturar CO2 y acumular lipidos. S. obtusiusculus AT-UAM acumulo lipidos
hasta un ~56% de peso celular seco con una productividad de 85 mg L' d" en cultivo
por lotes en condiciones de privacion de N (Sanchez-Garcia et al., 2020). También
capturé CO2 con una tasa de 950 mg L' d*' en un medio con suficiente N (Cabello et
al., 2015; Toledo-Cervantes et al., 2013).

A pesar de la elevada acumulacién de lipidos obtenida, la viabilidad tecno-econdémica
de los procesos con microalgas suele estar limitada por su bajo crecimiento de
biomasa, que se ve afectado aun mas por las condiciones de estrés requeridas para
mejorar el contenido de lipidos en cultivo en lote. Una de las principales limitaciones
para obtener una alta acumulacién de lipidos es la necesidad de operar en 2 etapas,
una de crecimiento y posteriormente una etapa de privacion de nutrientes, lo cual
aumenta los tiempos de produccion y en consecuencia reduce la productividad de
biomasa y por lo tanto de lipidos. El cultivo semicontinuo puede permitir superar
parcialmente estas limitaciones en las microalgas (Aziz et al., 2020; Martinez-Macias
et al., 2018; Mathimani et al., 2017).

Por otro lado, la biomasa de microalga es una materia prima de interés para producir
CH4 mediante digestion anaerobia (DA). La DA es una tecnologia de bajo costo y bien
conocida. Sin embargo, los retos mas importantes para la produccién de biogas son
la posible inhibicion debida al alto contenido en proteinas y a la pared celular que limita
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la degradacion de la biomasa. Los pretratamientos contribuyen a romper la pared
celular y liberar el contenido intracelular. Los pretratamientos incluyen alternativas
térmicas, quimicas y bioldgicas. Cada uno tiene sus retos particulares y es especifico
de cada cepa. La investigacion del aprovechamiento de la biomasa permite mejorar y
optimizar su explotacion en una biorrefineria. EI concepto de biorrefineria se basa en
el de la refineria petrolera, donde a partir de un solo recurso se obtienen multiples
productos. El desarrollo de biorrefinerias basadas en el uso de una o varias fuentes
de biomasa ha sido complejo debido a la propia naturaleza de las biomasas. Por cada
tipo de biomasa se debe de aplicar tratamientos y procesos especificos para obtener
una amplia gama de productos incluyendo aquellos que se pueden destinar para
biocombustibles (Gorry et al., 2018; Vargas-Estrada et al., 2022). Por otro lado, el
desarrollo de biorrefinerias encaja en el concepto de economia circular ya que a partir
de biomasa y de residuos organicos se puede producir diferentes productos y reducir
la huella ambiental. En el caso de las microalgas, que fijan CO2, pueden tratar aguas
residuales y ser aprovechadas en un amplio rango de productos. Luego de haber
obtenido el producto de interés de la biomasa microalgal es posible aprovechar la
biomasa residual por ejemplo como sustrato de DA (Bastiaens et al., 2017).

El objetivo general de este estudio es analizar un esquema de biorrefineria a través
de la integracion de los procesos de generacion biomasa-lipidos en semicontinuo y
produccion de biogas. Para lo cual, es importante evaluar estrategias de cultivo que
permita mantener un estado en el que la productividad de lipidos y carbohidratos de
S. obtusiusculus AT-UAM pueda mantenerse a niveles atractivos, de tal manera, que
no se tenga que operar el sistema en dos etapas, crecimiento/cosecha y resuspender
en medio sin nitrogeno. Para ello, se evaluaron los efectos de la operacion
semicontinua con ciclos de alimentacion-privaciéon de N sobre la acumulacién de
lipidos y carbohidratos con bajas concentraciones de N en fotobiorreactores planos
bajo condiciones controladas (FBR-P). Ademas, la estrategia se aplicé en un
fotobiorreactor de columna de burbujeo (FBR-CB) operado en un invernadero para
evaluar el efecto de la variacion climatica y los ciclos naturales. Por otro lado, se
evaluo el efecto de diferentes pretratamientos, térmico, quimicos y enzimaticos sobre
la biomasa completa y fresca y biomasa sin lipidos de Scenedesmus obtusiusculus
AT-UAM sobre el rendimiento de metano (CHas) en la digestion anaerobia.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

En este capitulo se expone que es el cambio climatico con un enfoque sobre el diéxido
de carbono (CO3) principal gas de efecto invernadero. Un método alternativo para
aminorar la concentracion del CO2 en la atmosfera es el uso de biotecnologias a base
de microalgas por lo que se presenta sus caracteristicas principales y tecnologias

asociadas.
1.1 El cambio climatico

Como mencionado anteriormente, el cambio climatico es una problematica a la
cual la humanidad se enfrenta. Sus efectos ya son visibles y algunas consecuencias
pueden empezar a hacerse palpable como sequias, inundaciones o el calentamiento
global. Este ultimo es provocado por la emisién de gases llamados gases de efecto
invernadero (GEI).

1.1.1 Antropoceno: Los gases de efecto invernadero

Si bien la revolucién industrial marca un giro importante para las sociedades humanas,
también conlleva importantes consecuencias globales tanto para las sociedades
humanas como para el ecosistema Tierra. En efecto, la transicion de sociedades
tradicionales a sociedades industriales y de consumo denota un cambio en las
necesidades debido al desarrollo tecnoldgico y los requerimientos cada vez mas
grandes en energia de la humanidad tanto para su sistema productivo como a nivel
individual. Esto ha hecho incrementar el uso de energia y la produccién de GEI. Para
subvenir a la necesidad energética de las sociedades modernas se ha hecho uso de
los combustibles llamados fésiles tales como petrdleo, gas y carbon. Las principales
fuentes de GEI son la quema de estos combustibles tanto para producir energia como
transportarse, la agricultura y el desarrollo de infraestructuras (NOAA, 2022; Ooi et al.,
2020). El aprovechamiento de los combustibles fésiles, que sea para producir energia
o en el transporte, es mediante su combustion cuya produce energia y CO2 por lo que
Su uso masivo se traduce en un aumento de la concentracion del mismo. Ademas, es
producido en algunos procesos industriales como las fabricas de cemento y la
produccion de etanol para mencionar solo algunos. Adicionalmente, los depdsitos
naturales de estos combustibles se encuentran en cantidades limitadas, por lo que su

consumo agotara estos depdsitos.
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Figura 1 — Concentracién de CO2 atmosférico (curva naranja clara) en ppm (1650-
2021), CO2 (curva naranja), CH4 (curva azul oscuro) y N2O (curva azul claro)
emitidos por afio desde el inicio de la era industrial (1750-2021); datos extraidos de
(Data Page: Annual Greenhouse Gas Emissions Including Land Use, 2023; Jones et
al., 2023; Ritchie et al., 2020).

En consecuencia, la concentracion de CO2 aumenta de manera exponencial (Figura
1) desde el inicio de la revolucion industrial hasta el dia de hoy, a pesar de los tratados
establecidos en el marco de la lucha contra el cambio climatico a nivel mundial.
Aunque hipotéticamente la humanidad dejaria de emitir CO> adicional, la resorcion de
este gas tardaria siglos en producirse y el cambio climatico seguiria ocurriendo. La
humanidad debe entonces no solamente reducir sus emisiones, sino que empezar a

disminuir la presencia del CO2 mediante su absorcion.

1.1.2 Efecto invernadero

El sistema termodinamico Tierra recibe energia del sol en forma de energia
electromagnética, la luz. La radiacion solar es en parte bloqueada por la
magnetosfera, un campo magnético alrededor de la tierra, en parte absorbida y
finalmente otra parte es remitida al espacio en forma de radiacién y de calor. A lo largo

de ciclos astrondomicos y geologicos de formacion, la Tierra ha llegado a un equilibrio
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termodinamico especifico, entre otro caracterizado por una temperatura global
promedia que se mantiene alrededor de 15°C. Para llegar y mantener a ese equilibrio
termodinamico, la constitucién y composicion de la atmosfera han sido primordiales
para generar el llamado efecto de invernadero. La constitucion especifica actual de la
atmosfera es la que permite mantener esa temperatura promedio global gracias al
equilibrio dinamico especifico que genera la atmosfera. En particular la composicion
de la tropésfera, capa atmosférica mas cercana a la superficie, es la siguiente: 78%
nitrogeno (N2), 1% oxigeno (O2), 0.9% de argon y el 0.1% de otros gases entre ellos
el dioéxido de carbono (COz2), metano (CH4), vapor de agua (H20) y nedn. Entre ellos
se definen los gases de efecto invernadero cuyos gases retienen la irradiacion
infrarroja y permite mantener la temperatura promedia de 15°C. Sin estos gases la
temperatura promedio de la Tierra seria de alrededor de -18°C. Entre estos gases se
encuentra el CO2, el CHa, el vapor de agua, el 6xido de nitrogeno (N2O) y el ozono
(O3). No obstante, a partir de la revolucion industrial las concentraciones de los GEI
presente en la atmosfera se incrementaron rapidamente (Figura 1) en un periodo
geoldgicamente muy corto, de apenas 2 siglos, en particular el CO2. Antes de la
revolucién industrial la concentracion de CO2 se encontraba debajo de los 280 ppm
(NOAA, 2022). Hoy en dia la concentracién de CO2 alcanza un valor de 414.72 ppm,
es decir, practicamente se duplicd desde la era pre-industrial y sigue aumentado de
manera exponencial afo tras afio (NOAA, 2022). Sin embargo, un incremento en las
concentraciones de gases de efecto invernadero, como el CO2 o CH4, tiene por
consecuencia un aumento en el promedio global de la temperatura. Al aumentar la
temperatura global, esto provoca el calentamiento global y genera cambios en la
dinamica del clima y por lo tanto fragiliza los ecosistemas.

1.1.3 Tecnologias para la mitigacion de CO2

En la actualidad, para mitigar los efectos del cambio climatico existen diversas
tecnologias y estrategias. Se agrupan las tecnologias en 2 grupos principales: las
fisicoquimicas y las biotecnoldgicas. Las primeras se pueden desglosar en adsorcion,
absorcion, mitigacion quimica, separacion por membranas (Tabla 1). Por ejemplo, la
adsorcion consiste en explotar las propiedades fisicas o quimicas para interactuar con
el CO2 y fijarlo en un solido usando un material poroso para separarlo de los demas
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gases (Vaz et al., 2022; Wilberforce et al., 2021b). Su liberacion se puede realizar
gracias a un cambio de presion o temperatura dependiendo del material usado y del
tipo de adsorcidn, fisica o quimica, lo que permite igualmente regenerar el adsorbente.
La absorcion fisica, se basa en el principio de Henry, interacciones de Van der Waals
y electrostaticas (Wilberforce et al., 2021b). En el caso de la absorcion se usa un
solvente afin al CO2 como una solucion de aminas para la absorcion fisica. La captura
quimica consiste en fijar el CO2 mediante su carbonatacion y precipitacion (Vaz et al.,
2022). Entre otros absorbentes, se usa 6xido de calcio para carbonatarlo, en un horno
a altas temperaturas, 600-700°C (Hornberger et al., 2021), en carbonato de calcio
(CaCO3). Finalmente, el CaCO3 es horneado a mas de 900°C para regenerar el

absorbente y liberar el CO2 en un flujo de gas concentrado.

Tabla 1 - Principales ventajes e inconvenientes de los procesos fisicoquimicos de

y captura del COy, tabla realizada a partir de Vaz et al. (2022).

Procesos

_ P VEIETES] DESVERIETES
fisicoquimicos

e Alto costo

e Consumo importante de energia

*  Operacién del proceso simple  Disminucién eficiencia de
(el ) combustion en procesos de
o No produce desechos liquidos produccion de energia
Adsorcién _
« Baja energia para e Complejos
regeneracion del adsorbente ¢ Baja eficiencia de los procesos

 No corrosivo o No permite tratar altos flujos de

gases

e Baja selectividad de adsorbentes

e Eficiente e Alto consumo de solventes
e Econoémicos e Corrosivo
e Nivel industrial e No amigable con el medio ambiente
Absorcién . A
e Capacidad de tratar grandes e Baja carga de CO,
volumenes

e Baja regeneracion del solvente

e Mejor a largo plazo desde el

¢ o ¢ Importante consumo de energia en
punto de vista econémico

el proceso

e Productos con puntos de

ebullicion altos o Alto costo para regeneracion del

.__,  Baja toxicidad solvente
M(;tl:?;;:;zn o Biodegradables e Oxidacién de los productos genera
sustancias corrosivas
e Aplicacion en agricultura,
industria energética y de los » Necesidad de aditivos
polimeros

*  Facil de operar « Baja estabilidad

Separacion
por
membranas

e Amigable con el medio . "
ambiente e Bajo flujo tratado

. . e Selectividad y/o permeabilidad baja
e Bajo consumo de energia
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Aunque muchas de esas tecnologias sean de las mas estudiadas y desarrolladas,
presentan diversas desventajas como baja eficiencia y tratamiento de flujos bajos en
el caso de la adsorcion, para la absorcidn, bajas cargas de CO: alimentadas y
contaminacion generada por los solventes (Tabla 1). De manera general, presentan
altos consumos energéticos, costos de implementacién elevados y limites operativos
(Kamkeng et al., 2021). Asi existe la alternativa de las biotecnologias actualmente en
desarrollo entre otras la reforestacion y el uso de una amplia variedad de
microorganismos (Zahed et al., 2021). Si bien la reforestacion contribuye en la
mitigacion y aporta varios servicios ecoldgicos a las sociedades humanas y al
medioambiente, en si sola no lograra la mitigacion de las emisiones de origen
antropogénicas. Por lo que se debe de investigar y desarrollar a las otras
biotecnologias basadas en microorganismos cuyas presentan un alto potencial y
multiples ventajas. Por ejemplo, las microalgas por sus caracteristicas se pueden
explotar en un esquema de biorrefineria. Por ese motivo, a continuacion, se presentan
las microalgas y tecnologias afines que se utilizan para producir y explotar su biomasa
para la mitigacion del CO2 en el marco de la lucha contra el cambio climatico y la

transicion energética.

1.2 Las microalgas

Dentro de los microorganismos con aplicaciones biotecnoldgicas para la fijacion del
COz2, se encuentra un grupo heterogéneo de organismos fotosintéticos que son las
microalgas. Bajo ese término de microalgas se agrupan tanto procariotas como las
Cianobacterias conocidas como “algas azules” o “algas verde-azuladas” y eucariotas
tal como las clordfitas y diatomeas o los euglendfitos, que pueden ser tantos
organismos unicelulares como multicelulares (Wang et al., 2008). Estos
microorganismos pueden encontrarse en cualquier cuerpo de agua (dulce o marina) y
casi en cualquier tipo de ecosistema (suelo, bosque, desierto) cuyos presentan
diferentes condiciones de temperatura, pH, salinidad, irradiancia entre otras cosas. En
la actualidad ya se han identificado y descrito mas de 30 000 cepas (Sathasivam et
al., 2019) y se estima que la biomasa microalgal presente en los cuerpos de agua,
océanos y aguas dulces, captan alrededor del 50% del CO2 y producen el 50% del O2
a nivel mundial (lanora et al., 2011; NOAA, 2024) .
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1.2.1 Caracteristicas generales

Su principal fuente de energia es la luz, captada durante el dia y su conversion en
ATP y NADHP mientras que durante el periodo de oscuridad del ciclo luz-oscuridad
natural sintetizan moléculas esenciales para el crecimiento. Para poder realizar la
captacion y conversion de la luz en fuente de energia, las microalgas poseen un
aparato fotosintético cuya estructura basica son los cloroplastos. Estos estan
conformados de ftilacoides unas vesiculas con membranas, en forma de disco
aplastado y apilados. Los tilacoides se encuentran rodeados de un estroma, un tipo
de matriz formado por un semiliquido. En el interior de los tilacoides se ubican las
antenas que captan los fotones de luz, las clorofilas. La clorofila es uno de los 3
principales pigmentos que se encuentran en las microalgas junto a los carotenoides y
las ficobilinas. La nutricién se hace por absorcion iénica de C, H, O, N, P, S, K, Ca, Fe
y Mg y de cantidades traza de Mn, B, Co, Cu, Zn y Mo. Algunas especies requieren
ademas ciertas moléculas inorganicas y organicas complejas como por ejemplo la
vitamina B12 o silice (Lara Villa et al., 1996). El carbono lo pueden obtener del CO2, o
bicarbonato en forma soluble pero algunas microalgas pueden utilizar fuentes de
carbono organicas. El conjunto de la fuente de energia, de carbono y los nutrientes
necesarios para su crecimiento, permite a la microalga la produccion de compuestos
bioquimicos esenciales: proteinas, carbohidratos y lipidos. Se distinguen 3 grupos de
reservas energéticas los cuales se clasifican de la siguiente manera, los compuestos
de bajo peso molecular (azucares, polioles y glucésidos), los compuestos de

polimeros alfa y los compuestos de polimeros beta.

Algunas microalgas se reproducen de forma sexual y otras de manera asexual. En el
caso de la reproduccion sexual, emplean diversas estrategias: esporica, gamética
(isogamia, anisbgamia y oogamia) cigética o somatica. En cuanto a la reproduccion
asexuada, estas emplean también diferentes estrategias como la formacion de
zoosporas, ceélulas reproductivas moviles gracias a la presencia de flagelos, de
aplanasporas, células reproductivas no moviles, por biparticion, autosporas o
monosporas y fragmentacion entre otras (Graham & Wilcox, 2000).

Para el crecimiento de las microalgas intervienen factores como la luz, la temperatura,

los nutrientes y el grado de mezclado (Pulz, 2001).
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1.2.2 Fotosintesis en las microalgas

El proceso bioquimico de la fotosintesis oxigénica transforma la radiacion solar
en moléculas altamente energéticas que permiten el desempeno del metabolismo
celular de la microalga. Es una reaccion endergonica, es decir hay una ganancia neta
de energia en la cual se crean enlaces quimicos, caracteristicos del metabolismo
anabdlico. Las reacciones fotosintéticas ocurren en los cloroplastos de la célula de la
microalga. Se distinguen dos tipos de reacciones: luminosas y oscuras (Lakatos et al.,
2019; Levasseur et al., 2020). La fotosintesis inicia con la captacion de la luz en la
fase luminosa. Con sus antenas, la microalga captura fotones que van a energizar a
dos electrones en el Fotosistema Il (Figura 2). Esto desencadena una serie de
reacciones en la que los fotones captados activan la fotdlisis del agua. Este proceso
genera protones para producir ATP, recuperar los 2 electrones y liberan como
subproducto O2. La acumulacion de protones en el tilacoide provoca su transferencia
hacia el estroma y se usan para convertir el ADP en ATP para el ciclo de Calvin.
Mientras tanto, los dos electrones transferidos en la cadena de transporte estimulan
el bombeo de mas protones hacia el tilacoide. No obstante, van perdiendo energia a
lo largo de la cadena por lo que al pasar por el Fotosistema | son nuevamente
energizados para continuar su viaje en la siguiente cadena de transporte. En esta
segunda ruta, los electrones sirven para producir NADPH, molécula esencial para la
sintesis de azucares. Se puede resumir la reaccion global de la fase luminosa de esta

manera:
8hv + 2H20 + 2NADP* + 3ADP + 3Pi- -> 2NADPH + 3ATP + Oz + 4H20

La reaccion de la fase luminosa es complementaria al ciclo de Calvin-Benson, ya que
proporciona el ATP y NADPH necesarios para sintetizar gliceraldehido-3-fosfato
(G3P). Posteriormente los carbohidratos necesarios para realizar las funciones
basicas del metabolismo celular se sintetizan a partir del G3P obtenido del paso
anterior. En el ciclo de Calvin-Benson, conocido como de “reacciones oscuras” o
independientes de la luz, se fija el CO2y con H20 se producen carbohidratos (Markou
et al,, 2012; Masojidek et al., 2013). El ciclo tiene lugar en el estroma de los

cloroplastos y se puede resumir en 3 etapas: fijacion, reduccidn y regeneracion.
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Figura 2. Fotosintesis. Tomado de (Menéndez Valderrey, 2015).

En primer lugar, al azucar de 5 carbono (C), ribulosa 1,5-bisfosfato (RuBP), se le
agrega el COz catalizado por la enzima ribulosa 1,5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa
(RuBisCo). Esa reaccion produce 6 moléculas de fosfoglicerato de 3C, cada una se
convierte en gliceraldehido-3-fosfato (G3P) consumiendo ATP y NADPH. De las 6
moléculas de G3P, una tiene un destino diferente: una G3P sale del ciclo y sirve de
base para la produccion de hidratos de carbono mientras las otras reintegran el ciclo
para regenerar la RuBP. Cabe mencionar que, en el caso de las ciandfitas, que son
procariotas, las reacciones de fotosintesis ocurren en el citosol de la célula ya que

carecen de cloroplastos (Markou et al., 2012).

Aunque todas las microalgas realizan la fotosintesis, se pueden clasificar de acuerdo
a la fuente de carbono y la de energia, que utilizan: a) fotoautotrofico (luz-energia y
CO»-fuente de carbono); b) heterotréfico (moléculas organicas como fuente de
carbono y energia); ¢) Mixotrofico (luz, carbono organico y CO»); d) Fotoheterotrofico
donde la luz es necesaria para usar los compuestos organicos como fuente de
carbono; este sistema es parecido a la mixotrofia pero de hecho no esta bien definido;
e) los organismos auxétrofos, estos requieren de algun compuesto que no pueden
sintetizar ellos mismos al carecer de la ruta metabdlica correspondiente como por

ejemplo la vitamina B12.
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1.2.3 Composicion bioquimica

Por lo general las células vivas suelen estar constituidas de 3 principales
compuestos: proteina, carbohidratos y lipidos. Asi, las microalgas se diferencian entre
si por su composicion bioquimica y el tipo/perfil de proteinas, carbohidratos y lipidos
que sintetizan. Adicional a estos 3 principales compuestos, como organismos
fotosintéticos, las microalgas se diferencian también por el tipo de pigmentos que

emplean para cosechar la energia luminica.
Proteinas

Las proteinas son moléculas que por analogia pueden ser asimiladas a lo que es el
motor en un coche, realizan funciones basicas y esenciales para el buen
funcionamiento celular. Estan involucradas en la estructura celular, en la transduccién
de senales, movimiento, catélisis de reacciones en forma de enzimas, transporte de
compuestos y también como transportadoras de electrones (Cavonius et al., 2016).
Ese compuesto tiene diferentes aplicaciones como biocomponentes (buscar ejemplos
alternativos de uso de proteinas) o como fuente alimenticia tanto animal como del ser

humano.

Carbohidratos

Los carbohidratos son el combustible principal de las células de microalga.
Adicionalmente, llevan funciones estructurales, de proteccion y de almacenamiento
de energia. Se pueden encontrar en forma de azucares, celulosa, hemicelulosa,
polisacaridos y almidon, entre otros. Su principal aplicacion es la produccion de
biocombustibles como metano, hidrégeno y etanol entre otros. También tienen
aplicaciones como biomateriales, bioquimicos y bionutrientes entre otros. Se usan
para producir acidos organicos tal como acido lactico y succinico o
polihidroxialcanoatos para bioplasticos (Cesario et al., 2018). Estudios han mostrado
propiedades antivirales, antimicrobianas y antioxidante asi como bioestimulantes para

plantas (Vieira Costa et al., 2021).
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Lipidos
Existe una gran variedad de lipidos, los cuales han sido clasificados en diferentes
nomenclaturas como glucolipidos o acilglicérido. No obstante, la mayoria de las
microalgas suelen sintetizar acidos grasos. Los lipidos juegan un papel en 3
principales funciones: estructural en la pared celular, sustancia de reserva para la
sintesis de otros compuestos y fuente de energia. Los lipidos suelen servir de almaceén
de energia y la biomasa microalgal las produce y acumula cuando enfrenta
condiciones no favorables de crecimiento. Debido a los diferentes roles que puedan
tener en el metabolismo de la microalga, las microalgas sintetizan acidos grasos los
cuales son precursores de diferentes tipos de lipidos. Entre ellos se puede mencionar
algunos como esteroles, ceras, glicolipidos, carotenoides, lipidos polares y no polares
y fosfolipidos. La biomasa microalgal suele tener una linea basal de contenido lipidico
de entre 1 y 30% de su peso. Como mencionado anteriormente en ciertas condiciones
de crecimiento, algunas cepas pueden acumular entre 2-4 veces mas lipidos, asi se
han reportado que algunas cepas pueden alcanzar hasta el 75% del peso seco
(D’Alessandro & Antoniosi Filho, 2016). La extraccion de lipidos se hace generalmente
mediante un solvente afin a estos por lo que se usa solventes organicos lipofilicos,
por ejemplo, hexano o cloroformo, mezclas como cloroformo-metanol. También se

pueden extraer mediante fluidos supercriticos.
Pigmentos

Los pigmentos son principalmente las antenas para captar los fotones de luz y usar
su energia en su metabolismo. Algunos sirven para protegerse de la radiacion solar.
Por lo que existen diferentes clases de pigmentos: clorofila-a (verde intenso), clorofila-
b (verde), carotenos (naranja), ficobiliproteinas (rojo y azul), xantofila (amarillo) y
antocianinas (rojizo, purpurado y azulado). Varios pigmentos que no son clorofilas
suelen tener un alto valor agregado ya que pueden tener aplicaciones en distintas
industrias como alimenticia, cosmética y farmaceéuticas, con diferentes propdsitos. En
efecto, varios pigmentos han presentado propiedades antioxidantes, antiinflamatorios,
anticancerigenas, beneficios en la salud como el estimulo del sistema inmunoldgico.
En la biomasa microalgal, la clorofila llega a representar hasta 4% del peso seco,
comparado a los 0.2-1.7% del peso seco que alcanza la luteina, un carotenoide
(lwamoto et al., 2024; Xie et al., 2021). La luteina se usa para prevenir la degeneracion
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macular (lwamoto et al.,, 2024). Otros como las ficobiliproteinas o antocianinas
también representan menos del 1-2% del peso de la biomasa. La astaxantina tiene se
utiliza como parte de la alimentacion de los salmones de acuacultura para darles su
color, también en la cosmética como antioxidante en cremas para la piel (Su et al.,
2023). En condiciones de estrés algunas cepas son capaces de superar estos valores
y alcanzar hasta un 14% como es el caso de Dunaliella bajo estrés salino (Su et al.,
2023).

1.2.4 Sintesis de moléculas energéticas

La fotosintesis como se explico en la seccion correspondiente, es una reaccion
endergonica y se divide en 2 tipos de reacciones: luminosa y oscuras. Del ciclo de
Calvin de la fase oscura se deriva/depende la sintesis de varias moléculas. La
produccion de los carbohidratos, Cn(H20),, depende del uso que tendra en la célula
de la microalga. Para la sintesis de almidon, primero el bicarbonato es transferido del
citosol al estroma del cloroplasto y luego al tilacoide gracias a unos complejos
proteicos. El bicarbonato es convertido en CO2 mediante las enzimas anhidrasas
carbonicas (AC). No obstante, la consecuencia de la acumulacion interna de CO2
resulta en la inhibicion de la RuBisCO por lo que altera la eficiencia de la fotosintesis.
En efecto la inhibicién de la RuBisco tiene por consecuencia liberacion de CO2 durante
la descarboxilacion de la serina en la mitocondria afectando hasta un 25% la eficiencia
de la carboxilacion en el proceso de fotorrespiracion.

Como se indico anteriormente, una parte de los G3P se mantiene en el ciclo de Calvin-
Benson y la otra parte se ocupa en la produccion del almidon. Los G3P son
convertidos en fructosa 1,6-bifosfato con el fosfato dihidroxiacetona, a su vez es
transformado en glucosa-1-fosfato, el cual sirve de material de base para la sintesis
de almidon.

Su sintesis consta de 3 etapas 1) activacion de la glucosa, 2) elongacion de cadena y
3) ramificacién. La primera y mas importante consiste en activar la glucosa como
donador de glicosilo en la siguiente etapa. La glucosa se transmuta en ADP-glucosa,
forma activada de la glucosa y permite la elongacion de cadena para su posterior
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ramificacion. La enzima almidon sintasa va agregando los residuos de glucosa de la

ADP-glucosa a moléculas de almidon.

Los acidos grasos se caracterizan por una larga cadena lineal hidrocarbonada de 12
a 22 atomos de carbono, saturados e insaturados y presentando en su extremidad un
grupo carboxilo. La posicidén y el numero de enlaces dobles varian de 1 a 6. Algunos
tipos de lipidos son mas comunes, los acidos grasos de 16C a 18C, pero eso depende
de cada especie. En efecto, algunas cepas producen mayoritariamente moléculas de
tamafo medio, 10C a 14C o larga, mayor a 20C. Cabe mencionar que la mayoria de
las especies de aguas dulces acumulan en mayor proporcion a acidos grasos
saturados y monoinsaturados, y producen acidos grasos poliinsaturados (PUFAs,
Polyunsaturated Fatty Acids) en menor cantidad. Para las especies marinas, los
PUFAs llegan a ser la mayor fraccién de los TAGs que produce la microalga.

La sintesis de los lipidos es producto del ciclo de Calvin-Benson en el cual el ATP y
NADPH obtenido durante las reacciones de fase luminosa, los cuales sirven de
sustrato. La biosintesis de estos compuestos se puede resumir a 3 etapas. Antes el
CO: se fija en moléculas de 3C y se convierte a piruvato mediante la glicolisis. Con el
piruvato se produce el acetil-CoA, precursor de los acidos grasos, dentro del
cloroplasto. Luego, inicia la primera etapa, la cual es la carboxilacién del acetil-CoA y
precede la adicion descarboxilativa y B-reduccion. La adicidon o elongacion de cadena
corresponde a la segunda etapa, y se hace mediante profusos ciclos hasta la
obtencion de acidos grasos, ACIL-ACP. Finalmente, tercer y ultima etapa, se obtienen
triacilglicéridos con la adicidon de un tercer acetil-CoA al diacilglicerol catalizado por la
aciltransferasa (Courchesne et al., 2009; C. Yang et al., 2000). La mayoria de estas

reacciones se desarrollan en los cloroplastos,

1.2.5 Portafolio de productos y aplicaciones
Portafolio

Las microalgas pueden generar muchos productos de interés y tienen diferentes
aplicaciones comerciales como: en la acuicultura, los cosméticos, la alimentacién

humana o las energias. Se cultivan a nivel industrial para obtener moléculas de alto
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valor agregado tales como: farmacos, acidos grasos polinsaturados para alimentos
infantiles, complementos nutricionales, pigmentos en tintes naturales, bioestimulantes
entre otros. También puede usarse como materia primaria para diferentes tipos de
combustibles renovables (con huella de carbono neutro) como biodiesel, biometano,
biohidrégeno, biopetroleo y bioetanol (Donohue & Cogdell, 2006; Meng et al., 2009;
Rodolfi et al., 2009a; Schenk et al., 2008). Una posible clasificacion es de un lado los
biocombustibles y de otro lado los de bajo volumen de produccion con alto valor
agregado la cual se puede organizar en 8 macro categorias que son: bioquimicos,
biocombustibles, biofarmacéuticos, biocosméticos, biomateriales, alimentacion animal

y humana y biofertilizantes representadas en la Figura 3.
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Figura 3. Aplicaciones de las microalgas. Adaptado de (Budzianowski, 2017; Gorry
et al., 2018).

La mayor aplicacion, a nivel industrial es para la nutricibn humana, animal y como
materias primas para la industria farmacéutica. En efecto, varios estudios han
reportado sobre el valor nutricional de diferentes cepas, asi como beneficios sobre la
salud. En el sector de la salud y nutricion, Chlorella es producida por mas de 70

companias para aplicaciones terapéuticas, en Japon algunos reportes la recomiendan
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para el tratamiento en ulceras gastricas, heridas y estrefiimiento o como medida
preventiva para la arterioesclerosis, la hipertension y el colesterol (Tabla 2). Espirulina
es otra microalga utilizada en la alimentacion con alto contenido proteico y excelente
valor nutritivo como fuente de acidos grasos que no pueden ser sintetizados por los
seres humanos (Becker, 2007; Spolaore et al., 2006a). Ademas, aportan otros
nutrientes como vitaminas, minerales. Estudios han reportado una reduccién en los
radicales libres y algunos pigmentos como la luteina son antioxidantes. Las principales
aplicaciones de los pigmentos de microalgas son como colorantes para alimentos o
también como suplementos alimenticios tanto humanos como animales, por ejemplo:
el B-caroteno que es transformado en vitaminas o pigmentos formando compuestos
proteicos como las ficobiliproteinas (de color rojo o0 azul) ademas pueden utilizarse en
la industria de los cosméticos y los productos farmacéuticos.

La biomasa microalgal es una muy buena opcion para alimentar animales ya que
incide de manera favorable sobre su fisiologia y por lo tanto su apariencia.
Adicionalmente, algunas especies dependen de las microalgas para la coloracion de
su carne como los camarones. También se produce carotenoides como la astaxantina
a partir de la microalga Haematococcus pluvialis (Lorenz, R.T., Cysewski, 2000) o con
la microalga Dunaliella salina. La astaxantina es un antioxidante muy potente que al
contrario de muchos carotenoides no se convierte en vitamina A cuyo exceso es toéxico
en el cuerpo humano. Su produccién es principalmente para alimentos para peces y
crustaceos. Ademas de eso, pueden producir los acidos grasos tipo omega 3 y 6, que
los seres humanos y los animales no pueden sintetizar. El unico acido graso omega 3
producido comercialmente mediante las microalgas como suplemento en la dieta
diaria de los nifos (O. P. Ward & Singh, 2005) se obtiene de la microalga
Crypthecodinium cohni. La Tabla 2 resume las aplicaciones del portafolio de los
bioproductos que se pueden obtener de las microalgas.
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Tabla 2. Productos, usos y produccién anual para diferentes especies de microalgas.
Adaptada de Gorry et al. (2018).

Aplicacion

Alimentacion y
nutricion

Alimentacion
animal

Fertilizantes y
bioestimulantes

Cosméticos

Cepas

Arthrospira
Arthrospira maxima,
Chlorella, Muriellopsis
sp., Crypthecodinium,
Schizochytrium,

platensis,

Chlorella,
Isochrysis,
Phaeodactylum,
Chaetoceros, Espirulina,
Dunaliella, Skeletonema,
y Thalassiosira

Tetraselmis,
Pavlova,

Anabaena, Nostoc,
Espirulina,
Haematococcus,
Chlorella sp. y

Nannochloropsis sp.

Espirulina, Chlorella,

Haematococcus

Ejemplos de funciones y/o
moléculas
- Complemento alimenticio.

- Alto contenido en proteinas,
hierro

- principales acidos grasos
insaturados,

- vitamina B12

- Proteccion contra la
hipertension y  problemas
renales,

inmunoestimulantes,

efecto sobre los niveles de
lipidos en sangre.

- Altos niveles de ciertos
carotenoides antioxidantes

Alimento para zooplancton,
piscicultura, cria de pollos.

Coloracion de la carne del
salmén o el exoesqueleto y la
piel de los camarones y otras
especies.

- Mejora la fisiologia de los
animales de compafia y de
granja

Mejor calidad y fertilidad de
suelos

Retencion de agua

Liberacion de  nutrientes
esenciales (fosfato, nitrégeno
y oligoelementos)

Reduccion del wuso de
fertilizantes quimicos

Promotores del crecimiento de
las plantas

Prevencion de infecciones

vegetales

- Proteinas,

- Vitaminas,

30

Volumen o precio de
mercado

12-50 millones de
dolares al afo para las
ficobiliproteinas

32.000 millones de
dolares/afio para
Chlorella sp. (J-1,3-
glucan, estimulante
inmunitario en peces)

Los bioestimulantes
representan el 27% de
los 3.400 millones de
dolares, con precios de
1.300-1.500

euros/tonelada para los

bioestimulantes de
microalgas

La astaxantina
producida por
Haematococcus

pluvialis tiene precios



- Minerales de mercado entre 1900-
- Pigmentos 7000 USD/kg
- Ayudan a regenerar los tejidos

- mejoran la sintesis de
colageno.

Hasta la fecha no se ha

comercializado ningun

- Reduccion de la actividad de la  producto farmacéutico
tirosinasa por inhibicion derivado de microalgas.
Sin embargo, el valor

- La tubercidina tiene actividad total de la industria

Nannochloropsis oculata, en la leucemia linfocitica. L .
Farmacéuticos Tolypothrix ~ byssoidea Elts et (el
yp ¥ ’ - El crecimiento del ascendid a 955 000
Chlamydomonas ) . : .
linfosarcoma (células millones de dolares en

tumorales sanguineas) en 2011 (LEK, 2013) y el

ratones ha sido detenido porla mercado de principios

L-asparaginasa. activos farmacéuticos a
101 000 millones de
dolares.

- Acidos grasos para biodiésel u

SCCIEESIS otros combustibles de
. almeriensis, Chlorella . 209 000 000 toneladas
Combustibles y , hidrocarburos .
eneraia vulgaris, de acidos grasos a 920
9 Chlamydomonas, - Biogas $/tonelada
Dunaliella
- Etanol

- Almidon (bioplasticos)

- proteinas (bioplasticos). 1,5 millones de
Chlorella infusionum, . toneladas de
Materiales Dunaliella, . F't°|' para 'y esteroles para tgrmoplasticos a partir
Schizochytrium tensioactivos. de proteinas a 1900

- Aminoacidos o péptidos para %/tonelada
poliuretanos y plastificantes.

- Acido lactico,

- blometanol, 36 0002 300 000

- &cido glutamico toneladas de glicerol a
1550-3400 $/tonelada

Dunaliella,
Schizochytrium
- sorbitol

- glicerol

Algunas cepas como Nostoc, Anabaena, Hamaetococus o Chlorella se usan de
bioestimulantes y/o biofertilizantes en los cultivos. Su uso permite reducir la aplicacion
de fertilizante quimicos cuyo uso intensivo y agresivo erosiona los suelos y a largo
plazo reduce los rendimientos agricolas y afecta los ecosistemas. El vertimiento del

exceso de fertilizantes quimicos en cuerpos de agua puede provocar eutrofizacion de
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esos mismos. Cabe mencionar que, por ser producido por la industria petroquimica a
partir de los combustibles fésiles, el uso de estos productos contribuye a la emision
de GEI. Existen diferentes tipos de biofertilizantes: microorganismos fijadores de
nitrogeno, solubilizadores de fosfato y promotores del crecimiento de las plantas. De
igual modo, las microalgas juegan un papel importante en los ecosistemas del suelo
ya que contribuyen a la fertilizacién del suelo mediante la mejora de la porosidad por
su estructura filamentos, la liberacion de aminoacidos, hormonas y vitaminas que
favorecen el crecimiento de las plantas (Chatterjee et al., 2017; Pulz & Gross, 2004;
Singh et al., 2016). Por la estructura de las microalgas y la produccion de sustancias
adhesivas de ciertas cianobacterias, se incrementa la retencion de agua en suelos.
Finalmente, hasta en su muerte, contribuyen a mejores suelos aportando materia
organica y minerales con su descomposicion. Ciertas cepas tienen propiedades de
prevencion del crecimiento de malas hierbas, producen sustancias antivirales y

antibacterianas que protegen las plantas.

Otras aplicaciones de las microalgas son los cosméticos y farmacéuticos. Algunos
compuestos de estas son potenciales fuentes para nuevos farmacos. En efecto, varios
trabajos agencian la posible fuente de moléculas bioactivas para la industria de la
salud tales como agentes antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales,
anticancerigenos, antimicrobianos, antivirales y antialérgicos, junto con otras
propiedades farmacéuticas (Deniz et al., 2017). En particular, se ha identificado que
algunos pigmentos como los carotenoides o las ficobiliproteinas y algunos
polisacaridos mostraron actividades antioxidantes, antialérgicas, anticancerigenas y
antiinflamatorias (D. Y. Kim et al., 2016). El mercado de la farmacéutica tiene un
tamano de cerca de 955 000 millones de ddlares y solamente para las sustancias
correspondiendo a las sustancias activas de farmacos ese mercado tiene un valor de
cerca de 101 000 millones de ddlares (van der Voort et al.,, 2015). Las siguientes
sustancias acidos grasos, pigmentos, péptidos y polifenoles se asocian a las
actividades antimicrobianas y antivirales. Por otro lado, la industria cosmética ya
cuenta con el uso de algunos pigmentos antioxidantes producidos con microalgas
como es el caso de la astaxantina. Otras aplicaciones por la cual ya se utilizan en esta
industria son agentes aglutinantes y texturizantes. El papel de los antioxidantes es
proporcionar una proteccion dérmica (Jahan et al., 2017; Stolz & Obermayer, 2005; H.
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M. D. Wang et al., 2015). Algunos compuestos son capaces de proteger contra las
radiaciones UVA y/o UVB, otros como los carotenoides sirven de estabilizadores y en
productos de proteccion solar. Los cosméticos azules como lapices de ojos, esmaltes
para ufias o labiales contienen ficocianina un pigmento natural de color azul. Las
proteinas de las microalgas parecidas al colageno tienen aplicaciones en cremas o
geles hidratantes, antienvejecimiento y antiarrugas. El fucoidan, un polisacarido se
utiliza por sus propiedades protectoras e hidratantes. Para ciertos productos
cosméticos que requieren estabilizantes, espesantes o emulsionantes se obtienen
agar, carragenina o alginatos de las microalgas. Basado en el paisaje de los patentes,
es un sector dominado por paises europeo y en particular por Francia (Chilton et al.,
2016).

Otro sector en desarrollo es la industria a base de compuestos bioquimicos. En efecto,
para sustituir a los derivados del petroleo los cuales en un futuro cercano se haran
escasos, la investigacion y las industrias quimicas buscan fuentes alternativas de
compuestos quimicos de origen biologicas. Las microalgas son una excelente
alternativa ya que producen una amplia variedad de moléculas basicas para productos
bioquimicos ademas de ser la clase de bioproductos mas amplia de alto valor
agregado (Bozell & Petersen, 2010; Budzianowski, 2017).

Unas de las primeras aplicaciones investigadas y con las cuales se inicid su
industrializacion es la produccion de bioenergias. Todos los combustibles derivados
del petrdleo, hidrocarburos, combustibles liquidos y gaseosos, pueden ser obtenidos
a partir de biomasa microalgal hasta asfaltos (Bahadar & Bilal Khan, 2013;
Budzianowski, 2017; Chew et al., 2017). Por ser unos de los primeros sectores en ser
investigado, ha habido una gran produccion de patentes. No obstante, la rentabilidad
econdmica no se ha logrado debido a varios retos que aun enfrenta los procesos de
produccion de biocombustibles de microalga y los bajos costos de los combustibles
fésiles. A partir de los lipidos de las microalgas se puede producir queroseno, gasolina
o diésel. La fermentacion de los carbohidratos produce bioetanol y la digestion
anaerobica permite producir biogas. Algunas cepas de microalgas son capaces de
producir de forma directa hidrogeno mediante fotdlisis. En el campo de las pilas de
combustible, se ocuparon microalgas en un compartimento catédico y bacterias en el

anodo para la produccién de electricidad (Gouveia et al., 2014; D. J. Lee et al., 2015).
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Las microalgas producen oxigeno y las bacterias oxidan materia organica y producen
electrones, los cuales se circulan en un circuito externo mediante el electrodo
catodico. Se conjunta la produccion de electricidad al tratamiento de aguas residuales
con carga organica y ambos tipos microorganismos ayudan a reducir la carga organica

y inorganica del agua.

Ademas del portafolio de productos que se puede obtener de las microalgas, existen
varias aplicaciones en procesos que se conjuntan a la produccion de biomasa como
la captura de COo, y el tratamiento de aguas residuales. En efecto, las microalgas
pueden complementar o ser usada para la biorremediacion de las aguas residuales
antes de ser vertidas o usadas por las sociedades humanas. Las microalgas
consumen materia organica e inorganica lo cual reduce la carga organica presente en
el agua (Debnath et al., 2021). El uso de la microalga se hace en complemento a otros
procesos de tratamientos de aguas. Adicionalmente, dentro de los beneficios
ambientales se encuentra igualmente la eliminacion de metales pesados y la
produccion de oxigeno. Por ejemplo, las cepas Galdieria sulphuraria,Chlorella
vulgaris, y Aphanocapsa zanardinii han sido reportadas por fijar metales pesados de
aguas residuales (Dzizi et al., 2022; Kharel et al., 2023; Kwarciak-Koztowska & Stawik-
Dembiczak, 2021). En su estudio Kharel et al. (2023), Galdieria sulphuraria logré una
remocion cerca del 50% del cadmio presente en el medio de cultivo.

Actualmente la mas desarrollada a nivel industrial y una de las mas investigadas es la
produccion de biomasa para la nutricibn humana y ganaderia (Ummalyma et al.,
2023). A pesar del gran potencial de las microalgas, aun falta mas investigacion,
inversion y politicas gubernamentales para propulsar las microalgas a un mayor nivel

de industrializacion (Gorry et al., 2017).
Biocombustibles

La mayoria de las naciones han firmados los diferentes tratados sobre el
cambio climatico y objetivos de desarrollo sostenible. Entre ellos esta el objetivo de
realizar de transitar a un “mix” energético con combustibles alternativos de huella de
carbono neutra y de fuente renovable. Existen diferentes categorias de energia
alternativa y renovable. Unos de ellos son los bioenergéticos producidos a partir de

biomasa.
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Los biocombustibles se pueden clasificar en 3 generaciones. La primera generacion
consiste en usar cultivos de hortaliza como fuente de energia mediante procesos de
transformacion para obtencién de dichos biocombustibles. Para ser una fuente
renovable deben ser cultivado de manera sostenible, tener una alta eficiencia
energética y alto rendimiento de produccion para compensar las emisiones de GEIl a
la hora de quemar el biocombustible. Sin embargo, presenten varias desventajas por
lo que su uso no se ha extendido a nivel global. Por ejemplo, lograr una huella de
carbono neutra es dificil debido a rendimientos no lo suficientemente altos, ademas
de entrar en competencia directa con la agricultura para alimentacion humana y

animal, por el uso de suelo fértiles (Chisti 2007; Mata et al., 2010).

La segunda generacion de biocombustible consiste en el uso de plantas no
comestibles con costos de produccibn menores y con mayor rendimiento por
superficie ocupada. Aunque no requerian de suelos fértiles, para mejorar sus
rendimientos se ocuparon suelos dedicados a la produccion de alimentos y entré en
competencia con la agricultura (Sharma et al., 2020; Moncada et al., 2014; Hossain et
al., 2019).

De ahi el interés para los biocombustibles de tercera generacion, estos se basan en
biomasa de microalga que puede ser cultivada en superficie no cultivables y evitar la
competencia con la agricultura. Ademas, presentan varias ventajas que las hacen
tener un alto potencial biotecnolégico como productividades por area mayor a cultivos
tradicionales, se pueden extraer una multitud de bioproductos con una amplia gama

de aplicaciones (Gorry et al., 2018; Hossain et al., 2019; Xue et al., 2020).

A partir de la biomasa microalgal se puede producir una gran variedad de
biocombustibles, a continuacién, la lista de los combustibles que se pueden obtener a
partir de la transformacion de la biomasa: Biodiesel, hidrocarburos, biometano,
hidrogeno, alcohol (etanol), combustibles liquidos, biosyngas (Bahadar et al., 2013;
Boukhetaia & Blanquet, 2011).

La Tabla 3 recapitula los combustibles que se pueden generar y de manera breve los
pasos para transformar la biomasa y obtener dichos biocombustibles. Por ejempilo, la

produccion de etanol se hace mediante la hidrdlisis de la biomasa y su fermentacion

35



o bien se puede realizar por vias termoquimicas mediante un proceso de gasificacion
el cual genera syngas y luego mediante fermentacion ese syngas se puede generar
etanol (Tabla 3). En el caso del biometano y biohidrégeno ambos se pueden producir

a partir de la digestion anaerdbica de la biomasa microalgal (Tabla 3).

Tabla 3. Obtencién de los diferentes combustibles, tabla de adaptada de (Bahadar &

Bilal Khan, 2013; Boukhetaia & Blanquet, 2011).

Proceso de .. Molécula
.. Transformacién 1
transformacion plataforma
Hidrdlisis microbianas  Azucares
Vias Cosecha, extraccion Lipidos

bioquimicas

Metanizacion Biogas
agua

Fotdlisis (indirecta) (nitrégeno o

hidrégeno)
Syngas
Gasificacion
Vias
termoquimicas
Biobrutos/
Pirolisis/Torrefaccion
bioaceites

Transformacion 2

Fermentacion

Transesterificacion

Descarboxilacion

Metanizacion

(nitrogenase o
hidrogenase)

Fermentacion

Fisher-Tropsch

Metanizacion

Refineria

Producto final

Alcoholes
Isoprenoides

Hidrégeno

Biodiesel

Hidrocarburos

Biometano

Hidrégeno

Alcohol (etanol)

Combustibles

liquidos

Alcoholes BioSNG

Hidrocarburos

Los combustibles pueden producirse por gasificacion de la biomasa microalga

(generacion de biometanol), por fermentacion (bioetanol), transesterificacion de los

lipidos (biodiesel), conversion

hidrotermal,

pirolisis  (biometano,

licuefaccion hidrotermal (Bahadar & Bilal Khan, 2013).
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Hidrogeno

El biohidrogeno se obtiene mediante 2 vias: termoquimica (Tabla 3) o bioldgica. En la
via termoquimica se procesa la biomasa mediante gasificacion, pirolisis o hidrolisis. A
la par de los procesos termoquimicos, es posible explotar la capacidad metabdlica de
ciertos organismos para producir de forma directa o indirecta hidrégeno. La produccion
biolégica de hidrogeno se clasifica en 2 categorias: procesos metabolicos
dependientes e independientes de la luz (Bahadar & Bilal Khan, 2013; Venkata Mohan
& Pandey, 2019). En los procesos que dependen de la luz, encontramos la biofotdlisis
y la fotofermentacion. La fermentacion oscura, proceso independiente de la luz,
produce biohidrégeno y también es conocido como proceso de acidogénesis. El
hidrogeno es un subproducto de ciertas reacciones metabdlicas o un compuesto
intermedio de estas. Lo puede producir tanto eucariotas como procariotas: algas
verdes, cianobacterias y bacterias fotosintéticas. Las microalgas son capaces de
producir hidrogeno mediante biofotdlisis directa o indirecta usando COg, luz y agua.
Por ejemplo, en ciertas condiciones de cultivo, como la ausencia de sulfuro en el
medio de cultivo, C. reinhardtii (Chisti, 2007; Mussgnug et al., 2010a) produce
hidrogeno. En la fotdlisis directa, la lisis del agua produce protones los cuales seran
reducidos para formar H> mediante la oxidacion de la ferredoxina reducida (Fd). La Fd
cede su electron a la hidrogenasa para finalmente poder reducir los protones en
exceso producido por la hidrolisis (Venkata Mohan & Pandey, 2019). En el caso de la
fotdlisis indirecta, el microorganismo usa almidén en lugar de agua, como fuente de
protones para la produccién de H.. Mientras las bacterias fotosintéticas lo generan por
medio de la fotosintesis anoxigénica o fotofermentacion degradando moléculas
organicas en condiciones anaerobicas. Estos microorganismos producen Hz y CO2
con una mayor eficiencia que las microalgas ya que en estas la produccién de O2
termina inhibiendo la enzima hidrogenasa. Adicional a esto, se puede obtener
hidrégeno por la fermentacion oscura de los carbohidratos o de otras moléculas
organicas de la biomasa o acidogénesis (Kapdan & Kargi, 2006; Venkata Mohan &
Pandey, 2019). Es importante mencionar que se requiere inhibir parcialmente los
microorganismos susceptibles de consumir el H> como las bacterias metanogénicas y

con el fin de maximizar su produccion. En efecto, la inhibicion total de estos
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microorganismos genera condiciones toxicas para los microorganismos productores
de Ha. La produccion de H2 aun requiere de investigacion ya que los rendimientos son
bajos y tienen varios retos por resolver para su escalabilidad.

Etanol

Se produce a partir de la fermentacion alcohdlica de los carbohidratos contenidos en
la microalga. La produccién de bioetanol consta de varias etapas: pretratamiento,
etapa de hidrdlisis, fermentacion y destilacion. Los pretratamientos son necesarios
para liberar los carbohidratos contenidos en las células de las microalgas. Después,
debido a que los microrganismos que producen alcohol solo pueden consumir
azucares simples, el objetivo de la hidrdlisis es producir mondmeros de azucares a
partir de los polimeros de carbohidratos (Choi et al., 2010). La fermentacion alcohdlica
inicia con la glucolisis de los mondmeros de azucares, luego el piruvato obtenido se
descarboxila y finalmente el acetaldehido es convertido en alcohol. Al cabo de la
fermentacion, falta concentrar el bioetanol, ya que los microorganismos generalmente
no toleran mas de 12-15% de concentracion en alcohol. Para eso, se destila el caldo
de fermentacion. Existen 3 técnicas convencionales, que son la destilacion
azeotropica, la extraccion liquido-liquido y la destilacion extractiva (Sharma et al.,
2020). No obstante, la produccion de bioetanol enfrenta varios retos como la presencia
de pentosa y hexosa los cuales se requieren reducir a mondmeros para ser digestible
por los microorganismos, la aparicion de inhibidores durante el proceso de hidrdlisis y
el tratamiento de los residuos resultados de estos procesos. Ademas, se debe de
encontrar un uso o reciclar los productos secundarios. La produccion de bioetanol
depende mucho de la disponibilidad de recursos como los lignoceluldsicos.
Finalmente, el impacto ambiental de la produccion como lo menciona (Sharma et al.,
2020) sigue siendo negativo, debido entre otro, a que un exceso de uso de los residuos

lignoceluldsico provoca mayores erosiones del suelo.

Biodiesel

El biodiesel se compone de monoalquilésteres obtenidos mediante reacciones de

alcoholes de cadena corta (metanol o etanol en general) con acidos grasos de cadena
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larga obtenidos de biomasa renovable. Una vez que la biomasa ha sido recuperada
del cultivo, hay que someterla a un proceso de transesterificacion (o alcohdlisis) de
los lipidos, donde una molécula de triglicéridos (acidos grasos) se esterifica y se
generan tres moléculas de metil-éster y una de glicerol segun la reaccion de
transesterificacion o alcohdlisis.

CH,-OCOR; Catalizador R,-COOH CH,-OH
CH,-OCOR; n 3HOCH;, ——» R|2_ COOH . CH-OH
CH,-OCOR3 | CH,-OH

3 mol de Metanol
1 mol de R;- COOH 1 mol de glicerol
Triglicéridos 3 mol de Metil ésteres de

acidos grasos

La reaccidn es catalizada mediante acidos, alcalis (NaOH, KOH) o la enzima lipasa.
Los alcalis funcionan 4000 veces mas rapidos que los acidos. La reaccion se lleva a
cabo a 60°C (el metanol hierve a 65°C), con una presion de 1 atm y con 1% en

concentracion por peso de aceite de catalizador (Ma & Hanna, 1999).

La produccion de biodiesel puede hacerse partir de: aceites que provienen de cultivos
alimentarios (primera generacion), cultivos de plantas no destinadas para alimentos
(segunda generacidn) o aceites quemados de restaurantes o grasas animales. Sin
embargo, los aceites provenientes de cultivos destinados para alimento generan
conflictos debido a la competencia que se genera con los productos alimentarios y
ademas su rendimiento es bajo. Entonces las microalgas son una alternativa que
elimina ese conflicto relacionado con la utilizacion de superficies agricolas puesto que
se pueden cultivar en superficies no fértiles y presentan un rendimiento mayor por
unidad de superficie utilizada.

Para obtener una alta produccion de biodiesel y que sea viable a nivel industrial es
necesario seleccionar a la microalga adecuada que acumule alto contenido en lipidos,
resistente a las condiciones ambiente, con una productividad de lipidos alta y el perfil
idoneo (Chen et al., 2011).

Se han estudiado diversas estrategias de cultivo y operacién de los fotobiorreactores
para incrementar el contenido y la productividad de los lipidos con el fin de identificar
las mejores especies (Chen et al., 2011). Algunas de ellas son la aplicacion de
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diferentes niveles de salinidad, limitacion de nitrégeno durante el crecimiento (Breuer
et al., 2012). Sin embargo, esa estrategia tiene la desventaja de que el aumento en
los lipidos limita el aumento de la biomasa, la limitacion de fésforo causa cambios en
el perfil de acidos grasos y contenido total de lipidos (Khozin-Goldberg & Cohen,
2006), la aplicacion de ciclos de luz/oscuridad también favorece el metabolismo
heterotréfico de ciertas microalgas y un cambio de pH favorece la acumulacion de
lipidos (Cabello et al., 2015; Gorry, 2015).

Biogas
El biogas esta constituido principalmente de CHs (50-75%) y CO2 que se produce a
partir de la digestion anaerobia de materia organica donde las principales etapas son
la hidrdlisis, acidogénesis, acetogénesis y metanogénesis (ver apartado 1.4 Digestion

anaerobia, p. 59).

La produccién de biogas tiene por fin de sustituir al gas natural, un combustible fosil
principalmente constituido de metano (CH4>90%) y con un uso importante para
generacion eléctrica, calefaccion, cocina y transporte (IEA, 2023). Sin embargo, su
uso es sumamente contaminante y contribuye al calentamiento global. Su sustitucion
por biogas permitiria reducir las emisiones netas de carbono en un 70% al aprovechar
los residuos organicos y aguas residuales (Weiland, 2010).

Con el fin de mitigar las emisiones de GEI, se ha propuesto generar biogas a partir de
biomasa microalgal (Angelidaki & Sanders, 2004; Chisti, 2007; Mussgnug et al.,
2010a; Sialve, Bernet, Bernard, et al., 2009) pero se requiere caracterizar la
composicién de la microalga y de la pared celular, que puede influir en la tasa de
produccion de metano, ya que ésta reduce la disponibilidad de los nutrientes. En
consecuencia, sin tratamiento, la produccion de metano se limita 200-450 mL CH,/g
VS (volatiles solidos) en el mejor de los casos, inferior a los 600 mL CH,/g VS de
residuos agricolas (Mussgnug et al., 2010b). Por lo mismo se han sugerido
pretratamientos para acelerar el proceso y aumentar la produccion de metano a partir
de esta biomasa (Mussgnug et al., 2010a; Sialve, Bernet, Bernard, et al., 2009). En la
seccion 1.3.4 Pretratamientos de la biomasa (p. 51) mas adelante, se detallan estos

40



pretratamientos. Una vez se haya producido el biogas, este se debe de purificar para

poder usarse como combustible.

En 2022, la produccion de biogas a nivel mundial alcanzo los 72.8 Mtoe (millones de
toneladas equivalentes de petrdleo), repartidos principalmente entre la Unidn Europea
(UE) con 21.5 Mtoe, China con 15 Mtoe y EE.UU con 7.5 (IEA, 2020, 2023). En la UE,
la produccion esta lidereada por Alemania y Francia principalmente con digestores en
zonas rurales para tratar residuos agricolas igual que en China. En EE.UU, se han
enfocado a aprovechar estiércoles. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura estima que los residuos agricolas y biomasa de microalga
podrian cubrir un 20% de la demanda global de gas para el 2040 (IEA, 2020; U.S.
Department of Energy, 2024). Algunos paises como la India proyectan tratar aguas
residuales urbanas con microalgas y producir biogas en un esquema de economia
circular, a través de programas nacionales como el National Biogas Programmme con
Chlorella spp. (Government of India, 2022; A. Kumar & Singh, 2021; Prandini et al.,
2016; Ramos-Ibarra et al., 2019).

1.3 Cultivo y pretratamiento de microalgas
1.3.1 Sistemas de cultivo

Los sistemas de cultivo pertenecen a dos categorias: los sistemas abiertos y
los sistemas cerrados. Los sistemas cerrados se les conoce como fotobiorreactores
(FBR) (Chaumont, 1993; Chisti, 2006). Actualmente, la mayoria de la industria ocupa
sistemas abiertos, estos incluyen estanques poco profundos, estanques circulares,
canales, estanques circulares, raceway ponds y de tipo carrusel entre otros. En cuanto
a los fotobiorreactores se incluyen las columnas de burbujeo, airlift, de lazo extendido
tipo airlift, de placas y otros; donde el mezclado se realiza por suministro del gas (aire,
aire + CO2 puro). Existe una amplia variedad de disefios de sistemas, dependiendo
del tipo de agitador, mezclado y disposicion entre otro, ademas que hay sistemas
hibridos. Por ejemplo, en los sistemas hibridos se asocian un sistema cerrado a un
estanque (Estrada-Graf et al., 2020). Cada uno de ellos tiene ventajas y desventajas
que se presentan en la Tabla 4.
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Aunque los sistemas abiertos son mas baratos, las productividades de biomasa son
menores y el riesgo de contaminacion es alto debido al bajo control que se puede
tener sobre algunas variables. Por otro lado, los fotobiorreactores tienen costos altos
y las productividades son mas altas, asi Pechsiri et al., (2023), reportan
productividades de 1.3 kg m? d-" para fotobiorreactores cerrados contra 0.02 kg m2 d-
' en estanques abiertos. En cuanto al costo econémico y energético varia
considerablemente entre sistemas abiertos y cerrados: Por ejemplo, el capital a invertir
para sistema tipo raceway ponds es relativamente econémico con un costo de 2.47
$USD m contra alrededor de 50 $USD m para fotobiorreactores planos; el costo
energético es también considerablemente mayor para los sistemas cerrados con 1.5
kWh m-3 d' contra 0.37 kWh m-3 d' (Acién et al., 2014; Banerjee & Ramaswamy,
2019; Clippinger & Davis, 2019; Valdovinos-Garcia et al., 2021). Esto se traduce en
un costo de la biomasa microalga que puede variar de 3 $USD kg™! hasta un 12 $USD
kg dependiendo de si la biomasa es producida en sistemas abiertos o cerrados
(Acién et al., 2014; Vieira Costa et al., 2019). Sin embargo, los fotobiorreactores
cerrados presentan un riesgo de contaminacion menor y se pueden controlar varios
parametros como: irradiancia, temperatura, mezclado y pH. Esto los hace ideal para

producir bioproductos de alto valor agregado con requerimientos de pureza estrictos.

Tabla 4. Comparacion entre los sistemas abiertos y cerrados de cultivo de microalgas
adaptado de (Mata et al., 2010).

Tipo de sistema Sistema cerrado Sistema abierto
Riesgo/control de contaminacion Débil/Facil Alto/dificil

Control del proceso Facil Dificil

Mezclado Uniforme Muy bajo
Régimen de operacion Lote o semicontinuo Lote ©

semicontinuo

Espacio necesario Depende del objetivo de la productividad FBR < Estanques
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Arealvolumen

Densidad poblacion (células)

Inversion

Costos de operacion

Capital/costos operacion estanques

Eficiencia fotosintética

Control de la temperatura

Productividad

Pérdidas de agua

Estrés hidrodinamico sobre Ia

microalga

Evaporacion del medio de cultivo

Control sobre la transferencia de la

fase gas

Pérdidas del CO2

Inhibicién por O2

Concentracion de la biomasa

Escalable

Alta (20-200 m™")

Alta

Alta

Alto

Estanque 3-10 veces menos
Alta

Mas uniforme

3-5 veces mas productivo

Depende del sistema de enfriamiento

Bajo-alto

Bajo

Alto

Depende del pH, alcalinidad, etc.
Problema mas grande en los FBR
3-5 veces mas en los FBR

Dificil

Bajo (5-10 m™)
Baja

Baja

Bajo

FBR > Estanque
Baja

Dificil

Bajo

FBR ~ Estanque

Muy Bajo

Alto

Bajo

FBR ~ Estanque
FBR > Estanque
FBR > Estanque

Dificil

El disefio de fotobiorreactores cerrados se puede categorizar de la siguiente forma:

columna, tubular, de placa, tanques. Dentro de estas principales categorias existen

también subcategorias dependiendo de la disposicidon (vertical o horizontal), del tipo

de mezcla (burbujeo, paleta). Los fotobiorreactores de columna tienen una mayor

productividad con respecto a la superficie ocupada por el sistema, un menor riesgo de

contaminacion y de depdsito de biomasa debido a su mayor grado de mezclado. Sin
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embargo, por su disefo, los requerimientos energéticos para el funcionamiento de
estos fotobiorreactores suelen ser mayor debido a que la presidn a vencer es alta para
el mezclado. Los fotobiorreactores de lazo o de placa maximizan la superficie de
irradiancia con la biomasa, aunque por su disefio se generan mayores zonas
hidrodinamicamente muertas. En estas zonas, se asienta la biomasa en consecuencia
el riesgo de contaminacion aumenta, se genera pérdidas de biomasa y disminuye la

eficiencia de penetracion de la luz en algunas partes del fotobioreactor.

1.3.2 Estrategias para incrementar la produccion de moléculas energéticas

Las microalgas son organismos capaces de sobrevivir y adaptarse a diferentes
condiciones ambientales, lo cual se ve reflejado en su perfil bioquimico y también en
el perfil de los diferentes compuestos que constituyen las diferentes especies. En
general, la acumulacion de compuestos de interés, en particular carbohidratos y
lipidos en microalgas ocurre bajo condiciones de estrés, principalmente con
deficiencia de algun nutriente. En efecto varios estudios han mostrado que lipidos,
carbohidratos y los metabolitos secundarios se acumulan bajo condiciones
especificas de crecimiento: principalmente con un cambio en la concentracion de
ciertos macro- y/o micronutrientes (Solovchenko et al., 2008; Takagi et al., 2006). En
particular, en ausencia de nitrégeno se acumulan carbohidratos y lipidos hasta en un
60% y 80% respectivamente (Solovchenko et al., 2008; Y. Wang et al., 2016). En esta
condicion, la microalga ya no sintetiza proteinas y el microorganismo modifica su ruta
metabdlica para producir aceite usando una parte del carbono destinado a producir
carbohidratos durante la fotosintesis. Otro efecto sobre la microalga es la disminucion
del grosor de las paredes de los tilacoides, la cual estd compuesta en 50% por
proteinas y en un 50% por lipidos resultando en una disminucion de la eficiencia del
PSIl (Guschina & Harwood, 2006). Adicional a esto, la cantidad de PSII también
disminuye. Sin embargo, la consecuencia es una disminucion importante en la
productividad de biomasa y por lo tanto de las productividades lipidicas y de
carbohidratos (Solovchenko et al., 2008). En general, ambos mecanismos de
acumulacion de ambos compuestos siguen sin ser clara. Otros factores como la
intensidad de luz (Solovchenko et al., 2008), aplicacion de ciclos de luz, temperatura,
pH o salinidad (Takagi et al., 2006) operan cambios en el metabolismo de la microalga.
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También, aplicando la misma estrategia a diferentes cepas puede resultar en una
acumulacion de un compuesto diferente debido a la existencia de diferentes tipos de
metabolismos en el grupo de las microalgas (Spolaore et al., 2006b). Cabe mencionar
que la composicion bioquimica y el perfil de los metabolitos es especifico no solamente
a la especie sino también a la edad del cultivo y la etapa de crecimiento en la cual se
encuentra. Por ejemplo, en la fase estacionaria, las microalgas oleaginosas acumulan

un mayor contenido de lipidos con respecto a la fase exponencial de crecimiento

Limitacion de nitrogeno

La estrategia con mayor eficiencia de acumulacion de lipidos o carbohidratos
documentada son los cultivos de microalgas en ausencia de nitrégeno como en el
caso de Chlorella Vulgaris FSP-E que acumula hasta 4 veces mas carbohidratos en
estas condiciones de limitacion (Ho et al., 2013b). La repercusion de no usar nitrégeno
sobre el metabolismo de las microalgas es la supresion de la sintesis de proteinas por
lo que, dependiendo de la cepa, una parte del carbono usado en la fotosintesis es
para producir carbohidratos en forma de almiddén o polisacaridos, y se redirigen hacia
la produccion de lipidos (Guschina & Harwood, 2006; Khozin-Goldberg & Cohen,
2006, 2011). En el caso de las cepas que acumulan almidon, en presencia de
nitrogeno, la absorcion de nitratos requiere de una gran cantidad de energia y en
consecuencia no acumulan carbohidratos (Guschina & Harwood, 2006; Spolaore et
al., 2006b). La ausencia de nitrégeno favorece la acumulacion de almiddn. La
acumulacion de G3P producido con el ciclo de Calvin-Benson se cambia a
gluconeogénesis y sintesis de almidon, evitando entrar al ciclo de Krebs para la
generacion de energia directa en forma de ATP. Este cambio en la ruta metabdlica
conlleva un aumento en la actividad de enzimas como la fosfoglucomutasa y la ADP-
glucosa pirofosforilasa, las cuales catalizan la transformacion de G3P en AD-glucosa,
precursor del almidén (Debnath et al., 2021; Khozin-Goldberg & Cohen, 2011). De
manera paralela, se inhibe parcialmente el piruvato deshidrogenasa y en
consecuencia se reduce la cantidad de carbono que se dirige al ciclo de acido citrico
favoreciendo la produccion de polisacaridos (Solovchenko et al., 2008). La

redistribucién del carbono en rutas metabdlicas alternativas hace que algunas cepas
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como Chlorella puedan alcanzar contenidos del 60% de su peso en carbohidratos
(Debnath et al., 2021; Guschina & Harwood, 2006).

Las consecuencias observadas en cultivos con limitacion de nitrogeno son la
activacion de la acil hidrolasa, adelgazamiento de la pared de los tilacoides, la
activacion de la enzima diacilglicerol aciltransferasa y la hidrélisis de los fosfolipidos.
La activacion de la enzima diacilglicerol aciltransferasa cataliza la reaccion de
transformacion del acil-CoA en triacilglicéridos (Xin et al., 2010). Debido a la
disminucion de clorofila y un aumento en carotenoides, visualmente las células se ven

despigmentadas (Debnath et al., 2021).

Varias cepas como Chlorella minutissima, Dunaliella tertiolecta, Chlamydomonas
reinhardtii, Scenedesmus sp., Nannochloropsis sp. y Tretraselmis suecica han sido
estudiadas bajo condiciones de limitacion de nitrogeno y se han observado aumentos
en el contenido lipidico y/o de carbohidratos por encima del 40% (Debnath et al., 2021;
Freitas Margarites & Vieira Costa, 2014). Nannochloropsis sp. ha sido reportada
acumulando hasta 68% de lipidos con respecto a su peso seco en condiciones de
ausencia de nitrogeno (Palanisamy et al., 2023), y de manera similar Chlorella
minutissima acumulé hasta un 61% de su peso seco en carbohidratos en condiciones
de limitacion (Freitas Margarites & Vieira Costa, 2014). Asi, estas cepas tienen un
gran potencial biotecnolégico para la produccién de bioetanol, biogas y biodiesel entre
otros.

Intensidad luminosa

Las microalgas por ser organismos fotosintéticos dependen principalmente de la
disponibilidad, del tipo e intensidad de la luz. En ausencia de esta, las microalgas son
incapaces de sobrevivir (Spolaore et al., 2006b). La intensidad de luz que requiere las
microalgas es especie-dependiente. Sin embargo, todas requieren de una cantidad
minima hasta un maximo en el cual la actividad fotosintética alcanza su maximo y
corresponde a la maxima tasa de crecimiento de la cepa. Ese punto es conocido como
punto de saturacion, arriba de ese punto ocurre la fotooxidacién: la intensidad se
vuelve dafinos para el microorganismo, se danan sus receptores de luz lo que

provoca una fotoinhibicion que se traduce en una disminucién de la tasa de
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crecimiento debido a una reduccién en la tasa de fotosintesis y visualmente debido a

la despigmentacion la biomasa se vuelva blanca (Solovchenko et al., 2008).

El proceso conocido como fotoaclimatacion controla la composicidon bioquimica de las
microalgas en funcién de la cantidad y espectro de luz recibido. En general, en
presencia de una alta irradiancia, las microalgas reducen la cantidad de clorofila a y
pigmentos relacionados directamente con la fotosintesis para evitar la fotooxidacion.
En el caso inverso de una reduccién en la intensidad de luz, ocurre lo contrario: los
organismos tienden a producir una mayor cantidad de clorofilas y pigmentos (clorofila
b y c, carotenoides, ficobiliproteinas) con el fin de cosechar una mayor cantidad de
luz. Ciertos estudios apuntan a que la cantidad de lipidos se relaciona con la cantidad
de luz que recibe la microalga de la siguiente manera: es inversa proporcional. Xu et

al., (2004) mostraron en su estudio esa relacion para la cepa Nannochloropsis sp.

Varios estudios han mostrado que la elevacion de la intensidad de luz provoca un
cambio en el perfil lipidico de polares y PUFA hacia lipidos de reserva y saturados o
MUFA. En su estudio (Nzayisenga et al., 2020) las microalgas Desmodesmus sp. y
Scenedesmus obliquus fueron cultivadas con intensidades bajas, medias y altas de
50 a 300 pmol'm2-s2. En dichas condiciones, las microalgas aumentaron su
contenido total de lipidos, ademas se incremento la proporcidén de acido oleico (18:1,
monoinsaturado) producido y disminuyé el acido linolénico (18:3, poliinsaturado). De
la misma manera, en Chlorella vulgaris y Tetrademsus obliquus el incrementar la
irradiancia provoca un efecto similar con una disminucion de la proporcién de acido
linolénico y un incremento en la proporcion de acido oleico (Maltsev et al., 2021). Sin
embargo, este cambio de perfil puede ocurrir hacia lo contrario, es decir se ha
reportado para Phaeodactylum tricornutum que una irradiancia moderada favorece los
PUFA y que la irrandiancia alta produce acidos grasos saturados y una disminucién
en los PUFA en su perfil lipidico. En condiciones de alta irradiancia, muchas cepas de
microalgas producen perfiles de lipidos neutros y usan lipidos polares de membrana
para producir TAG de almacenamiento (Sharma et al., 2012).

Habitualmente, el contenido total de lipidos y la promocién de acidos grasos se logra
para mayores intensidades de luz en conjunto a la ausencia de nitrégeno (Guschina
& Harwood, 2006). Al contrario, a intensidades menores, se promueven los lipidos
polares, fosfolipidos y glucolipidos, asociados a un papel estructural y funcional en las

47



células de microalgas. Como indicado anteriormente, los lipidos polares se asocian a

la estructura de la membrana.
Salinidad

Otro factor que puede alterar el perfil bioquimico de las células de microalga es la
salinidad del medio en el que estan creciendo. El rango de salinidad es propio a cada
especie. Sin embargo, las condiciones de cultivo pueden resultar en cambios de
salinidad. Por ejemplo, la evaporaciéon debido a mayores temperaturas aumenta la
concentracion de sal en el medio de cultivo. En consecuencia, las microalgas pueden
sufrir de estrés osmotico, idnico e idnico intracelular. El estrés osmoético puede
provocar una acumulacion excesiva de agua dentro de la célula o al contrario un
vaciado del agua hacia el medio. El estrés ionico, provocado por la acumulacién de
iones de sodio y potasio entre otros, El estrés idnico intracelular refiere a un cambio
en las proporciones de los iones celulares lo cual puede provocar la muerte celular
por el cambio de pH interno y la desregulacion del metabolismo celular. A pesar de
estos efectos por los cambios de salinidad, en especial un aumento, varios estudios
han mostrado que se puede usar como estrategia para la acumulacion de moléculas
energéticas y un cambio en el perfil de los metabolitos (Guschina & Harwood, 2006;
Takagi et al., 2006). Dunaliella mostr6 un aumento en acidos grasos saturados y
monoinsaturados relacionado con un aumento en la salinidad. En opuesto, los acidos
grasos insaturados disminuyen. En otra cepa, Dunaliella salina ocurre el efecto
contrario: se incrementan los acidos grasos insaturados y reduce los acidos grasos
saturados (Takagi et al., 2006).

1.3.3 Recuperacion de la biomasa microalgal

Una vez que se ha realizado el cultivo de las microalgas se debe recuperar la
biomasa generada. Existen varios métodos para recuperar la biomasa:
sedimentacion, centrifugacion, secado, filtracion, etc. La etapa de recuperacion de
biomasa tiene un costo importante entre un 20-30% del costo total de produccion
(Molina Grima et al., 2003) ya que la biomasa corresponde solo entre 2-7% de los
solidos suspendidos totales (SST).
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La recuperacion de la biomasa involucra una o varias etapas de separacion solido-
liquido y debido al tamafio de las microalgas (Brennan & Owende, 2010) se pueden
usar floculantes para formar particulas mas grandes, cambiar el pH, usar
electrocoagulacion-floculacion (ECF) (Uduman et al., 2011) o ultrasonido (Brennan &
Owende, 2010; Zhang et al., 2009), para facilitar su recuperacion por cualquiera de
los métodos anteriores. y nuevos métodos como la introduccion de nanoparticulas

magnéticas para favorecer la sedimentacion (Nurra et al., 2014).

Actualmente, el proceso mas usado para la recuperacion es la centrifugacion ya que
permite concentrar la biomasa 150 veces mas. Sin embargo, la centrifugacion es un
proceso con alto consumo de energia, asi con una eficiencia de 95% se consume 20
kWh m para un flujo 2 L min™' lo que repercute en un costo de casi 60 $ L' para los
lipidos (Dassey & Theegala, 2013). Pero considerando que los volumenes de cultivos
son grandes, una opcidn consistiria en aumentar el flujo de procesamiento; lo que
disminuira la eficiencia, la energia consumida y hasta cierto punto el costo de
produccion de lipidos; para un flujo de 18 L/min, la centrifuga tiene una eficiencia de
28.5% y disminuye el precio de los lipidos a 0.864 $ L™ lipidos (Dassey & Theegala,
2013).

Sin embargo, se sabe que no existe un método universal de recuperacion ya que
depende de la cepa, del sistema de cultivo usado y otros factores (Mata et al., 2010).
El desarrollar un proceso de recuperacion eficiente y econdmico que permita la
minimizacion del costo para cualquier especie de microalga, es un area de la

investigacion muy activa.

Si la biomasa no se va a ocupar de manera inmediata, a lo mucho 24h posterior a su
cosecha, es necesario almacenarla sin que se degrade. Para eso existen dos
opciones: congelar la biomasa o secarla. El secado puede hacerse de 2 formas: el
secado natural con el sol y el secado forzado. El secado solar requiere grandes
superficies y es un proceso largo pero barato. El secado forzado es mas rapido, pero
conlleva un costo importante por la cantidad de energia requerida, ademas de que
puede dafiar la biomasa y desnaturalizarla. La opcion de congelar la biomasa tiene la
ventaja de no deteriorar los pigmentos y otros compuestos organicos de valor
agregado, ademas de facilitar la extraccion de ciertos compuestos como los lipidos.
El costo de la congelacion de la biomasa es equivalente al secado, sin embargo, cabe
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mencionar que en operaciones a gran escala resulta mas caro (Brennan & Owende,
2010).

1.3.4 Pretratamientos de la biomasa

Las microalgas de tipo eucariotas suelen tener paredes complejas, dificiles de romper
y poca comprendidas. Asi mismo, por su tamafio y morfologia diferente de las plantas,
los métodos tradicionales de extrusién de la biomasa de las primeras generaciones
de biocombustibles no son aptas para la biomasa microalgal por su baja eficiencia con
esta. Los combustibles a partir de microalgas todavia enfrentan algunos retos para su
produccion a gran escala. Para mejorar sus rendimientos es necesario mejorar la
disponibilidad de los compuestos intracelulares para la extraccion y produccion de los
diferentes biocombustibles. Por lo que como paso previo a la extraccién y
transformacién de la biomasa se requiere pretratarla con el método adecuado que
mejora la productividad y disminuye costos de produccion. En efecto, Los
pretratamientos mejoran la accesibilidad de los compuestos intracelulares de interés,
lo cual incrementa los rendimientos de produccion. Sin embargo, el tratamiento debe
ser elegido de manera cuidadosa ya que depende de cada especie de microalga y de
las especificidades en la estructura de su pared celular ademas que aumenta el
consumo de energia en el proceso. En razén de que se requiere estudiar caso por
caso el par pretratamiento-cepa en conjunto al producto que se desea obtener para

maximizar el rendimiento y minimizar el requerimiento energético del proceso.

Los pretratamientos se clasifican generalmente en 2 categorias: los mecanicos y los
no mecanicos (Gunerken et al., 2015). La Figura 4 muestra los principales
pretratamientos que se pueden realizar a las microalgas para mejorar la disponibilidad
de los compuestos de interés, clasificadas en funcion de las 2 categorias

mencionadas.
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Figura 4. Principales pretratamientos de biomasa. Basado en (de Oliveira et al.,
2022; Gunerken et al., 2015).

Pared celular

Como se menciona al inicio de este capitulo, la pared celular de las microalgas es
particular a cada especie. Hay que recordar que las microalgas no son un grupo

taxondmico ya que agrupan tanto a microrganismos eucariontes como procariontes.

En primer lugar, las microalgas del dominio de los eucariontes poseen una pared
celular que varia considerablemente entre especies. En el caso de las microalgas
conocidas como microalgas verdes se pueden agrupar en 3 principales conjuntos
(Synytsya et al., 2023): un grupo son las paredes constituidas por polisacaridos
esencialmente de xilanos, mananos, glucanos y polisacaridos sulfatados; otro grupo
es una pared compuesta por acidos 2-cetoazucares; finalmente el tercer grupo son
capas a base de biopolimeros de manano de algas y polisacaridos principalmente de
mananos, glucanos y quitina. La presencia de polimeros parientes de la quitina se liga
a la simbiosis temprana con hongos y la transfeccion por medio de clorovirus de los
genes responsable de la produccion de quitina o analogos (Van Etten & Dunigan,
2012).

En el caso del género Chlorella su matriz estd compuesta por carbohidratos,
principalmente se han reportado ramnosa, galactosa y fucosa (Takeda, 1995). En su
estudio Takeda (1995) reporta que la pared rigida del género Chlorella es compuesta
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por glucosamina. Sin embargo, como lo menciona (de Oliveira et al., 2022), la
estructura cambia considerablemente para especies diferentes a pesar de pertenecer
al mismo género taxondémico. En Chlorella se han identificado 3 tipos de estructura:
dos capas, una capa interna microfibrillar y una externa trilaminar; dos capas
principales pero la capa externa no es trilaminar; finalmente la tercera categoria es de
una capa microfibrillar (Yamada & Sakaguchi, 1982). Se ha detectado composicion de
celulosa y pectina (Yamada & Sakaguchi, 1982). De manera general, la pared de las
microalgas esta formada por polisacaridos estructurales, como B-glucanos, -
mananos, a-ramanos Yy 3-galactofuranos (Synytsya et al., 2023). El entramado de la
celulosa actua como el esqueleto de la pared celular proporcionandole soporte, rigidez
y cohesion estructural. Estudios han reportado la presencia de quitina en la estructura
de la pared celular de algunas cepas (Domozych, 2019; Synytsya et al., 2023). Otros
estudios han identificado la presencia de heteropolisacaridos, polisacaridos con al
menos cinco monosacaridos, en varias microalgas (Bernaerts et al., 2018). Proteinas
y lipidos son también presentes en la composicion de la pared celular. Las proteinas
se encuentran en forma glicosilada e hidroxiprolina, para mencionar algunas, similar
a las extensinas y las proteinas arabinogalactanas de las plantas terrestres
(Domozych, 2019). En cuanto a los lipidos, desempefian un papel importante en
especial en superficie externa de la célula, ya que juega un papel en la permeabilidad
e interaccion con el medio ambiente (Spain et al., 2021).

La pared celular de las cianobacterias es notablemente diferente de las microalgas
debido a su naturaleza bacteriana y pertenecer al dominio de los procariontes. En
efecto, esta presenta caracteristicas similares a bacteria gramnegativa y esta
compuesta por una capa de peptidoglicano. Sin embargo, presenta algunas
especificidades a comparacion de las bacterias gramnegativas como una capa mas
gruesa Yy la ausencia de acidos teicoicos entre otras cosas. Ademas, sus paredes
estan constituidas por heteropolisacaridos ramificados. Por lo que su pared no
presenta mayor dificultad en su ruptura para la liberacion de los compuestos
intracelulares. En el caso de las Rhodophyta o microalgas rojas, su particularidad
radica en que carecen de una pared celular rigida. En sustitucion, su estructura
semejante a la pared es un gel polisacarido o capa de mucilago el cual tiene capacidad
de parcialmente disolverse y cambiar la viscosidad de su medio (Synytsya et al.,
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2023). Esta estructura ayuda en las funciones fisioldgicas y su interaccion con el
medio ambiente de la microalga. Su composicidon es principalmente glucurodnica, a

menudo con grupos sulfato y/o metoxilo.

Mecanicos

Dentro de los pretratamientos mecanicos, se distinguen los mecanicos solidos,
liquidos y de otro tipo. Son tratamientos no especificos, es decir la ruptura se produce
de la misma forma en cualquier especie, aunque dependiendo de la microalga y del
tipo de pared celular puede variar la eficiencia del tratamiento. Se puede aplicar los
siguientes tratamientos mecanicos: trituracion con perlas, trituracion con cuchillas,
homogeneizacion a alta presidn, ultrasonicacion, microondas y campo eléctrico
pulsado. La descripcion resumida de cada uno de los tratamientos se encuentra en la
Tabla A1 en anexos.

Mecanico - Trituracion con perlas

Dentro de los no mecanicos unos de los tratamientos mas comunes es la
homogeneizacion con perlas. El principio de este tratamiento consiste en aplicar
fuerzas mecanicas de compactacién y de cizallas a la biomasa para provocar su
ruptura. Se usan perlas de diferentes diametros y diferentes materiales, vidrio, acero
o de ceramica. Las perlas son puestos en agitacion mediante discos o anillos
concéntricos o excéntricos. La biomasa es impactada durante las colisiones entre si
de las perlas lo cual ejerce una fuerza de compactacion y/o de cizalla que provoca la
ruptura celular. Diferentes parametros influyen en la eficiencia del proceso tanto para
el consumo de energia como la eficiencia de ruptura tal como el diametro de las perlas,
la cantidad de perlas, la cantidad de biomasa, el tiempo de retencién, la viscosidad
del fluido y ciclos entre otros. En efecto, por encima de 0.5 mm de diametro se observo
una disminucién en la eficiencia de la ruptura celular (Doucha & Livansky, 2008;
Gunerken et al., 2015). La combinacion de algunos parametros influye también en la
eficiencia del proceso. Por ejemplo, a mayor viscosidad se requiere mayor carga de
perlas, al contrario, a viscosidad menor se debe bajar la carga (Doucha & Livansky,

2008; Gunerken et al., 2015). De manera general, este proceso tiene varias ventajas
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tales como la existencia de equipos industriales en el mercado, una buena eficiencia
para otros tipos de biomasa y que cuenta de un solo paso, por lo que su escalabilidad
es factible y lo hace un buen candidato. A pesar de que presente estas ventajas, en
el caso de la biomasa microalgal en un esquema de biorrefineria su alto consumo de
energia, la poca eficiencia de transferencia de la energia cinética a las células reduce
su eficiencia. Algunos compuestos intracelulares de interés son altamente sensibles
a las temperaturas lo cual incrementa el consumo energético para enfriar el
homogeneizador. Adicionalmente, los costos en procesos posteriores se ven aun mas
aumentado por la formacién de finos residuos tanto en la fase soluble como solida
debido a la baja selectividad en la distribucion de las sustancias (Gunerken et al.,
2015).

No mecanicos

Los métodos no mecanicos usan las propiedades selectivas de agentes quimicos,
biolégicos como enzimas o microorganismos o del fenomeno de difusion, la osmosis.
Estos se basan en perforar o permeabilizar la membrana mediante la modificacion de
ciertos enlaces presente en las diferentes capas de la membrana celular lo que
provoca la lixiviacion de los compuestos celulares internos (Passos et al., 2014;
Gunerken et al., 2015).

No mecanico - Térmico

Los tratamientos térmicos son aquellos que usan el calor para provocar la disrupcion
celular. El calor genera una presion interna en las células lo cual puede llegar a romper
la pared celular. También el calor aumenta la permeabilidad de la pared, asi como
desnaturaliza las proteinas y polisacaridos de la pared trae como consecuencias su
ruptura (Gunerken et al., 2015). No obstante, el pretratamiento térmico puede
consumir importantes cantidades de energia ademas de desnaturalizar los
metabolitos de interés e incluso producir compuestos recalcitrantes, es decir
compuestos dificiles de explotar en etapas posteriores del procesamiento de la

biomasa.
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No mecanico - Quimico

Los tratamientos mediante sustancias quimicas explotan diferentes propiedades
quimicas: inhibicién de la produccion de compuestos necesarios para la membrana
celular, reducciéon de la hidrofilia de medios, perforacibn de la membrana,
saponificacion o generacion de poros entre otras cosas. Se pueden usar un amplio
rango de sustancias: antibidticos, agentes quelantes, acidos, bases, detergentes,
solventes, surfactantes, agentes oxidantes (Gunerken et al., 2015). La eleccion de uno
u otro depende de diferentes factores, principalmente del compuesto objetivo de
interés, de la selectividad y de la composicion de la pared celular. Algunas desventajas
del tratamiento quimico es la presencia de sustancias no deseables toxicas,

desnaturalizacion y contaminacion del medio ambiente.

No mecanico - Enzimatico

El tratamiento enzimatico para la lisis celular es especifico ya que las enzimas se
enlazan a moléculas especificas para provocar su ruptura. Es un tratamiento que
requiere poca inversion ademas de tener requerimientos energéticos relativamente
bajos (Gunerken et al., 2015). También por las condiciones en el cual se desarrolla el
proceso enzimatico evita la desnaturalizacion de compuestos intracelulares de interés.
Pero, la eficiencia del tratamiento enzimatico depende mucho de la enzima o coctel
de enzimas utilizados. El costo varia mucho dependiendo de la enzima, la lisis
enzimatica puede provocar la perdida de otros compuestos de alto valor agregado

debido a la oxidacion (Gunerken et al., 2015).

1.4 Digestion anaerobia

La DA es un proceso que ocurre de forma natural en lugares donde se acumula
materia organica y se presentan condiciones anaerdbicas como por ejemplo en un
lago o en el compostaje de residuos organicos. Se trata de un tipo de fermentacion
microbiana, realizado por una comunidad de diferentes microorganismos, bacterias y
archea las cuales trabajan en serie o simultaneamente. Esta comunidad microbiana

produce entonces una mezcla de CHs4 y CO2 conocido como biogas. El termino biogas
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a veces incluye el hidrogeno el cual también se puede producir en la digestion
anaerobica.

La digestion anaerdbica es un proceso bien establecido y conocido con diferentes
aplicaciones. Su principal objetivo es la degradacion de la materia organica residual y
obtencion del biogas. Este proceso permite tratar aguas residuales urbanas,
estiércoles y demas residuos organicos de otras industrias. Adicional a la produccion
de biogas, se obtiene un agua parcialmente tratada y un lodo el cual sirve de abono
para la agricultura y de alimento en ganaderia, aunque esta ultima aplicacién se sigue
investigando (Yaniris et al., 2005).

A continuacion, la Figura 5 presenta un esquema basado en el modelo de digestion
anaerobia 1 establecido por la Asociacion International del Agua, IWA por sus siglas
en inglés (Batstone et al., 2002).

Proteinas

Hidrélisis

Polipéptidos

Péptidos Mono y di-sacdridos ]

Acidogénesis
A

Compuestos intermedios: orgdnicos —
alcoholes —écido lactico — dcidos
grasos (cadenas cortas) — ...

[ H, y CO, ] [ Acido acético ]

Acetogénesis

|}

Metanogénesis acetotréfica

Metanogénesis

Metanogénesis hidrotréfica

Figura 5. Metanogénesis. Adaptado de (Batstone et al., 2002).
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La digestion anaerobia consta de 4 etapas: hidrolisis, acidogénesis, acetogénesis y

metanogénesis. Algunas reacciones ocurren de manera simultanea o en paralelo.

La hidrdlisis consiste en la reduccion de moléculas organicas complejas en moléculas
mas simples y digestible por los microorganismos. Esta etapa la realiza tanto la
comunidad microbiana como procesos fisicoquimicos previo a la digestién anaerobica.
Las proteinas producen aminoacidos, los carbohidratos son transformados en
monosacaridos y los lipidos en acidos grasos de cadena larga, catalizados por

enzimas producidas por la misma comunidad microbiana.

En la etapa de acidogénesis, el principal sustrato de los microorganismos son los
aminoacidos y monosacaridos. El sustrato de esta etapa es convertido en sustancias
aun mas simples: acidos grasos volatiles. Entonces, se obtiene acido acético,
propiénico, butirico o valérico. En este momento del proceso, no se requiere de
aceptores de electrones adicional y puede desarrollarse con altas concentraciones de

hidrégeno y formato.

La siguiente etapa es la acetogénesis que convierte el acido propionico y butirico en
acetato. Los organismos acetdégenos responsable de esta transformacion también
producen CO2 y Haz. Al no tener aceptador de e interno, la oxidacion de los acidos
grasos se hace utilizando a un aceptador de e externo que puede ser con un proton
o bien CO.. El resultado de esta oxidacién es la produccion de H, o HCOO-
respectivemente al aceptador externo de e". Sin embargo, para que sea posible la
reaccion termodinamicamente, los niveles de H2 y HCOO- deben mantenerse en bajas

concentraciones.

Finalmente, ocurre la ultima etapa de la digestion anaerdbica en la cual las archaea
consumen el hidrogeno y el acetato. Se trata de un proceso metabdlico anaerdbico de
respiracion. Los microorganismos al consumir el acetato realizan una dismutacion de
este en 2 productos: CO. y CH4. La presencia de diferentes ordenes en los lodos
permite la realizacion de la metanogénesis mediante varias vias metabdlicas, la
principal siendo la acetoclastica, luego la hidrogenotréfica y en mucho menor medida
la metilotrofica (Fenchel et al., 2012).
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Esta ultima, usa el H2 como sustrato para reducir el CO2 o CO o HCOO . Desde el
punto de vista termodinamico ese proceso es altamente favorable, sin embargo, es un

proceso H> dependiente.

La DA se suele modelar con el modelo de Gompertz. Este modelo fue en un principio
desarrollado por Benjamin Gompertz en 1825 para modelizar la mortalidad humana.
En la DA permite describir y representar la cinética de produccion de metano gracias
a un modelado adaptado. A través de este, se puede determinar parametros claves
como el potencial maximo de produccién de metano, la fase de latencia y la velocidad
de produccion. La ventaja de este modelo radica en que permite optimizar la
produccion usando los parametros claves mencionados anteriormente para la

produccion a escala industrial.

Este modelo se basa en un modelo matematico de tipo sigmoideo. Como se
menciono, se utilizaba para describir o modelar la mortalidad humana, con el simple
supuesto que la tasa de mortalidad aumenta cuando envejecen los individuos y esta
descrita por la ecuacion:

N(t) = ae(-0e")

donde N(t) es la poblacion en el tiempo ¢, a es la poblacion maxima o capacidad de
carga, y b, c son parametros que describen la forma y tasa de crecimiento de la curva.

Posteriormente, Zwietering et al. (1990) fueron pioneros en su uso con una version
modificada para modelar cinéticas microbianas. Después en diferentes trabajos se ha
reportado un modelo modificado adaptado a la DA (Lay & Noike, 1997).

En la DA se ha usado un modelo modificado para mejor representarla:

?”J*(l—t)H)
—efimax

H(t) = Hpgy * e<

Donde H(t) es la produccion acumulada de CHs expresada en funcién del tiempo ¢
(mL), Hmax la produccion maxima acumulada de CHs (mL), Rmax la velocidad maxima

de produccién de CHs (mL d') y A el tiempo de retardo o latencia (d).

Si bien se utiliza ampliamente este modelo para la produccion de metano, existen
otros modelados como el modelo logistico y el de primer orden. Sin embargo, estos

otros modelados matematicos presentan inconvenientes: el logistico asume una
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simetria perfecta en la fase de crecimiento y por lo tanto que a la mitad del tiempo de
produccion se haya producido la mitad del volumen total de metano; el de primer orden
considera que la tasa de degradacion es constante lo cual es en gran parte incorrecto
ya que no toma en cuenta fases de adaptacion y no hay diferenciacion de crecimiento
lento, acelerado y meseta (Zwietering et al., 1990). Al contrario de estos modelos, el
de Gompertz toma en cuenta las diferentes etapas de produccion del metano. Para
validar el modelo empleado se usan indicadores como el coeficiente de determinacién
(R?), el error cuadratico medio (RMSE) y el criterio de informacién de Akaike (AIC),
entre otros. En términos practicos del modelo Gompertz, los diferentes parametros de
este —H,ax (volumen maximo de CH,), R,ax (tasa maxima de produccion) y A (tiempo
de latencia)— sirven para optimizar los diferentes parametros de produccion como la
carga de sustrato, pretratamientos, tiempo de retencidn y otras condiciones de
operacion (Lay & Noike, 1997).

1.5 Biorrefineria

Las fluctuaciones de los precios de los combustibles fosiles, la disminucion de
las reservas de petroleo y los acuerdos de la COP21 para reducir las emisiones de
GEI fomentan la industria de los biocombustibles de biomasa y potencian la
investigacion en biocombustibles de microalgas (Pires, 2017). Las microalgas pueden
desempeniar una doble funcion: Capturan CO2 y la biomasa resultante puede utilizarse
para producir una amplia gama de materiales. Es importante mencionar que algunos
productos quimicos derivados de la biomasa de microalgas no pueden sintetizarse a
partir de combustibles fésiles.

A partir los anos 90 se ha introducido el concepto de biorrefinerias como una forma
de hacer los procesos sostenibles tanto econdmica como ambientalmente (Jong et al.,
2011). La biorrefineria consiste en aprovechar la biomasa en su totalidad y obtener
diversos productos para reducir el costo de produccién de los biocombustibles, entre
otros. Para eso, se necesitan realizar procesos de transformacion y fraccionamiento
de la biomasa (Cherubini, 2010), de manera similar a las refinerias de la industria
petroquimica que producen a partir del petroleo energia, combustibles y productos
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quimicos. Por otro lado, para reducir los costos se ha propuesto usar aguas residuales
como fuente de nutrientes (Pittman et al., 2011).

Algunos de ellos como biopolimeros o pigmentos como la ficocianina son productos
de alto valor y pueden utilizarse directamente tras su separacion o con ligeros ajustes
estructurales. Por estas razones, las microalgas son de gran interés para la
investigacion y el desarrollo de procesos industriales que hagan viable su uso en un
concepto de biorrefineria. Como se ha mencionado anteriormente, en el concepto de
biorrefineria es necesario valorizar la mayor parte de los constituyentes de la biomasa
microalgal. Algunas opciones para la valorizacion de la biomasa de algas que incluyen
su uso como son: (1) células de algas intactas, (2) el contenido celular completo
desorganizado, o (3) el fraccionamiento de la biomasa en diferentes grupos
bioquimicos o compuestos especificos (Bastiaens et al., 2017). En la primera
alternativa, la biomasa de microalgas se comercializa principalmente como polvo seco
para piensos, alimentos o acuicultura, y el volumen de mercado aumenta
constantemente (Laurens & Mcmillan, n.d.; Vigani et al., 2015). La fabricacion de
productos comerciales derivados de células enteras no genera biomasa residual, y la
extraccion o fraccionamiento de la biomasa no es necesaria. Por el contrario, las otras
dos opciones permiten aplicar el concepto de biorrefineria. En las siguientes secciones
se presentan las principales estrategias para cultivar/procesar/valorizar la biomasa de
microalgas, y se clasifican globalmente en cuatro categorias y se presentan de
manera esquematica en el diagrama Figura 6: (i) solo produccién de biocombustibles
(compuestos de bajo valor), (ii) productos de alto valor afladido y biocombustibles, (iii)
productos de valor afiadido medio (compuesto a granel) mas biocombustibles y, por

ultimo, (iv) acoplado a otros procesos en el contexto de la economia circular .
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Figura 6. Diagrama de flujo de procesamiento de la biomasa microalgal en
diferentes conceptos de biorrefineria. Adaptado de (Gorry et al., 2018).

1.5.1 Estrategia I: Produccion exclusiva de biocombustibles (compuesto de bajo

valor agregado)

Los biocombustibles se requieren a bajo precio y en gran volumen; sin embargo, entre
todos los productos obtenidos a partir de microalgas, los biocombustibles tienen el
coste mas bajo y su precio siempre se compara con las alternativas fosiles; ademas,
el balance energético del proceso de produccion debe ser positivo. La mayoria de los
biocombustibles pueden obtenerse conceptualmente a partir de microalgas, pero el
biodiésel es una de las alternativas mas interesantes como combustible liquido para
el transporte (Amaro et al., 2011; Mallick et al., 2016; Mondal et al., 2017). No obstante,
se ha demostrado que actualmente el biodiésel de microalgas no es competitivo en
costes en comparacion con el diésel fosil (Chisti, 2007). Por lo tanto, se introdujo la



idea de utilizar la biomasa residual para obtener mas energia en busca de mejores
ingresos, minimizando los residuos para completar el uso de la biomasa en el
concepto de biorrefineria (Collet et al., 2011; Maurya et al., 2016). En la estrategia de
solo biocombustible, hay tres escenarios para obtener mas energia: (i) los residuos se
pueden quemar para generar calor y electricidad, (ii) se pueden convertir en biogas
mediante digestion anaerobia o en etanol mediante fermentacion a partir de
carbohidratos, y (iii) se pueden procesar termoquimicamente para obtener otros
biocombustibles (Brownbridge et al., 2014). Pero en la estructura de la biorrefineria
s6lo con bioprocesamiento, la seleccion dependera de la composicidn estequiométrica
de la célula; el contenido de lipidos en la célula puede variar del 15 al 80% segun la
cepa, lo que deja una enorme cantidad de residuos. La composicion de la biomasa
residual desaceitada es rica en carbohidratos o proteinas, y su composicion define la
aplicacidon potencial. La biomasa residual con una alta relacion C/N es beneficiosa
para la produccion de biometano, bioetanol y biohidrégeno, mientras que una baja
relacion C/N significa un alto contenido de proteinas, lo que puede ser beneficioso
para su uso como fertilizante, medio de fermentacion para microorganismos o
suplemento alimenticio para animales y peces (Maurya et al., 2016). Se ha sugerido
la produccion de biogas a partir de biomasa residual desaceitada para producir calor
o electricidad y contribuir al balance energético (Collet et al., 2011; Ward et al., 2014).
Laurens et al. (2017) establecieron que el enfoque de fraccionamiento de la biomasa
microalgal puede crear tres flujos potenciales de combustible diferentes, que permiten
una reduccion del 35 % en el precio minimo global de venta del combustible en
comparacion con la estrategia de solo biodiésel. La estrategia general se centra en la
explotacion de lipidos para la produccion de biodiésel y existe una preferencia por la
produccion de biogas primero a partir de biomasa residual y después a partir de
bioetanol. Una estrategia intenta diversificar su produccion de biocombustibles con
hidrégeno. En este enfoque, el etanol se obtiene a partir de la fermentacion de los
carbohidratos liberados, el biodiésel o el combustible de aviacion a partir de la fraccion
lipidica mediante hidrotratamiento e isomerizacién y, por ultimo, los alcoholes mixtos
(isobutanol, isopentanol y otros) a partir de la fraccidn proteica. Sin embargo, queda
claro que el uso de biomasa residual por si sola para producir energia no es tan

favorable como parece a primera vista.
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1.5.2 Estrategia Il: Coproduccion de productos de alto valor agregado y
biocombustibles

Las microalgas son importantes productoras de muchos compuestos nutracéuticos de
alto valor, como los acidos grasos poliinsaturados o la astaxantina, que pueden
justificar el elevado coste de las tecnologias de cultivo y procesamiento de microalgas
(Liang et al., 2015; Shah et al., 2016a). En este escenario, el CO: fijado se valoriza y
se producen biocombustibles tras la extraccion de productos de alto valor. Algunos
ejemplos incluyen la astaxantina producida por Haematococcus pluvialis, esta
molécula de alto valor afiadido ya se comercializa (Lorenz & Cysewski, 2000), y su
precio de mercado es de 7000 USD/kg (Hariskos & Posten, 2014; Shah et al., 2016a).
Esta microalga es una excelente candidata para esta estrategia porque la astaxantina
supone aproximadamente el 5% del peso seco total de la célula, representando solo
una pequefia fraccion de esta. La astaxantina se produce bajo limitacion de nitrégeno
y simultaneamente con triglicéridos que constituyen hasta el 60% del peso seco
(Solovchenko, 2015) y puede utilizarse para biodiésel. De este modo, tras la
extraccion de astaxantina, se puede producir biodiésel a partir de lipidos y biogas a
partir de biomasa residual (Shah et al., 2016b). Otro organismo adecuado para la
biorrefineria de compuesto de alto valor afiadido es Nannochloropsis (Chua & Schenk,
2017) debido a su rapido crecimiento, altas productividades de aceite y contenido de
acidos grasos omega-3, especificamente el EPA cuyo precio de mercado es de hasta
100 USD por litro. Ademas, en la configuracion de biorrefineria, el alto contenido de
proteina comestible hace que esta alga sea viable para alimentos o piensos. Otras
moléculas de alto valor en la biomasa de microalgas son: vitaminas, pigmentos, etc.
Como puede observarse, el pigmento como compuesto de alto valor unido a la
produccion de biodiésel a partir de la fraccidn lipidica u otros biocombustibles a partir

de la biomasa sobrante es el escenario mas estudiado.

Uno de los principales retos de esta estrategia es que, a pesar de que la demanda
prevista de productos de alto valor a partir de microalgas esta aumentando, estos
productos todavia se producen en cantidades relativamente pequefias; por lo tanto,

no se puede garantizar el suministro de biocombustible.
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1.5.3 Estrategia lll: Coproduccion de compuestos de valor agregado medio y

biocombustibles

El enfoque de la integracién de productos de valor medio (carbohidratos, lipidos y
proteinas) en la produccion de biocombustibles fue propuesto por Wijffels et al. (2010).
Hicieron hincapié en que es poco probable que un proceso para la produccion de
biodiésel a partir de lipidos de microalgas sea econdmicamente viable y que todos los
componentes a granel de la biomasa deben valorizarse para desarrollar un proceso
viable y sostenible. Esta idea promueve la diversificacion de los sectores del mercado,
introduciendo los productos de microalgas no solo en el sector energético. Segun
Hariskos & Posten (2014), los productos quimicos a granel constituyen un volumen de
mercado de >10.000 toneladas/afio con precios desde unos pocos USD/kg hasta 100
USD/kg y representan el 11% del crudo destinado a la sintesis petroquimica. Como
se vio anteriormente, los principales componentes de la biomasa microalgal dependen
de la cepa y los contenidos comunes son: lipidos (30-50%), proteinas (50-70%),
carbohidratos (50%) y pigmentos (Chew et al., 2017). Estos bioquimicos implican el
uso de proteinas para piensos o alimentos; carbohidratos para materiales bioactivos,
cosmeéticos, aplicaciones nutricionales y farmacéuticas; y lipidos que, dependiendo de
la longitud de la cadena, tienen aplicacion como surfactantes, cosméticos, disolventes,
lubricantes o biopolimeros (Hariskos & Posten, 2014; Jong et al., 2011). La mayoria
de los estudios se centraron en los lipidos para biodiésel y las proteinas para
alimentos o piensos. Pero otros incluyen la produccion de bioetanol.

En las estrategias de coproduccion (Il y Ill), la seleccion de técnicas de separacion
suaves y selectivas es importante para mantener las propiedades de la mayoria de
los componentes de la biomasa. Por lo tanto, se debe elegir una progresion adecuada
de la cosecha seguida de la disrupcién celular (Lee et al., 2012) y una secuencia de
extraccion y purificacion suave y selectiva de los metabolitos de interés.

En cuanto a la definicién del mejor orden de extraccion de metabolitos, depende de la
cepa y de las propiedades de los productos a recuperar. Ansari et al. (2017)
demostraron para Scenedesmus obliquus que la secuencia de extraccion: proteinas-
lipidos-carbohidratos era la mas conveniente. Sin embargo, una estrategia diferente
fue propuesta por Dong et al. (2016), quienes sugirieron que un procesamiento
combinado de algas (CAP, por sus siglas en inglés) es mucho mejor que el

64



procesamiento paralelo de algas (PAP, por sus siglas en inglés). En lugar de extraer
los lipidos de la biomasa de algas antes de la fermentacién alcohdlica, como en el
PAP, los lipidos se extraen de la torta de digestion anaerdbica. EI CAP resulta ser muy
eficaz para la obtencion de azucares, y la pérdida de lipidos es insignificante. La CAP
reduce el coste del biocombustible de microalgas en un 9%. Sin embargo, es
importante mencionar que este estudio no evalu6 el coste de los bioproductos en un

esquema de biorrefineria completa, utilizando toda la biomasa.

Bajo esta estrategia, la alta eficiencia del fraccionamiento en un proceso secuencial
es uno de los principales cuellos de botella y representa un reto a superar. El objetivo
principal de este enfoque es maximizar la produccion y valorizacion de la biomasa con
el fin de priorizar el uso de la biomasa para obtener productos de valor dando mas
importancia a la produccién de materiales, que a su uso para energia (Keegan et al.,
2013).

1.5.4 Estrategia 1IV: Integracion de las microalgas en otros procesos y en la

economia circular

En los ultimos afios, se ha destacado la importancia de los nuevos conceptos para las
biorrefinerias y, en particular, para las microalgas. La biorrefineria obedece a los
principios de la economia circular en el sentido de que todos los flujos de residuos son
valorizados (Venkata Mohan, Modestra, et al., 2016) promoviendo el
uso/transformacién de flujos secundarios o residuales en productos de valor afiadido
(Yuan et al., 2015). Incluye el uso de: (i) aguas residuales como fuente de nutrientes
(Barr & Landis, 2017; Delrue et al., 2016; Gouveia et al., 2016; Olguin, 2012; Queiroz
et al., 2013; Zhu, 2015), (ii) digestato de un tratamiento de aguas residuales de la
industria de la pulpa y el papel para reciclar internamente los nutrientes para el cultivo
de microalgas; este es un ejemplo que conduce a un coste notablemente menor de la
produccion de biomasa de microalgas (Kouhia et al., 2015) o (iii) flujos de residuos

gaseosos con alto contenido de CO. (Moncada et al., 2014; Wiesberg et al., 2017).

Por otra parte, en todos los estudios mencionados, el potencial de las microalgas para
producir diferentes formas de bioenergia y productos quimicos se ha presentado como

conceptos separados que no se integran en la primera y segunda biorrefinerias en
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carteras multiproducto. Recientemente, se ha reconocido que el concepto de
biorrefineria desempeia un papel importante en el futuro desarrollo de una economia
basada en la biotecnologia y se ha propuesto recientemente la integracion de las
biorrefinerias de primera, segunda y tercera generacion para desarrollar una
bioindustria completa (Moncada et al., 2014). Ese trabajo analizé la integracion de
microalgas en una biorrefineria de cafia de azucar de segunda generacion, incluyendo
la produccion conjunta de azucar, etanol y electricidad, introduciendo el cultivo de
Chlorella para utilizar corrientes ricas en CO2 derivadas de sistemas de fermentacion
y cogeneracion y producir posteriormente biodiésel, glicerol, azucar, etanol
combustible, calor y electricidad. Estos escenarios son tan diversos como los tipos de
biomasa existentes; algunos trabajos incluyen las microalgas en la industria de la
pulpay el papel o en biorrefinerias de cafa de azucar para el tratamiento y valorizacion
de efluentes, utilizando gases de combustién o aguas residuales.

Es importante sefalar que, en este escenario, la posibilidad de esquemas de
biorrefineria es infinita. A pesar de la complejidad que implica, la biorrefineria necesita
promover una economia circular para alcanzar la viabilidad (Venkata Mohan,
Modestra, et al., 2016; Venkata Mohan, Nikhil, et al., 2016). En las propuestas, se

abandono el concepto de biorrefineria para un solo producto.

1.5.5 Estrategia de disefio y estado actual

Para conceptualizar una biorrefineria, la secuencia de decisiones incluye (Toledo-
Cervantes & Morales, 2014): (1) microalgas ricas en productos objetivo. (2)
condiciones de cultivo y estrategias de operacion, (3) procesos de conversion de
microalgas enteras/biomasa microalgal deslipidizada a biocombustibles, (4) cosecha
de biomasa, (5) métodos y secuencia de extraccion de coproductos/transformacion de
toda la biomasal/el producto preextraido en productos finales, (6) integracion de
procesos de flujos y reciclaje de materiales, reduccion de residuos y, por ultimo, (7)
un analisis del ciclo de vida. En el caso de los productos de alto valor, Eppink et al.
(2017) sugirieron recomendaciones especificas sobre los métodos de recoleccion,
disrupcién celular y extraccion. Indicaron la necesidad de conocer la composicion y
resistencia de la pared celular, y la localizacion del compuesto diana en el citoplasma,

asi como de seleccionar métodos de recoleccion moderados y disrupcion celular
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suave, eliminando primero la pared celular y después, la disrupcion de organulos. El
siguiente paso es la separacion selectiva de las fracciones hidrofobas (lipidos,
pigmentos) e hidrofilas (proteinas, carbohidratos) manteniendo la funcionalidad
completa y, por ultimo, el fraccionamiento de las mezclas de componentes hidréfilos
e hidréfobos para recuperar los compuestos objetivo para diferentes aplicaciones
comerciales. El paso final para la implementacién de un proceso de biorrefineria es
conectar las diferentes etapas en el proceso completo de la cadena. Todos los
esfuerzos en el disefio de escenarios multiproducto buscan aumentar la viabilidad
econdmica de la produccion global de biocombustibles, pero, como puede verse, la
configuracion de una biorrefineria implica la toma de muchas decisiones, incluyendo
alternativas para el cultivo, el consumo de agua y el suministro de nutrientes, las
condiciones de cultivo para desencadenar la acumulacion de los productos objetivo, y
un complicado procesamiento posterior para maximizar la recuperacion-explotacion
del producto. Por lo tanto, para definir la via de procesamiento adecuada de la
biomasa de microalgas, hay que analizar diferentes escenarios mediante técnicas de

optimizacién, incluyendo aspectos tecnoecondmicos y cuestiones de sostenibilidad.

1.5.6 Aspectos de sostenibilidad

La mayor parte de la investigacion actual sobre biocombustibles de microalgas se
basa en el potencial del biodiésel a partir de lipidos de microalgas (Chisti, 2007); este
estudio optimista se realizd en una situacion extraordinaria con precios del petréleo
extremadamente altos, lo que favorecio el desarrollo de los biocombustibles. En aquel
momento, se establecié el reto inicial de disminuir su coste de produccion a 0.48
USD/L. Posteriormente, (Wijffels et al., 2010) establecieron que este precio del
biodiésel era alcanzable, al considerar una biorrefineria de microalgas, basada en la
valorizacion de diferentes fracciones bioquimicas y productos de alto valor afadido.
Hasta la fecha, se han publicado varios estudios sobre el analisis econoémico de
procesos basados en microalgas (Acién et al., 2017; Davis et al., 2016; Douskova et
al., 2009; Hoffman et al., 2017; Norsker et al., 2011; Slade & Bauen, 2013; Tredici et
al., 2016). Recientemente, se han realizado revisiones sobre las evaluaciones
tecnoecondmicas de los biocombustibles de microalgas, desde el punto de vista de la
biorrefineria, analizando una gran variedad de escenarios (de Boer & Bahri, 2015;

67



Laurens et al., 2017). Dichos trabajos reportan precios que van desde 0.88 USD/L
hasta 24.60 USD/L, concluyendo, sobre la base de base de los estudios
tecnoecondémicos disponibles y las tecnologias actuales, que la produccion de
biocombustible microalgal es entre 4 y 5 veces mas cara que los combustibles fosiles
actuales; y las acciones para reducir ese coste pasan por: (1) productividades de al
menos 30 g m2 d' y un contenido minimo de lipidos del 30%, (2) reducir el coste de
capital, descartar el uso de fotobiorreactores y centrifugadoras, reducir los costes de
deshidratacion y, por ultimo, identificar oportunidades de fuentes de carbono y

nutrientes de menor coste.

Ademas de la evaluacion econdmica, los biocombustibles de microalgas también
deben cumplir objetivos favorables de ciclo de vida en cuanto a rendimiento energético
y huella de carbono y agua para ofrecer mejoras cuantitativas respecto a los
combustibles actuales.

Sin embargo, no existe una conclusibn comun sobre la sostenibilidad de los
biocombustibles de microalgas (Gnansounou & Raman, 2017; Quinn & Davis, 2015).
La importante variacidn en los estudios podria deberse a las diversas opciones
técnicas (especies de microalgas, unidades de produccion, procesamiento posterior y
tecnologia para la produccion de energia, coproductos) y metodoldgicas (unidades
funcionales, limites, métodos de asignacion de coproductos) (Collet et al., 2015;
Thomassen et al., 2017). Pero hay un acuerdo general en que producir solo biodiésel
a partir de algas no es favorable y, para reducir el coste global, se ha sugerido lo
siguiente: (i) integracion de procesos (captura de CO2, tratamiento de aguas
residuales y produccion de biocombustible); (ii) optimizacion del disefio y las
condiciones del fotobiorreactor para mejorar el rendimiento del biocombustible; y (iii)
extraccion de productos valiosos de la biomasa de algas (concepto de biorrefineria).
Por lo tanto, una estrategia multiproducto en una biorrefineria se indica como la
tendencia futura. Sin embargo, la ausencia de instalaciones para la produccion de
biocombustibles de microalgas a escala industrial con informacion precisa y fiable
implica suposiciones tedricas o la extrapolacion de informacion de laboratorio para
hacer predicciones, mientras que el problema de disefio se formula matematicamente
para describir los sistemas de produccion y su rendimiento. Recientemente se han
publicado estudios tedricos sobre aspectos econdmicos o ACV en una estrategia de
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multiprocesamiento-desarrollo-multiproducto (Gutiérrez-Arriaga et al., 2014; Martinez-
Hernandez et al., 2013; Menetrez, 2012; Posada et al., 2016). También se han llevado
a cabo enfoques de optimizacion multiobjetivo para equilibrar diferentes criterios
simultaneamente (Andiappan et al., 2015; Brunet et al., 2015; Rizwan et al., 2015;
Santibafiez-Aguilar et al., 2014) aplicando modelos de programacion no lineal entera
mixta (MINLP) o simulaciones de Monte Carlo para maximizar los ingresos o los
rendimientos de produccion, determinar la viabilidad econdmica y minimizar el impacto
ambiental para encontrar la ruta de procesamiento 6ptima para la producciéon de
biodiésel a partir de biomasa microalgal y el tratamiento de residuos. Aunque se han
desarrollado herramientas computacionales, ningun escenario ha alcanzado los 0.48

USD/L necesarios para competir con la alternativa fésil.

En general, la mayoria de los estudios de ACV concluyen que la bioenergia a partir
de algas tiene menores emisiones de GEl que los combustibles fosiles y que el
proceso energéticamente viable debe utilizar estanques de canalizacién, procesar
biomasa completa (evitar el secado), minimizar la energia necesaria para la disrupcion

celular y minimizar el uso de disolventes (de Boer & Bahri, 2015).

El sistema lineal de nuestra economia actual (extraccion, fabricacion, uso y
eliminacion) ha alcanzado sus limites, lo que conlleva el agotamiento de una serie de
recursos naturales y combustibles fosiles (Venkata Mohan, Modestra, et al., 2016). En
una bioeconomia, la estrategia de biorrefineria es un factor clave para cerrar el bucle
en una economia circular con un modelo de produccion restaurativo y regenerativo
que valore los residuos y minimice los impactos medioambientales negativos mediante
una transicién a fuentes de energia renovables. La biomasa de microalgas es una de
las mejores alternativas para una biorrefineria debido a los diversos productos que se
pueden obtener. Sin embargo, las aplicaciones actuales de la biomasa de microalgas
se destinan principalmente a la alimentacion humana y animal, y los biocombustibles
no se producen a escala industrial. En la actualidad, el elevado coste de produccion
de la biomasa y su posterior fraccionamiento la hacen ecolégicamente inviable, sobre
todo cuando la produccion se centra en un unico producto, como el combustible. Los
avances en la modificacion genética de las cepas, los sistemas de produccion vy el
procesamiento posterior, ademas de la valorizacidn y aceptacion de una amplia gama

de productos, podrian contribuir a evaluar la sostenibilidad y la rentabilidad.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES DIRECTOS, JUSTIFICACION E HIPOTESIS
2.1 Antecedentes directos y justificacion

La investigacion sobre microalgas, que se hace en la UAM-C, incluye la obtencién de
una microalga oleaginosa que fue aislada de Cuatro Ciénegas Coahuila y que fue
identificada como Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM (Toledo-Cervantes et al.,
2013). Ademas, los trabajos anteriores demostraron su potencial biotecnoldgico para
producir aceites y capturar CO. simultaneamente. Esta microalga es capaz de
acumular hasta 56% de aceite cuando se encuentra bajo limitacion de nitrégeno, con
una productividad de 85 mg L' d-'. La maxima concentracion de biomasa reportada
para esta cepa es de 6 g L' en condiciones de laboratorio y hasta 5.2 g L' en un
reactor airlift de lazo extendido operado en lote a la intemperie (Sanchez, 2013). La
cepa tiene un gran potencial por su alta capacidad de acumulacién de aceites y que
ademas puede resistir altas concentraciones de CO2 (15%), su 6ptimo de temperatura
es 35°C y puede operar en condiciones a la intemperie. También capturé CO2 con una
tasa de 950 mg L' d' en medio con suficiente N (Toledo-Cervantes et al., 2013).
Como ya se discutio, a pesar de la elevada acumulacién de lipidos obtenida, la
rentabilidad de los procesos microalgales para produccion de aceites suele estar
limitada por su bajo crecimiento de biomasa, las condiciones de estrés requeridas
para mejorar la productividad de lipidos y su realizacion en 2 etapas. Estos
requerimientos aumentan el costo de operacion de los bioprocesos a base de
microalga. Sin embargo, existen aun caminos por explorar para reducir estos costos.
Entre ellos, el cultivo semicontinuo puede permitir superar parcialmente estas
limitaciones (Meng et al., 2009; Rodolfi et al., 2009b; Wilkie et al., 2011). En efecto, la
produccion semi-continua es paso mas hacia altas productividades, reduciendo las
etapas necesarias para que la biomasa produzca simultaneamente lipidos y biomasa.
También permitiria evitar la necesidad de cosechar la biomasa y re-suspender en un

medio sin nitrégeno.

Por otro lado, se han hecho pruebas preliminares para la produccion de biogas con
lodos metanogénicos de plantas de tratamientos de aguas, con la biomasa microalgal
sin y con pretratamientos y en ambos casos es posible la produccién de biogas.
Rincon-Pérez et al. (2020) en su estudio de estudiaron pretratamientos termoquimicos
sobre la biomasa de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM encontrando que el mejor
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tratamiento para solubilizar los carbohidratos fue con 3% de HCl y 100°C y encontré
que la mejor solubilizacion de DQO se obtuvo con la concentracion de biomasa de 30
g L' y un pretratamiento térmico de al menos 2h, alcanzando una solubilizacion de
60%. La produccion de metano varié entre 109.3 a 192.7 mL CHs g' SV agregado
con concentraciones de biomasa de entre 1 a 10 g tCOD L y un pretratamiento
térmico a 98°C durante 6h. En estos estudios se alcanz6 un maximo de 296 mL CH4
g' SV y de 48 mL Hz g SV (Rincon-Pérez et al., 2020). A pesar de los resultados
prometedores algunas limitaciones surgieron como biomasa recalcitrante y los
tiempos importantes de pretratamientos térmicos que incrementan los costos
operativos y la huella ambiental. Debido a la variabilidad en la estructura de la pared
celular de las microalgas, no existe tratamientos universales por lo que es necesario
investigar mas ampliamente las diferentes posibilidades de tratamiento. Finalmente,
la presencia de microalga en co-digestion no mejora la produccién de metano como
menciona (Rincon-Pérez et al., 2021) en su estudio. Ademas, se ha estudiado la
biomasa completa sin haber obtenido otros productos anteriores a la DA.

Aun existen algunos retos importantes como la posible inhibicion debida al alto
contenido en proteinas y la presencia de una pared celular que limita la degradacion
de la biomasa. Por eso es importante estudiar diferentes pretratamientos y su efecto
en la produccién de metano. Su estudio permite un mejor aprovechamiento de la
biomasa. En perspectiva de la economia circular, el estudio de las biotecnologias de
microalgas y especificamente la produccion de biodiesel a partir del aceite obtenido y
de biogas o metano con la biomasa residual puede contribuir a este esquema de
economia y a reducir la huella ambiental. Es entonces necesario desarrollar un
proceso integrado para reducir los costos aprovechando la biomasa residual
resultante de la extraccion de lipidos, es decir estudiar la produccion de aceite y el uso
de la biomasa residual como sustrato para la produccién de metano.

2.2 Pregunta de investigacion e hipoétesis
Pregunta de investigacion

La capacidad de acumular lipidos bajo condiciones de cultivo favorables se ha
observado en pocas especies, por lo que ha surgido el interés en estudiar los

principales factores que influyen en la acumulacion de lipidos y determinar mejores
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condiciones de operacién para incrementar tanto el contenido como la productividad
de biomasa y lipidos de manera simultanea en una cepa con alta tasa de crecimiento.
Adicional a esto, la industrializacion y comercializacion de biocombustibles de tercera
generacion enfrenta retos de rentabilidad econdmica por lo que es necesario estudiar
el reuso de la biomasa residual. Sin embargo, la biomasa residual presenta
inconvenientes como la presencia de pared celular y/o compuestos que pueden

afectar los procesos posteriores.
En este contexto se plantean las siguientes preguntas:

¢De qué manera la estrategia de cultivo semicontinuo con ciclos de alimentacion-
privacion de nitrégeno, integrada con el pretratamiento y digestion anaerobia de la
biomasa residual de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM, permite avanzar en el
desarrollo de un esquema de biorrefineria sostenible para la coproduccion de lipidos
y biogas?

Hipotesis

Si se identifican condiciones de operacion y un estado fisiolégico de la microalga que
maximicen la productividad lipidica en un proceso semicontinuo, empleando
corrientes residuales y acoplando un sistema de generacidn de biogas, sera posible

avanzar hacia el desarrollo de un proceso sostenible para la produccién de
biocombustibles a partir de biomasa microalgal.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL.

Analizar un esquema de biorrefineria a través de la integracién de los procesos de

generacion biomasa-lipidos en semicontinuo y produccién de biogas.
OBJETIVOS ESPECIFICOS.

o Definir y evaluar estrategias operacionales y nutricionales para incrementar la

acumulacion de lipidos en un sistema en semicontinuo.

e Evaluar diferentes pretratamientos y su efecto en la produccién de metano en

biomasa completa (y fresca) y en biomasa residual post-extraccion de lipidos.

e Evaluar la produccion energética tedrica de las diferentes rutas de valorizaciéon

de la biomasa de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM.
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS
4.1Microalga e inoculo

En este trabajo se utilizd la microalga S. obtusiusculus AT-UAM, la cual se aislo
anteriormente por Toledo-Cervantes et al. (2013) de la poza Churince en Cuatro
Ciénegas, Coahuila, México. El in6culo se cultivd en condiciones estériles en medio
mineral BG-11 (pH 7) que contenia en g L™": NaNOs, 1.5; K2HPO4, 0.04; MgS04.7H20,
0.075; EDTA disédico de magnesio, 0.001; CaCl,.2H20, 0.036; acido citrico, 0.006;
citrato de amonio férrico, 0.006; Na2COs, 0.02, y 1 mL™" de soluciéon mineral traza con
la siguiente composicion en mg L': H3BOs, 2.86; MnCl> 4H20, 1.81; ZnSO4 7H-0,
0.222; NaMoO4 2H20, 0.39; CuSOs 5H20, 0.079; Co(NO3). 6H20, 0.494. Los
productos quimicos se adquirieron en J. T. Baker (Waltham, EE.UU.) y Tecsiquim SA
de CV (Toluca, México) con una pureza de al menos el 99 %. Los ensayos
experimentales se hicieron con el medio BG11 modificando las concentraciones de N

de acuerdo con lo especificado en la seccion 2.3.2.

La cepa se cultivo inicialmente en un fotobiorreactor de columna de burbujeo (FBR-
CB) de 2.5 L para preparar el inéculo para los experimentos. El FBR-CB se alimento
continuamente con un flujo de 2 L min-! de aire con 5% v/v de CO (Praxair, Ciudad
de México, México) a través de un difusor de nylon conformado de 6 ramales en forma
de asterisco localizado en el fondo del FBR-CB, cada uno de ellos con 5 perforaciones
de 1 mm de diametro interno. El FBR-CB se opero bajo condiciones controladas a 30
+ 1°C y 60 ymol m? s™! de radiacién fotosintética activa (PAR) contintia provista por
dos lamparas fluorescentes de 50W (Philipps, Ciudad de México, México). La biomasa
se cosechd cuando el cultivo terminé la fase de crecimiento exponencial mediante
centrifugacion (a 4000 rpm durante 7 min) y se lavo con agua destilada antes de la

inoculacion de los sistemas experimentales.
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4.2 Sistema experimental

Condiciones controladas de laboratorio Condiciones de invernadero

Fotobiorreactor columna de burbujeo . .
Fotobiorreactor columna de burbujeo
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Figura 7. Representacion esquematica de los sistemas experimentales para los ensayos de

diferentes niveles de nitrégeno y en semicontinuo.

4.2.1 Fotobiorreactor plano

Los experimentos ensayados en el fotobiorreactor de panel plano (FBR-P) (Figura 7)
se realizaron en condiciones controladas de laboratorio. El mismo esta conformado
de dos placas de acrilico transparente de 0.3 m de altura y 0.3 m de longitud colocadas
verticalmente y a 0.025 m de distancia, con un volumen de trabajo de 1.8 L y un area
iluminada de 0.09 m? a 200 ymol m= s*! por dos circuitos de LEDs impreso (llumileds,
Ciudad de México, México) que se ajustaron para proporcionar iluminacidon continua.
El FBR-P se alimento continuamente con un flujo de 2.5 L min-' de aire con 1% v/v de
CO- a través de un difusor de acero con dieciséis perforaciones de 1 mm de diametro
interno, el cual se ubicé en el fondo del FBR-P. La temperatura se controlé con un
intercambiador de calor tubular interno (9102A12E, PolyScience, lllinois, USA) a 35
°C en el FBR-P.
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4.2.2 Fotobiorreactores de columna de burbujas en invernadero

Se instalaron dos FBR-CB (19°21'09.6 "N 99°16'57.6 "W) dentro de un invernadero
(Figura 6). Los FBR-CBs consistieron en columnas de acrilico de 0.143 m de diametro
y 1.82 m de altura, con un volumen de trabajo de 24 L. El cultivo de los FBR-CB se
alimentaron continuamente por un flujo de 4 L min' de aire con 1% v/v de CO- a través
de un difusor de nylon con seis puntas y cinco perforaciones de 1 mm de diametro
interno por cada punta, ubicado en el fondo del FBR-CB. Los FBR-CBs se operaron
durante la temporada de otono.

4.3 Operacion

Se tomd como referencia una concentracion de 12 mgn L' en el medio BG-11
suplementado, ya que informes anteriores para S. obtusiusculus AT-UAM mostraron
que una tasa de consumo de ~12 mgn L' d"' aseguraba una productividad de biomasa
de 500 mg L' d"' y aumentaba el contenido de lipidos en modo de operacion por lotes
bajo condiciones controladas (Toledo-Cervantes et al., 2013). Ademas, en un ensayo
previo se determiné que, para esta concentracion de N, se consumia en 6 horas

(Figura A1 en anexo).

4.3.1 Operacion del fotobiorreactor plano

El FBR-P se inoculé con la microalga S. obtusiusculus AT-UAM para tener una
concentracion inicial de biomasa de 893 + 45 mg L. Inicialmente se operd en modo
lote utilizando un medio BG-11 modificado con 0.06 g de NaNOs L' (12 mg de N L)
durante 7 dias hasta alcanzar un contenido en lipidos de ~ 40%. Posteriormente a la
cual se operaron los FBR-P en modo semicontinuo. Los ensayos se llevaron a cabo
en el FBR-P bajo condiciones controladas en cultivo semicontinuo y diferentes
concentraciones de 6, 12 'y 24 mgn L' en el medio BG-11 suplementado al inicio de
cada ciclo de alimentacidn-privacion de N de 72 y 24 h, respectivamente. La duracion
de los ciclos garantiza un periodo en ausencia de N antes de la renovacion del medio
de cultivo con base al ensayo de consumo de N mencionado anteriormente. La
cosecha de biomasa se realizé cada 72 o 24 horas para mantener una concentraciéon

inicial de biomasa de ~ 600 mg L' en el medio de cultivo.
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4.3.2 Operacion del fotobiorreactor de columna de burbujas en

condiciones de invernadero

De forma similar a los FBR-P se operaron los FBR-CB con una fase lote y
posteriormente se cambio a la operacion en semicontinuo. S. obtusiusculus AT-UAM
se inoculd en el FBR-CB para alcanzar una concentracion de biomasa de 890 + 45
mg SST L. El fotobiorreactor se operé inicialmente en modo lote durante 7 dias
utilizando el medio BG-11 con 0.31 g de NaNOs L' (61 mgn L") en condiciones de
invernadero. Luego, los ensayos se realizaron en el sistema en operacion
semicontinua bajo una baja concentracion de 6 y 12 mgn L™ en el medio BG11 a través
de ciclos de alimentacion de N de 24 horas. Los ciclos consistieron en el intercambio
de medio BG-11 modificado y suplementado con la correspondiente concentracion de
N para alcanzar 6 o 12 mgn L™, respectivamente, al inicio de cada ciclo, y la biomasa
se cosecho diariamente con el fin de mantener una concentracion de ~ 890 mg SST

L' en el medio de cultivo.

4.4 Metodos analiticos

Los parametros ambientales, como la irradiacion incidente en el FBR-P, se midieron
periédicamente con un sensor cuantico de 21T, mientras que en el FBR-CB se midid
continuamente con el sensor cuantico de 21 Sper Scientific 850008 (Cole Parmer,
EE.UU.), respectivamente. El pH y la temperatura se monitorearon en linea en el
medio de cultivo con un sensor electroquimico y un termopar (ALS-PHT1,
AlgaeConnect, EE.UU.).

La concentracion de biomasa en forma de SST se cuantific6 segun los métodos
estandar (APHA, 2017). La concentraciéon de N como nitrato (N-NO3") se midié por el
meétodo espectrofotométrico (Toledo-Cervantes et al., 2013) en muestras filtradas a
través de una membrana de nitrocelulosa de 0.2 ym. Se afadio a la mezcla 1 mL de
solucion de HCI 1N para eliminar posibles interferencias con iones de hidroxido o
carbonato. A continuacion, se midio la absorbancia a 220 nm en un espectrofotometro
(HEB, UV-VIS modelo 752, Shaanxi, China). Se utiliz6 NaNO3s como estandar. La
concentracion de SST y N-NOgz™ en el medio de cultivo se midi6 en el FBR-P y en el

FBR-CB al principio y al final de cada condicion probada.
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La composicién bioquimica de la biomasa (lipidos, carbohidratos totales y proteinas)
se evalu6 en el FBR-P y en el FBR-CB al final de cada ciclo de la condicion probada.
El contenido de lipidos se cuantificd por el método de la Sulfo-Fosfo-Vanillina (Mishra
et al., 2014), se mezclaron alicuotas de 100 pL del medio de cultivo con 2 mL de
H2SO4 (98 %) en un bafo caliente a 100 °C durante 15 min. A continuacion, se
afiadieron 5 mL de una solucion de fosfato de vainillina (1.2 g L™ de vainillina al 68%
de H3PO4) y se incubaron durante 20 min a 200 rpm en una incubadora oscura a 37°C.
Por ultimo, las muestras se leyeron en un espectrofotometro (HEB, UV-VIS modelo
752, Shaanxi, China) a 530 nm. Se utiliz6 aceite de canola como estandar. La
determinacion cuantitativa de los carbohidratos totales se estim6é mediante un método
modificado de acido fenol-sulfurico a partir de una muestra de 0.5 mL de biomasa
cosechada del medio de cultivo mediante centrifugacion (4000 rpm, 5 min) (Dubois et
al., 1956; Toledo-Cervantes et al., 2018). El contenido de proteinas se determind con
el método de Lowry modificado utilizando alicuotas de 1 mL de biomasa cosechada
del medio de cultivo por centrifugacion a 14 000 rpm durante 5 min (Lowry et al., 1951;
Toledo-Cervantes et al., 2018). La composicion bioquimica de la biomasa se expreso
como porcentaje del peso seco. También se realizé la cuantificacion de clorofilas

mediante extraccion con metanol (ver Anexo 2).

4.5 Calculos de cinética y productividad
La productividad de la biomasa (Pb) (mg SST L' d*') para el cultivo por lotes se calculd
mediante la ecuacion 1, donde Cq es la concentracion inicial de biomasa como SST
(mg L") en el cultivo en el tiempo to (d); y Ct es la concentracion final de biomasa (mg
L-") del cultivo en el tiempo t; (d) (Cabello et al., 2015).

_ (cr=Co)
(tr—to)

La productividad media de la biomasa se calculé mediante la ecuacion 2 para el cultivo

Py Ecuacion 1

semicontinuo, donde Cio (mg SST L") es la concentracién inicial de biomasa después
de la renovacién i del medio mineral; en el tiempo tio (d) y Cif (mg SST L) es la
concentracion final de biomasa de la renovacion i en el tiempo tis (d) bajo exposicion
a la luz. n es el numero total de sustituciones parciales de liquido realizadas y sc para
el funcionamiento semicontinuo (Han et al., 2013).
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2]
=0\ t; e—t; L.
Py s = AL Ecuacion 2

De forma similar, la productividad media de lipidos y carbohidratos P; sc Y PcH_sc,
respectivamente (mg L' d'), se determindé mediante las ecuaciones 3 y 4, donde Py
(mg SST L' d") es la productividad de la biomasa, y Xi y Xcr (% del peso seco) es el
contenido final de lipidos y carbohidratos por miligramo de biomasa, respectivamente.
[Xizo(PriXyi)]

n

[ o(PemiXcmi)]
n

Pl = Pb X XlPl_SC == ECUGCIén 3

Ecuacion 4

Pey = Py X XeuPey sc =

La ecuacion 5 calcula la productividad energética aproximada, Er, expresada en cal
L' d'. E (9.1 cal mg™") y Ech (3.7 cal mg™') son el contenido energético de los lipidos
y los carbohidratos, respectivamente (Subramanian et al., 2013):

Er = (PLse X E) + (Poyse X Ecy) Ecuacién 5

4.6 Pretratamientos y digestion anaerobia

4.6.1 Digestion anaerobia de biomasa completa

Para los experimentos de DA, la biomasa cosechada se almacen6 a 4°C hasta el
pretratamiento. Para los ensayos de DA de biomasa sin lipidos, la cepa se volvio a
inocular en condiciones de ausencia de nitrégeno con BG-11 2x para inducir la
acumulacion de lipidos. Posteriormente, se coseché la biomasa con el mismo método
y luego se seco en la estufa a 60°C durante al menos 48h. Se extrajeron los lipidos
mediante la técnica de Soxhlet con hexano como solvente durante 18h. Luego se
volvio a secar en la estufa durante 24h.

La biomasa de la microalga se sometio a cuatro tratamientos diferentes: enzimatico
(E), termo-mecanico (TM), termo-quimico (TQ) y termo-mecanico-quimico (TMQ). En
estos ensayos la biomasa de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM que se utilizo era
biomasa completa y fresca, refiriéndose a que la biomasa no pasé por ningun proceso
de secado u otros tratamientos previos y se utilizé en estado concentrado y humedo
en los experimentos de digestion anaerobia. Para todos los pretratamientos se utilizd
biomasa completa concentrada a una concentracion de 10.95 g L. Para el

pretratamiento E, se aiadieron 0.2 mL g' DWC de Viscozyme L (endo-beta-
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glucanasa, xilanasa, celulasa, hemicelulosa) a la biomasa previamente concentrada y
se incubaron en un agitador a 40°C, 250 rpm durante 24h y pH de 5. Para el
tratamiento TM, la biomasa concentrada se homogeneizé primero con perlas de vidrio
de 4 mm durante 10 minutos y, a continuacion, se calentd en un bafio de agua a 100°C
durante 1 hora. Para el TQ, la biomasa concentrada se re-suspendié en una solucién
de acido clorhidrico al 5% (1M), se remojo durante 15 minutos y se calent6 durante 1
hora a 100°C en un bafio de agua. Para el TMQ, la biomasa concentrada se re-
suspendié en una solucion de HCI al 5%, se molié con perlas y se calenté como se
describe para el TM. Tras los pretratamientos, el pH se ajusté a 7.3 si era necesario,
con una solucion de hidroxido de sodio de 10M. Los experimentos por lotes para la
digestion anaerobia se llevaron a cabo en un Sistema Automatico de Prueba del
Potencial de Metano (AMPTS-Il) a 37°C y 150 rpm. Los reactores tenian un volumen
liquido de 360 mL y un espacio de cabeza de 140 mL. Los frascos se inocularon con
el medio mineral descrito por Cortés-Carmona et al. (2018). El in6culo consistio en 10
g SST L' (7.6 g SV L") de lodos anaerobios obtenidos de un digestor de vinazas de
tequila (Casa Herradura, Jalisco, México) segun lo descrito por Rincon-Pérez et al.
(2021) y se afadi6é como sustrato el hidrolizado obtenido tras pretratamientos de tal
manera de tener una Demanda Quimica de Oxigeno (DQO) total, DQO;, inicial de 5 g
L-'. El equipo AMPTS-II monitore6 automaticamente la produccion volumétrica de
biogas. La composicion del biogas se determin6 mediante cromatografia de gases.
Los ensayos control consistieron en sistemas sin sustrato con sélo inoculo para
determinar la actividad endogena y el control positivo con glucosa como sustrato a 5
g L' de DQO:.. Se define la relacion indculo/sustrato (I/S) como la proporcion entre la
cantidad de in6culo y de sustrato usado. En este estudio se empled la mejor relacion
1/S=2 (g SVinoc g SVsust!) obtenido por Cortés-Carmona et al. (2018). En este estudio,
la cantidad de sdlidos volatiles aportado por la biomasa microalgal fue de 0.92 g SV g

biomasa . La biomasa completa tiene un DQO: de 1.26 g DQO g biomasa™'-

Se determino la DQO de los pretratamientos y de los sistemas de DA mediante la
técnica estandar (APHA, 2017), que consistio en anadir 1.2 mL de solucion digestora
a 2 mL de muestra y posteriormente se agregd 2.8 mL de solucion catalizadora y se
sometid a digestion durante 2 horas a 150°C. Finalmente se midi6 la absorbancia en
el espectrometro a 600 nm.
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El rendimiento de CH4 se calculé como el volumen maximo neto acumulado de CH4
por DQO: suministrado.
4.6.2 Digestion anaerobia de biomasa sin lipidos

Los ensayos de DA se realizaron con dos metodologias debido a limitaciones de
cantidad de biomasa, técnicas, de recursos economicos y administrativas. El uso del
sistema AMPTS-II requeria de una cantidad minima de sustrato para los experimentos
con la que no se contaba para la biomasa sin lipidos. Cabe mencionar que el sistema
AMPTS-II para su uso requeria permisos institucionales. La biomasa sin lipidos
resultante de la extraccion fue insuficiente para alcanzar el volumen minimo exigido
por el AMPTS-II, por lo que se ensayo la Actividad Metanogénica Especifica (AME)
en botellas serologicas de 50 mL. Adicional a esto, el sistema Soxhlet también esta
limitado en la cantidad de biomasa que se puede extraer, cerca de 3 gramos de
manera simultanea, el AMPTS requiriendo alrededor de 25 gramos de biomasa sin
lipidos. En ambos casos se igual6 la DQO inicial (5gDQOL™) y se aplicaron los
mismos pretratamientos (E, TM, TQ, TMQ), de modo que la unica variable
metodoldgica fue el volumen de operacion y el tipo de equipo, para garantizar la
comparabilidad de los resultados.

En estos ensayos, primero se extrajeron los lipidos de la biomasa de Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM mediante el método de Soxhlet usando hexano como solvente.
La biomasa se cultivd en condiciones de acumulacion de lipidos y tenia un contenido
de lipidos de 33% (Tabla 7). Se determiné la DQO: de esa biomasa una vez los lipidos
extraidos. Posteriormente se aplicaron los mismos pretratamientos E, TM, TQ y TMQ
previamente descritos en la seccion 2.6.1. Para eso se pesaron 0.29 g de biomasa
seca sin lipidos para tener 5 g L' DQOx en los hidrolizados de biomasa en los
diferentes pretratamientos. Se realiz6 un experimento Actividad Metanogénica
Especifica (AME), con la biomasa sin lipidos y pretratada. El ensayo se realiz6 en
botellas serolégicas de volumen total de 120 mL y un volumen de operacion de 50 mL,
a 37°C en un agitador orbital a 150 rpm. De igual forma, las botellas serologicas se
inocularon con el medio mineral descrito por Cortés-Carmona et al. (2018). El in6culo
consistié en 10 g SST L' de lodos anaerobios obtenidos de un digestor de vinazas de
tequila (Casa Herradura, Jalisco, México) segun lo descrito por Rincon-Pérez et al.
(2021) y se afadi6é como sustrato el hidrolizado obtenido tras pretratamientos de tal
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manera de tener una DQO:x inicial de 5 g L. El biogas se recolecto por desplazamiento
de liquido en botellas seroldgicas rellenas con una solucion de hidroxido de sodio (3M)
para fijar el CO>. La solucion se recolectaba en tubos falcon y de manera periddica se
midio el volumen de liquido desplazado por la produccion de biogas con probetas. La
composicion del biogas se determind mediante cromatografia de gases. Los ensayos
control consistieron en sistemas sin sustrato (Endégeno) con sélo indculo para la
actividad endogena y el control positivo consistié en un ensayo glucosa como sustrato
a 5 g L' de DQO.. En este estudio, la cantidad de solidos volatiles aportado por la
biomasa microalgal es de 0.63 g SV g viomasa'. La biomasa sin lipidos tiene un DQOx
de 0.87 g DQO g biomasa™".

Se determino la DQO de los pretratamientos y de los sistemas de DA mediante la
técnica estandar (APHA, 2017) de la misma manera que la previamente descrita en la
seccion anterior.

El rendimiento de CH4 se calculé como el volumen maximo neto acumulado de CH4
por DQO: suministrado.

Los parametros de produccion teorica y la tasa de produccion de metano maxima se

determinaron con la ecuacion 6, la cual usa un modelo modificado de Gompertz:

?"J*(l—t)+1>
—eHmax

H(t) = Hpgy * e< ecuacion 6
donde:
H (t): la produccion acumulada de CHs4 en el tiempo t (mL).

Hmax: la produccion maxima acumulada de CHs (mL).

Rmax: la velocidad maxima de produccion de CHs (mL d).
A: el tiempo de retardo o latencia (d).

La ecuacion 7 calcula la productividad energética aproximada del metano por volumen
de trabajo. Echa pa, €xpresada en cal L', Ecqs (9.5 cal mL™' CH4) es el contenido
energético del metano y Vmax es el volumen total de metano producido en la DA en mL
CH4 L™:

Echapa = (Vmax _cHa X Ecm) Ecuacion 7
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La ecuacion 8 calcula la productividad energética aproximada del metano producido
en la DA de la biomasa sin lipidos y obtenida de los lipidos extraidos de la biomasa
de microalga.

Et pa, expresada en cal L. E; (9.1 cal mg™) es el contenido energético de los lipidos
(Subramanian et al., 2013):

ET_DA = (ml_extraidos X El) + ECH4_DA EcuaCién 8

4.7 Analisis estadistico

Todas las mediciones se realizaron por triplicado. Los resultados se expresaron como
valor promedio £ desviacion estandar. Los datos de los ciclos de privacion de N de 72
y 24 horas en el FBR-P se analizaron mediante analisis de la varianza (ANOVA)
utilizando la prueba de diferencia significativa (o0 HSD) de Tukey. Posteriormente, los
datos se analizaron mediante ANOVA de dos vias utilizando como factores de analisis
la concentracion de N (6, 12y 24 mg L") y la duracién del ciclo (24- y 72- h). EIANOVA
se realizé en el en el software Origin V9 considerando valores de probabilidad (p <
0.05) con un nivel de confianza del 95%.
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Influencia de la concentracion de N y de los ciclos de alimentacion-privacion

en el FBR-P
El FBR-P fue operado en dos etapas para evaluar el efecto de la concentracion de N
en el medio suplementado sobre el crecimiento y la composicion bioquimica de la
biomasa de S. obtusiusculus AT-UAM. La primera etapa consistié en una operacion
por lote utilizando 12 mgn L™ en el medio para estimular el contenido de lipidos. Al
termino de la etapa lote, se inicid el régimen semicontinuo con ciclos periddicos de
alimentacion-privacién de N de 24 o 72 horas, ensayando diferentes concentraciones
iniciales de N (6, 12 y 24 mg L").
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Figura 8. Evolucién en el tiempo de la concentracion de biomasa, la concentracion de N y el
contenido de lipidos, operando el FBR-P en lote y semicontinuo con ciclos de 72 h de

privacion de N con 12 mgn L™ en el medio de cultivo.

La Figura 8 presenta el detalle del comportamiento en estas dos etapas para el FBR-
P operado en condiciones controladas con ciclos de 72h y una concentracion de N de
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12 mgn L. La primera etapa consistié en un periodo inicial en lote de 7 dias y luego
seis ciclos de alimentacién-privacion de N. Como se puede observar durante la
operacion por lote, el contenido de biomasa aumentd hasta 1950 + 98 mg L' y el
nitrogeno se consumiod en seis horas. Al final de esta etapa, la composicién bioquimica
de la biomasa fue: lipidos 46 + 3 %, carbohidratos 36 + 7 %, y proteinas 15 + 5 %.
Posteriormente, se inicid la operacion en semicontinuo con ciclos de 72 h teniendo
inicialmente 12 mgn L'. Se observaron seis picos de concentracion de biomasa
asociados al crecimiento de las microalgas tras la extraccion del cultivo y la reposicion
con solucién mineral fresca que condujo a la concentracion inicial de nitrogeno
ensayada. El contenido de lipidos al final de cada ciclo se mantuvo alrededor de 40 +
3%. Las curvas de cada ciclo se encuentran en la seccion de anexos (Figura A3 y
Ad).

En general, el promedio de los contenidos durante la etapa de funcionamiento por lote
para todas las condiciones de duracion de ciclos y concentraciones de N fueron
similares: lipidos 41 £+ 3 %, carbohidratos 40 + 7 % y proteinas 15 + 5 %. La
productividad de biomasa y lipidos fue de 301 + 15 mg L' d'y 122 + 8 mg L' d”,
respectivamente.

En las siguientes secciones, se describe el desempeno del sistema operado en

semicontinuo para cada condicion.

5.1.1 Ciclos de privacion de N de 72 horas

La Tabla 5 resume la composicién bioquimica promedio de la biomasa obtenida en
los experimentos con 6, 12 y 24 mgn L' durante los ciclos de privacion de N de 72
horas. Se obtuvo un alto contenido en lipidos, hasta un 40% del peso seco, con 6 y
12 mgn L. A pesar del alto contenido lipidico alcanzado, se registré un crecimiento
limitado de S. obtusiusculus AT-UAM cuando el sistema fue alimentado con 6 mgn L
', resultando en una baja productividad de biomasa y lipidos (144 +7 y 58 + 1 mg L™’
d', respectivamente) (Figura 9a y b). Las adiciones de medio con 12 y 24 mgn L™
iniciales aumentaron la productividad de biomasa 1.14 y 2.72 veces, respectivamente
(Figura 9a). Asimismo, las productividades de lipidos aumentaron en factores de 1.14

y 2.22, respectivamente.
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Tabla 5. Composicion bioquimica de S. obtusiusculus AT-UAM con funcionamiento
semicontinuo en el FBR-P a diferentes concentraciones de nitrégeno (N) en el medio de

cultivo y ciclos de 24- 72 h de alimentacion-privacion

Concentracion de N Lipidos Carbohidratos Proteinas
(mgn L) (%) (%) (%)

Ciclos de alimentacion-privacion de 72h

6 40+ 2 33+5 19+5

12 40+3 40+ 4 165

24 34+4 38+4 204
Ciclos de alimentacion-privacion de 24h

6 32+3 38+9 22+4

12 2514 36+5 29+3

24 20+3 43+3 31+£2

Los valores de productividad de los carbohidratos estuvieron en el mismo rango que
los encontrados para los lipidos, como se muestra en la Figura 9b. Durante los ciclos
de privacion por N de 72 horas, la acumulacion de energia, representada por la
acumulacion de moléculas de reserva de energia, parecidé activarse mas que el
crecimiento, mientras que para 24 mgn L™, las productividades fueron alrededor de 2
veces mas que las de 6 y 12 mgn L' (Figura A3).

El contenido en proteinas se situd en torno al 18% del peso seco en los tres ensayos.
En la microalga, las proteinas son imprescindibles ya que incluyen principalmente las
enzimas metabdlicas necesarias. El contenido de proteinas es proporcional al numero
de células y no a su masa, ya que las células rara vez acumulan proteinas como
reserva de energia y, por tanto, su contenido de masa relativo esta determinado por
la abundancia de moléculas energéticas y estructurales. Esto puede confirmarse con
la informacion de la Tabla 5, donde las condiciones, generalmente la inanicion de N,
promueven principalmente la acumulacién de lipidos o carbohidratos, pero, por otro
lado, limitan el crecimiento de la biomasa y la productividad.

5.1.2 Ciclos de alimentacion-privacion de N de 24 horas

El contenido lipidico en los ensayos de ciclos de 24 h de alimentacion-privacion por N
fue inferior al obtenido para ciclos de 72 h (Tabla 5 y Figura A4). Se observaron
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disminuciones de alrededor del 8% para concentraciones iniciales de N de 6 mgn L™
(9.3 mgn g) y del 14.5% para 12y 24 mgn L' (18.6 y 40.3 mgn g™'). Por otro lado,
con ciclos mas cortos, las productividades de biomasa aumentaron 2.32, 3.35y 1.65
veces para concentraciones iniciales de N de 6, 12y 24 mgn L™ (9.3, 18.6 y 40.3 mgn
g"), respectivamente (Figura 9c). En consecuencia, la productividad de lipidos
alcanzo6 139 + 4 mg L' d*, cuando el sistema se alimenté con 12 mgn L' (18.6 mgn
g') suplementado en el medio, a pesar de la baja acumulacion de lipidos alcanzada
en la biomasa durante ciclos de 24 h de alimentacion-privacion por N (Figura 9d).
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Figura 9. Productividades de biomasa, lipidos y carbohidratos para ciclos de 72 h de
privacion de N (a y b) y ciclos de 24 h de privacion de N (c y d) a diferentes concentraciones
de nitrégeno (N) en el medio de cultivo en el FBR-P. Las productividades de lipidos y
carbohidratos se representan en barras negras y grises, respectivamente. Las barras

verticales representan la desviacion estandar (+ DE, n = 3).

De la misma manera, el aumento en la productividad de biomasa se tradujo en un

incremento de 3.05, 3.04 y 1.77 veces en la productividad de los carbohidratos
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respectivamente, para concentraciones iniciales de N de 6, 12 y 24 mgn L. A pesar
de tener un contenido en carbohidratos parecidos entre ambos ciclos con promedios
cerca de 37% y 39% respectivamente, en el ciclo de 72h y 24h. En particular, la mayor
productividad de carbohidratos, con 278 + 7 mg L' d-!, se obtuvo para el ciclo corto
de 24h con una concentracion de N de 24 mgn L™, lo cual coincide con la mayor

acumulacion de carbohidratos de 43%.

En resumen, aunque un alto contenido de lipidos, hasta ~ 40 % obtenido durante los
ciclos de alimentacion-privacion de N de 72 horas (Tabla 5 y Figura A3), los valores
de biomasa y productividad de lipidos fueron ~ 3.4 veces menores comparados con
los ciclos de privacion de N de 24 horas, donde se obtuvo un valor maximo de 32 £ 3
% (Figura A4). Por lo tanto, el rendimiento de los ciclos de 72 y 24 horas de
alimentacion-privacion de N mostro diferencias estadisticamente significativas
(prueba ANOVA, p < 0.05) en la biomasa y la productividad de lipidos. Ademas, la
prueba ANOVA de dos vias indico diferencias significativas en la composicion
bioquimica para las concentraciones de 24 mgn L' y 6 mgn L' suplementadas en el
medio BG11 modificado y los ciclos de alimentacion-privacién de N de 72y 24 h (p <
0.05). Asi, la concentracion de N y la duracion del ciclo fueron factores clave en esos
experimentos, y ambos tuvieron un impacto en el perfil bioquimico. En consecuencia,
el funcionamiento del FBR-P en modo semicontinuo bajo condiciones controladas y la
aplicacion de ciclos de N de alimentacion-privacion de 24 horas demostraron la
capacidad de S. obtusiusculus AT-UAM para crecer y acumular compuestos de

reserva energética como lipidos o carbohidratos.

Estos resultados mostraron que las productividades de lipidos y carbohidratos
dependen de varios factores como las concentraciones de N, la duracién de los ciclos
de privacion y el modo de cultivo. En la Tabla 6 se comparan diferentes estrategias
para aumentar la productividad de lipidos y carbohidratos de diferentes microalgas.
En este contexto, diferentes autores han implementado diferentes estrategias para
aumentar la acumulacion de lipidos en las microalgas utilizando privacion de N,
diferentes fuentes y concentraciones de N, la limitacion de micronutrientes como Ca 'y
Mg, la acidificacion controlada, la temperatura, los fotoperiodos y la intensidad de la
luz (Brindhadevi et al., 2021; Gour et al., 2020; Hanifzadeh et al., 2018; Ho et al.,
2013b; Sanchez-Garcia et al., 2020; Santos et al.,, 2014). Sin embargo, las
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condiciones de estrés reducen las tasas de crecimiento de la biomasa afectando
directamente a la productividad de lipidos. Por ejemplo, durante el cultivo por lotes de
S. obtusiusculus AT-UAM en condiciones de privacion de N y pulsos de acido, se
observo una baja productividad de lipidos de 85 mg L' d' a pesar de alcanzar un
contenido maximo de lipidos del 60%. Tal y como informé Yuan et al. (2018), Chlorella
sp. GN1 alcanzé un alto contenido en lipidos (54 %) pero una baja productividad de
lipidos de 67 mg L' d*'. Sin embargo, la productividad y el contenido de lipidos se han
optimizado en pocos estudios. Por ejemplo, Chlorella sp. HS2, cultivada utilizando una
operacion de dos etapas (cinco dias de condiciones de suficiencia de N y luego se
paso a cuatro dias en condiciones de ausencia de N), mostré un alto contenido de
lipidos y productividad, de ~ 37 %, y 217 mg L' d"!, respectivamente (Ho et al., 2013b).
Con el fin de aumentar el crecimiento de la biomasa y el rendimiento de lipidos se han
validado estrategias de cultivo en modo semicontinuo combinadas con la privacion de
N en el cultivo (Cabello et al., 2015). Por ejemplo, Nannochloropsis oculata cultivada
en modo semicontinuo, alcanzé una productividad de lipidos de ~ 146 mg L' d',
ligeramente superior a la de este trabajo mientras que la microalga fue cultivada en
modo discontinuo la productividad de lipidos fue 2.2 veces menor (Tabla 6) (Aziz et
al., 2020).

Tabla 6. Comparacion de diferentes estrategias para mejorar la productividad de lipidos y

carbohidratos por microalgas.

Productividad

Sistema Volumen Productividad
Especie de 3 Modo de i de
de de trabajo Operacion lipidica Referencias
microalga operacion carbohidratos
cultivo (L) (mg L= d™)
(mg L™ d™)
C. sorokiniana Semicontin Wang et al.
FBR - Interior - 695
NIES-2168 uo (2016)
Semicontin Yuan et al.
Chlorella sp. AE10 FBR-CB 0.35 Interior - 673
uo (2018)
Ho et al.
C. vulgaris FSP-E FBR 1 Interior Lote - 631
(2013b)
Mollers et al.
Synechococcus Botella 0.8 Interior Lote - 535
(2014)
S. obliquus CNW- Ho et al.
FBR 1 Interior Lote - 468
N (2013b)
S. obtusiusculus Semiconti Este trabajo
FBR-P 1.8 Interior 128 278

AT-UAM

nuo

(a)
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Chlamydomonas
sp. JSC4

FBR-CB

Chlorella sp. HS2 FBR-C

S. obtusiusculus

FBR-P
AT-UAM
Chlamydomonas

FBR-CB
sp. JSC4
S. obtusiusculus

FBR-CB
AT-UAM
C. salina Botella
S. obliquus FBR-P

A. obliquus UTEX  FP airlift-

393 mutante lazo
(SIm1) FBR
S. obtusiusculus

FBR-P
AT-UAM
Nannochloropsis

Matraz
sp.

Matraz
N. oculata Erlenme

yer

Tubular-

N. gaditana
FBR

S. obtusiusculus

FBR-CB
AT-UAM
S. obtusiusculus

FBR-P
AT-UAM
Consorcio (cepa
principal: FBR-P
Geitlerinema sp.)
S.obtusiusculus

FBR-P
AT-UAM
Spirulina sp. LEB
18 and Chlorella FBR-CB
fusca LEB 111
S. obtusiusculus

FBR-P

AT-UAM

0.5

1.8

24

0.4

80

1.7

1.8

0.08

310

24

1.8

400

1.8

1.5

1.8

Interior

Interior

Interior

Interior

Exterior

Interior

Exterior

Interior

Interior

Interior

Interior

Exterior

Exterior

Interior

Exterior

Interior

Interior

Interior

Gradiente

Dos-etapas

Semiconti

nuo
Dos-etapas

Semiconti

nuo
Lote
Semicontin
uo

Continuo

Semiconti

nuo

Fed-Lote

Semicontin

uo

Continuo

Semiconti
nuo
Semiconti

nuo

Semicontin

uo

Lote

Semicontin

uo

Semiconti

nuo

223

216.9

139

184

142

170

157

129

148

146

110

118

111

93

85

66

198

169

170

156

137

128

79

65

Ho et al.
(2014)
Nayak et al.
(2019)
Este trabajo
(b)

Ho et al.
(2014)
Este trabajo
(c)
Mayers et al.
(2018)
Feng et al.
(2014)

Remmers et
al. (2017)

Este trabajo
(d)
Cheirsilp &
Torpee
(2012)

Macias et al.
(2018b)

San Pedro et
al. (2014)
Este trabajo
(e)
Este trabajo
()
Romero-
Villegas et
al. (2018)
Sanchez-
Garcia et al.
(2020)

(Moreira et
al., 2016)

Este trabajo

(9)
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(Feng et al.,

Chlorella sp. GN1 FBR-P 1 Exterior Lote 67 -
2020)
(Sanchez-
S. obtusiusculus FBR-CB
24 Exterior Lote 66 - Garcia et al.,
AT-UAM
2020)
(Liu et al.,
N. oceanica IMET1 FBR-CB 0.5 Interior Lote 51 -
2018)
Exterior (Fuentes-
Porphyridium FBR- . Semicontin .
600 (invernader - 47 Griinewald
purpureum lazo uo
0) et al., 2015)
S. obtusiusculus Semiconti Este trabajo
FBR-P 1.8 Interior 58 46
AT-UAM nuo (h)
Monoraphidium Racewa Semicontin (H. Yang et
4000 Exterior 17 -
dybowskii LB50 y uo al., 2018)
Chlorella vulgaris Racewa Semicontin (Mathimani
5000 Exterior 12 -
BDUG 91771 y uo etal., 2017)
Chlorella
(Hanifzadeh
sorokiniana str. FBR-CB 0.5 Interior Lote 17 12
etal., 2018)

SLA-04

(a) 24h - 24 mgn L, (b) 24h - 12 mgn L7, (c) 24h - 12 mgn L, (d) 72h - 6 mgn L, (€) 24h - 6 mgn L™,
(f) 24h - 6 mgn L™, (g) 72h - 12 mgn L, (h) 72h - 6 mgn L.

Por el contrario, el contenido de carbohidratos se incrementd hasta el 43 + 3 % (Tabla
5), lo que corresponde a una productividad de carbohidratos de 278 + 7 mg L' d”’
(Figura 9d) cuando el FBR-P fue alimentado con 24 mgn L' durante ciclos de
alimentacion-privaciéon de N de 24 horas. Las productividades de carbohidratos en
esta investigacion fueron inferiores a las obtenidas en cultivos de interior con especies
de Chlorella, como C. sorokiniana NIES-2168, Chlorella sp. AE10 y C. vulgaris FSP-
E; que habian alcanzado productividades de carbohidratos de 695, 673 y 631 mg L'
d', respectivamente (Tabla 6) (Ho et al., 2013a; Wang et al., 2016; Yuan et al., 2018).
Sin embargo, es importante sefialar que todas las cepas mencionadas no son
microalgas oleaginosas y son el estandar de produccion de carbohidratos. La mayoria
de los trabajos de acumulacién de lipidos no reportan las productividades de
carbohidratos. Ademas, cabe resaltar que la via biosintética de los carbohidratos
compite con la via de los lipidos, es decir, la biosintesis de los lipidos y de los
carbohidratos comparte el piruvato como precursor comun del carbono (M.-H. Liang
et al., 2019) durante el ciclo de Calvin-Bassham-Benson, por lo que los ciclos de N de
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alimentacion-privacidén podrian inducir la biosintesis de carbohidratos previa a la de
los lipidos. Pese a eso, el tener otro producto energético como lo son los lipidos
representa una ventaja sobre las cepas no oleaginosas que producen principalmente

carbohidratos.

Globalmente, los ciclos de N alimentacion-privacion dieron lugar a la acumulacion de
compuestos energéticos como lipidos y carbohidratos por parte de S. obtusiusculus
AT-UAM cultivado en semicontinuo. Sin embargo, el contenido medio de proteinas en
la biomasa obtenida con una mayor concentracion de N en el medio BG11 modificado,
durante los ciclos de alimentacion y privacion de N de 24 horas, revel6 el predominio
del crecimiento sobre la acumulacién de reservas energéticas, que aumento (Tabla
5).

5.2 Estrategia para la acumulacion de lipidos y carbohidratos en condiciones

de invernadero en FBR-CB

El funcionamiento de los FBR-CB en condiciones de invernadero experimentd amplias
variaciones climaticas debido a la transicidn de la estacidén de otofo. Asi, mientras que
las temperaturas ambientales estaban en el rango de 3 a 25 °C con un promedio de
12.9°C, las condiciones del invernadero alcanzaron de 4 a 42 °C con un promedio de
19°C (Figura A2 en anexo) debido a la radiacion solar. A pesar de estas temperaturas
extremas, el medio de cultivo solo vario entre 7 y 35 °C (Figura A2), lo que fue inferior
a los 40 °C reportados en condiciones exteriores durante las estaciones de otofio e
invierno para el cultivo de S. obtusiusculus AT-UAM (Sanchez-Garcia et al., 2020). El
invernadero redujo considerablemente la irradiacion incidente sobre el FBR-CB vy
alcanzo hasta 475 pmol m=2 s™' con un promedio de 309 ymol m2 s durante el dia
(Figura A2), esta condicion fue baja comparada con la reportada anteriormente
(Sanchez-Garcia et al., 2020) y de 2300 a 3000 umol m s™! en condiciones de exterior
(Feng et al., 2020). Durante los ciclos de privacion de N de 24 horas, el pH vari6 de 7
a 11 cuando el sistema fue operado en modo semicontinuo y con una concentracion
inicial de N de 6 mgn L' en el medio modificado BG-11 (Figura A2) comparado con
el pH estable alrededor de 7 con 12 mgn L. La fluctuacién temporal de pH en el
sistema con 6 mgn L' puede ser explicada a que al consumir el CO; disuelto en forma
de bicarbonato, se produzca una alcalinizacion del medio. Adicional a esto, la baja
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concentracion de N genera condiciones de limitacién y por lo tanto de estrés para las
microalgas las cuales compensan con un mayor consumo de bicarbonato como fuente
de carbono inorganico y alcalinizan aun mas el medio. Con una mayor concentracion
de nitrogeno, el pH se mantiene mediante el suministro de CO> al medio de cultivo,
para compensar la alcalinizacién inducida tanto por la captacion de CO2 como por el
consumo de nitrato por parte de las microalgas (Chi et al., 2011; Scherholz & Curtis,
2013).

El FBR-CB fue operado en modo lote durante ~ 7 dias antes de comenzar el ciclo de
alimentacion de N de 24 horas. A pesar de que la temperatura en el medio de cultivo
estaba fuera del Optimo reportado para el crecimiento de las Scenedesmus
obtusiuculus (35 °C) (Cabello et al., 2015) la productividad de la biomasa alcanzé un
promedio de 536 + 27 y 667 + 33 mg L' d*! cuando el sistema fue alimentado con una
concentracion de N de 6 y 12 mgn L™ al inicio de cada ciclo bajo operacion semi-
continua, respectivamente. El aumento de la productividad de la biomasa estuvo en
consonancia con el aumento de la carga de N al FBR-CB. En consecuencia, la
productividad de lipidos alcanzé valores de 118 + 7y 142 + 10 mg L' d*' durante ciclos
de alimentacion de N de 24 horas con una concentracion de N de 6 y 12 mg L™ en el
medio fresco, respectivamente. De forma similar, S. obliquus en cultivo semicontinuo
al aire libre alcanzé una productividad de lipidos de 183 mg L' d! bajo agotamiento
de N (Tabla 6) (Feng et al., 2014); y se obtuvieron valores mas bajos con Chlorella
sp. GN1 en cultivo continuo obtuvo una acumulacion de lipidos del 54% (Feng et al.,
2020), y S. obtusiusculus AT-UAM alcanzé una acumulacion de lipidos del 45% en
funcionamiento discontinuo (Sanchez-Garcia et al., 2020). Sin embargo, los estudios
que reportan una baja productividad de lipidos oscilando entre 17-67 mg L' d*' (Tabla
6), no se consideraron debido a que no es factible su valorizaciéon ya que la
rentabilidad de la produccion de biodiésel se centra en una alta productividad de
lipidos, superior a 50 mg L' d"' (Ananthi et al., 2021; Sibi et al., 2016).

En cuanto a la productividad de carbohidratos en S. obtusiusculus AT-UAM, se
obtuvieron valores de 137 + 18 y 169 + 14 mg L' d”', respectivamente, a través de
ciclos de alimentacion-privacion de N de 24 horas con una concentracion de Nde 6 y
12 mg L al inicio de cada ciclo en operacién semicontinua. En nuestro estudio, la

productividad de carbohidratos fue superior a los 47 mg L' d' alcanzados por
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Porphyridium purpureum cultivada en exterior (Tabla 6) (Fuentes-Grinewald et al.,
2015).

La Figura 10 muestra la produccion total de energia tedrica obtenida por cada
compuesto energético, es decir carbohidratos y lipidos, la cual se calculé con los datos
experimentales de este trabajo con la ecuacion 5. Como puede observarse, la energia
se acumulo principalmente en lipidos para el ciclo de alimentacién-privacién de N de
72 horas mas que en carbohidratos. La contribucion de los lipidos representd
alrededor del 71% de la energia producida y los carbohidratos aportaron el 29%. Para
el ciclo de alimentacion-privacion de N de 24 horas, el equilibrio cambid; la proporcién
de lipidos fue de alrededor del 62% y la de carbohidratos del 38%. Ademas, los ciclos
de alimentacién-privacion de N de 24 horas obtuvieron un aumento de 2.2, 2.4y 1.3
veces de la productividad energética para una concentracion inicial de N de 6, 12y 24
mg L' con respecto a los ciclos de privacion de N de 72 horas. La productividad
energética total alcanzada en condiciones de invernadero fue similar a la encontrada
en condiciones de interior (ciclos de alimentacion-privacion de N de 24 horas).
Mientras que el contenido energético de los lipidos fue ligeramente mayor que en
condiciones de interior (Figura 10). Globalmente, S. obtusiusculus AT-UAM almacen6

preferentemente energia en forma de lipidos.
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Figura 10. Productividad energética tedrica obtenida en diferentes ciclos de alimentacion de
N con diferentes concentraciones de nitrégeno en el FBR-P para: a) ciclo de 72 h, b) para
ciclo de 24 h y c) en el FBR-CB para ciclo de 24 h en condiciones de invernadero. Lipidos

(barras negras) y carbohidratos (barras grises).

Por lo tanto, las condiciones del invernadero propiciaron un entorno favorable para el
crecimiento y la mejora de la productividad de S. obtusiusculus AT-UAM en el FBR-
CB en comparacion con cuando se cultiva en condiciones controladas en el FBR-P

durante los ciclos de alimentacién-privacion de N de 24 horas.

5.3 Efecto de los pretratamientos de biomasa de Scenedesmus obtusiusculus
AT-UAM en la produccion de biogas CH4 por digestion anaerobia

Para contextualizar los experimentos de DA con biomasa de Scenedemus
obtusiuculus, a continuacion, se presenta en la Tabla 7 el perfil bioquimico de la
biomasa usada. La biomasa completa de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM tiene
caracteristicas tipicas de la biomasa crecida en condiciones de suficiencia de
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nutrientes, obteniendo 51.2% de proteinas, 28.7% de carbohidratos y 13.3% de
contenido lipidico (Sanchez-Garcia et al., 2020). A diferencia de la biomasa que se
uso para extraer lipidos, esta tiene el perfil de un cultivo en ausencia de nitrogeno por
lo que los metabolitos principales se reparten de la siguiente manera 24.3% de
proteinas, 35.3% de carbohidratos y 33% de lipidos. Debido a la extraccién de lipidos,
la biomasa sin lipidos usada como sustrato para la DA tiene un perfil diferente con
39.7% de proteinas, 57% de carbohidratos y lipidos residuales en 0.9%. Ese
porcentaje residual de lipidos puede deberse a la naturaleza compleja de la pared de
la microalga la cual puede retener lipidos presentes en la estructura o a la interaccion
de los lipidos con proteinas y carbohidratos, lo que dificulta su extraccion.
Adicionalmente, los métodos de extraccion son naturalmente limitados por factores

fisicos y quimicos.

Tabla 7. Perfil bioquimico de la biomasa utilizada en los experimentos de DA.

Proteinas Carbohidratos Lipidos
Biomasa completa y fresca 51.2% 28.7% 13.3%
Biomasa ante’s _de extracciéon 24.3% 35 39% 339
de lipidos
Biomasa sin lipidos 39.7% 57% 0.9%

La Figura 11a presenta la produccién neta acumulada de CH4 a lo largo del tiempo a
partir de la biomasa completa (bc) y la biomasa sin lipidos (bd), los cuales se
extrajeron previamente por Soxhlet. Como puede observarse, el tratamiento TM
obtuvo la menor produccion de CHs4 con un volumen acumulado neto de 324.3 + 25
mL y de 413.8 £ 33 mL para la bcy bd, respectivamente. A pesar de la baja solubilidad
de la biomasa de microalgas, los pretratamientos Enc, TQbc Y TMQoe produjeron altos
volumenes de CH4, alcanzando al menos 1 L de CH4 neto acumulado por litro de
reactor (Figura 11a y b). E, TQ y TMQ alcanzaron 904.5 £+ 40.2, 1226.3 £+ 116 y
1323.9 £ 38.8 mL de CH4 acumulado neto, respectivamente. En cuanto a Epd, TQobd ¥
TMQoq obtuvieron 693.2 + 29.8, 832.7 + 38.2 y 959.7 + 56.3 mL de CH4 acumulado
neto, respectivamente (Figura 11b). El maximo volumen producido fue obtenido por
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el control positivo debido a la alta disponibilidad, solubilidad y degradabilidad de la

glucosa.

Volumen neto acumulado de CH, por litro (mL L)
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Figura 11. (a) Acumulacion de CH. producido a lo largo del tiempo por volumen de trabajo

de los experimentos. (b) Volumen maximo neto producido por volumen de trabajo y (c)
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rendimiento de CH. por cantidad de DQO alimentada; por cada condicién, control positivo y
pretratamientos, las barras oscuras son de biomasa completa y las barras mas claras son de

biomasa sin lipidos.

La Figura 11a evidencia el comportamiento en el tiempo de la produccién de CH4. En
el caso de los pretratamientos, TMoc y Ebc, entraron en fase estacionaria los dias 8 y
12, con una produccion menor al 1% del volumen acumulado, respectivamente.
Ambos pretratamientos alcanzaron su maximo alrededor del dia 12. El pretratamiento
E produjo 2.8 veces mas CH4 que el TMyc por lo que esto sugiere que el céctel
enzimatico mejora de manera efectiva la disponibilidad de los compuestos de la
microalga. En el caso de TQuw: Yy TMQy, los pretratamientos mostraron un
comportamiento diauxico, que se caracteriza por dos fases distintas de produccién en
respuesta a la disponibilidad de diferentes fuentes de carbono. En su primera etapa,
del dia 0 al dia 12, TQuc Yy TMQuc alcanzaron volumenes similares a TMec, pero con
una mayor velocidad alcanzando un primer maximo el dia 4. Esto sugiere que la
presencia de acido favorece la solubilizacion de compuestos mas simples y digeribles
para los lodos. En el dia 12, TQ y TMQ iniciaron una segunda etapa de produccion de
metano hasta alcanzar altos volumenes, es decir al menos 1 L L' de CHa4. La
diferencia entre los pretratamientos TQyc, TMQbc ¥ TMbc €s la presencia de acido, ya
que en los 3 se aplico un tratamiento térmico. Los pretratamientos primero hacen mas
accesible compuestos de facil asimilacion y la hidroélisis acida permite que compuestos
mas complejos o dificiles de digerir fueran digeribles por los lodos. En efecto, la
hidrolisis acida es un proceso quimico en el cual los iones de hidrégeno rompen los
enlaces glicosidicos y son catalizados por la presencia del acido. Los pretratamientos
buscan mejorar la solubilizacion de polisacaridos y proteinas presentes en la pared
celular, los cuales suelen ser resistentes a la DA. Entre estos estan la celulosa y
hemicelulosa, que son compuestos dificiles de digerir y con los pretratamientos son
hidrolizados en moléculas mas simples y por lo tanto que los lodos pueden metabolizar
con mayor facilidad (Bohutskyi & Bouwer, 2012).

De la misma manera, se observo que en el caso del pretratamiento TMyg entré en fase
estacionaria el dia 21 con una produccién menor al 1% del volumen acumulado para
la biomasa sin lipidos y, alcanzé su maximo alrededor del dia 27. El pretratamiento
Evba produjo 1.7 veces mas que el TMwq lo cual es consistente con los resultados
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obtenidos previamente con la biomasa completa. Se observaron, de igual forma,
comportamientos diauxicos para Ebd, TQod Y TMQod. A diferencia de la biomasa
completa, el pretratamiento Enq también mostré una etapa diauxica. En su primera
etapa, del dia 0 al dia 12, Ebdq, TQod ¥ TMQog lograron volumenes similares a TMog,
pero con una mayor velocidad. Esto sigue coincidiendo con los resultados obtenidos
con la biomasa completa y refuerza la hipotesis de que tanto el acido y, en su caso, el
coctel enzimatico, favorecen la solubilizacion de compuestos mas simples y digeribles
por los lodos (de Oliveira et al., 2022; Cdérdova et al., 2019; Passos et al., 2014;
Hernandez et al., 2015; Batstone et al., 2002). En el dia 12, Ebd, TQod ¥ TMQbd
arrancaron una segunda etapa de produccion de metano hasta alcanzar sus
volumenes maximos cerca del dia 22. Asi mismo, como en el caso de la biomasa
completa, la diferencia entre los pretratamientos TQbd, Ebd, TMQbd ¥ TMba €s la
presencia de acido en TMQod y TQbd. En el tratamiento Eng, €l pH de 5 propicia una
mejor solubilizacidn de los carbohidratos liberados por las enzimas lo cual permite una
mayor conversion a metano durante la DA (Brodeur et al., 2011; Kim et al., 2016;
Kumar & Sharma, 2017). Aunque el pH &acido del tratamiento Enq mejora la
solubilizacion de carbohidratos y otros compuestos solubles, no es tan eficiente como
los tratamientos TQod ¥ TMQug, los cuales al hidrolizar mejoran la solubilizacion de
compuestos insolubles (Opurum et al., 2021).

Estos resultados demostraron la importancia de un pretratamiento adecuado de la
biomasa de microalgas para la DA. Los pretratamientos adecuados producen un
mayor CH4 debido a la liberacién del contenido intracelular. En la Figura 11b, se
observa el volumen acumulado maximo producido durante los experimentos de DA de
los sustratos de diferentes biomasas de microalga, humeda y sin lipidos, con
diferentes pretratamientos. Los valores de los rendimientos de la biomasa completa
de CH4 fueron de 264.8 + 7.8, 245.3 + 2.3 y 180.9 + 8 mL g DQO" los cuales se
obtuvieron con TMQyc, TQoc Y Ebe, respectivamente (Figura 11¢). Estos rendimientos
fueron 4.1, 3.8 y 2.8 veces superiores a los del pretratamiento TMyc, que fue el mas
bajo, 64.9 + 5 mL g DQO'. Por otro lado, la biomasa sin lipidos obtuvo como
rendimientos de CHs de 191.9+11.3,166.5+ 7.6 y 138.6 £+ 6 mL g DQO™", para TMQyy,
TQod Yy End (Figura 11c), respectivamente. También para el pretratamiento, TMuq, se
obtuvo el menor valor de rendimiento, 78.9 + 1.3 mL g DQO™". TMQb4, TQbd Y Ebd
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tuvieron valores de rendimientos 2.3, 2 y 1.7 veces superiores a los del pretratamiento
TMypye. De todo lo anterior, se observa que la biomasa sin lipidos tuvo menores
produccion y rendimientos de metano. Posiblemente esto pudo deberse a que la
biomasa, después de la extraccion de los lipidos, se encontraba seca y por lo tanto la
efectividad de los pretratamientos fueron menor, haciendo que la porcion digerible y
disponible de la DQO de la biomasa fuera menor comparado a la biomasa completa.
En su trabajo Yang et al. (2023) compararon la extraccion de azucares de biomasa
fresca, congelada y seca. Reportaron mayores solubilizaciones de carbohidratos con
biomasa fresca, y mencionan que al secar la biomasa se puede formar estructuras
reticuladas y se endurece la biomasa. La formacion de estructuras reticuladas reduce
la permeabilidad de la pared celular lo cual dificulta la extraccion y solubilizacion de
compuestos intracelulares. Esto podria explicar las diferencias entre este estudio y los
resultados obtenidas por Cortes-Carmona et al. (2018) en el cual usaron biomasa seca
y asi mismo la diferencia con la biomasa sin lipidos que se encontraba en estado seco
debido a la previa extraccion por Soxhlet. También como sustrato, los lipidos tienen
una densidad energética mayor, es decir su proporcion de carbono es mayor que en
los carbohidratos o proteinas, lo cual significa que, a cantidades iguales, se produciria

mas metano con los lipidos.

Globalmente, el mayor rendimiento con Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM fue
obtenido por TMQxqc. Los valores de TMQpe, TQbec SON mayores al rendimiento de 199.6
mL g DQO" reportado por Cortés-Carmona et al. (2018) en experimentos en lote para
una relaciéon 1I/S similar de 2 (Tabla 8). En cuanto a la biomasa sin lipidos, TMQoqd
obtuvo rendimientos similares a los reportados por Cortés-Carmona et al. (2018)
mientras que TQuoq4 fue inferior. En el caso del tratamiento Esc, el valor obtenido es
similar al de Cortés-Carmona et al. (2018). La diferencia podria deberse al uso de
acido en los pretratamientos y al estado de la biomasa, fresca, utilizada en este trabajo
y de biomasa seca por Cortés-Carmona et al. (2018) (Tabla 8). Por lo tanto, el volumen
de CH4 producido y los rendimientos con biomasa de Scenedesmus obtusiusculus AT-
UAM son comparables al valor obtenido en la bibliografia. Los valores de rendimiento
de sustrato obtenidos en este estudio fueron superiores a los 220 mL y 250 mL g DQO-
' para el pretratamiento enzimatico reportado para Scenedesmus sp. y Chlorella
vulgaris, respectivamente (Mahdy et al., 2016). En cuanto a los rendimientos de CH4
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obtenidos para los pretratamientos TMQoc. y TQuc aplicados a Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM, estos fueron mayores a los reportados para Chlorella
sorokiniana y Scenedesmus sp. (Cordova et al., 2018) y similares a Chlorella vulgaris
(Mahdy et al., 2016).

Tabla 8. Comparacion de rendimientos de producciéon de metano en diferentes cepas.

Rendimiento Rendimiento
- -1

Pretratamientos y mL CH mL CH .
Cepa condiclones de DA ( 1 ag. o 49, ) Referencias

)

Scenedesmus Biomasa seca, térmico con Cortés-
obtusiusculus AT- IS d’e 5 199.6 307 Carmona et al.
UAM (2018)
L. Fresca, mejor pretratamiento Coérdova et al.
Chiorella sorokiniana con ultrasonidos con IS de 2 216 459 (2018)
Fresca, enzimatico con I/S Mahdy et al.
Scenedesmus sp. de 2 220 345 (2016)
. Fresca, enzimatico con I/S Mahdy et al.
Chlorella vulgaris de 2 250 401 (2016)
Consorcio
(Scenedesmus 80%, Fresca/seca, ozonizacion _ 309 Cardefia et al.
Keratococcus 19%, con I/S de 2 (2017)
Oscilatoria 2%)
Scenedesmus Biomasa seca, térmico con Rincon-Pérez et
obtusiusculus AT- ’ - 296.4
I/Sde 0.5 al. (2020)
UAM
Scenedesmus ,
obtusiusculus AT- lomasa completa, TMQcon — ,g, g 357.8 Este trabajo
I/S de 2
UAM
Scenedesmus Biomasa completa, TQ con
obtusiusculus AT- IS dp 5 ’ 2453 331.4 Este trabajo
UAM e

A continuacion, la Tabla 9 muestra los valores de Rmax calculados a partir del modelo
de Gompertz. Como puede observarse, la tasa de produccion mayor de CHs se
alcanzé con el pretratamiento Eyc, y con el pretratamiento TMQy. fue 8.4 veces menor
de la biomasa completa. Adicional a esto, para TQo: y TMQyc existe una fase de
latencia importante (A), siendo de 2.9 y 3.2 d, respectivamente; que se observa entre

las 2 etapas de produccién (Figura 11a) de la diauxia, del dia 4-5 al dia 12. Esto podria
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explicarse por la permeabilizacion mas especifica de la pared celular por el tratamiento
enzimatico y mayor solubilizacion de compuestos insolubles, asi como una mayor
cantidad de sustancias complejas reducidas a formas mas facilmente digerible. Sin
embargo, TMQuw: produjo mas CH4 debido a una mayor conversion de la biomasa total.

Tabla 9. Volumen acumulado neto experimental de CH. y parametros de Gompertz

obtenidos para cada pretratamiento con biomasa completa y biomasa sin lipidos.

Experimental Parametros de Gompertz

Vmax (mL L'1) Hmax (mL L'1) Rmax (mL d-1) A (d) R?

Biomasa completa

Endégeno 227.5+19.3 213.2 26.8 0 0.93
Glucosa 1488.5 + 50.1 1515.7 504.1 0 0.98
Ebc 904.5 +40.2 891.8 118.2 0 0.98
TMoc 324.7+25.0 320.4 48.6 0 0.94
TQobe 1226.3 +11.6 1334.6 52.2 2.9 0.96
TMQbc 1323.9 + 38.8 1616.7 59.9 3.2 0.95

Biomasa sin lipidos

Endégeno 330 £ 16.5 390.5 23.0 0.0 0.98
Glucosa 1718 + 85.6 1073.0 85.9 0.2 0.96
Ebd 693.2 + 29.8 694.1 38.2 0.0 0.92
TMbg 394.7 + 33.0 334.2 52.3 1.0 0.98
TQbq 832.7 + 38.2 786.0 48.2 3.0 0.97
TMQbd 959.7 + 56.3 918.1 413 4.4 0.97
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En el caso de la biomasa sin lipidos, el Rmax obtenido es parecido o inferior a los de la
biomasa completa para TM, TQ y TMQ. En el caso del pretratamiento E, el Rmax de la
biomasa sin lipidos es notablemente inferior. En efecto, las diferencias que se
observan pueden ser explicadas por los tipos de pretratamientos: en el pretratamiento
E, las enzimas atacan especificamente los enlaces glucosidicos presentes entre la
celulosa y hemicelulosa lo cual facilita la ruptura de la pared celular y por ende su
digestion; en cuanto a los tratamientos termoquimicos, el calor y la acidez rompen
enlaces de proteinas y polisacaridos, resultando en una mayor solubilizacion de

compuestos insolubles (Bohutskyi & Bouwer, 2012).

Esto sugiere que la extraccion de lipidos podria haber inducido transformaciones y
cambios en los compuestos de la biomasa. Es posible que se hayan producido
compuestos recalcitrantes y no digeribles para los lodos. También esto parece indicar
que los lipidos son una fuente relativamente importante para la nutricion de los lodos

anaerobios.

Estos resultados con Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM fueron consistentes con
los obtenidos por Cortés-Carmona et al. (2018), Rincon-Pérez et al. (2020), Rincon-
Pérez et al. (2021) con la misma cepa, y otros estudios con otras cepas (Cardefa et
al., 2017; Mahdy et al., 2016; Vargas-Estrada et al., 2022). Adicionalmente, con la
relacion I/S usada en estos ensayos se obtuvieron resultados que coinciden con lo
obtenido por Cortés-Carmona et al. (2018), agregando a lo anterior que en su estudio

se concluye que a menor I/S, menor produccién de metano.

Del mismo modo, la Tabla 10 recapitula el rendimiento en volumen de metano
producido por gramos de SV agregados con el sustrato. Se observé una disminucion
del rendimiento entre las biomasas de alrededor de 20% para el pretratamiento E y de
un 30% en el caso de TM y TMQ con respeto a la biomasa completa. Para TM se
observa un ligero aumento del 20%. En el caso de TMyq, el haber extraido los lipidos
previamente podria haber mejorado la disponibilidad de sustrato para los lodos. De
manera general, los rendimientos de 331.4 y 357.8 mL CHs g SV-! obtenidos para
TQbe ¥ TMQyc, respectivamente, fueron mayores al valor obtenido por Cortés-
Carmona et al. (2018) de 307 mL CHs g SV-' y los 296.4 mL CH4 g SV-' de Rincon-
Pérez et al. (2020). En comparacién con otras cepas como Chlorella existe una gran
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variabilidad en los rendimientos dependiendo del pretratamiento y posiblemente de
los lodos usados. Asi diferentes estudios reportan desempefio de 142 mL CH4 g SV
con pretratamientos termo quimicos (Passos et al., 2016), de 297 mL CH4 g SV-' con
solo tratamiento térmico (Scarcelli et al., 2020) y hasta 415 mL CHs g SV con
pretratamiento biolégico usando B. licheniformis (He et al., 2016). Por lo que los
rendimientos obtenidos en estos se parecen con (Moreira et al., 2016) y las diferencias
posiblemente podrian ser por la cepa empleada. En cuanto al género Scenedesmus
este estudio obtuvo valores mas altos que Cardefia et al. (2017) con 309 mL CHs4 g
SV-' con respeto al tratamiento TMQy. el cual alcanzé 357.8 mL CH. g SV-'. El mejor
rendimiento obtenido en este estudio es similar al de Mahdy et al. (2016) de 345 mL
CH4 g SV-' con Scenedesmus sp. Esa diferencia entre las cepas puede deberse entre
otras cosas a su pared celular y la composicion de esta ya que por un lado Hernandez
et al. (2015) en su estudio mencionan que las cepas que utilizaron tuvieron
rendimientos diferentes en el pretratamiento enzimatico usando el mismo coctel de
enzimas. Por otro lado, Hernandez et al. (2015) mencionan que la Scenedesmus
almeriensis fue la microalga mas resistente a los pretratamientos y sugieren que
ademas del grosor de su pared, su composicidn con altos contenidos en hemicelulosa
y celulosa en conjunto con bajos contenidos de carbohidratos induce una baja
solubilizacion de estos. Adicionalmente, en su trabajo Sanchez-Garcia et al. (2020)
reportan que la estructura de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM esta compuesta
por: una capa de pectina, una capa basada en algaenano (biopolimero de tricapa) y
una capa fibrilar. En su estudio observaron modificaciones estructurales en la pared
celular en funcion de las condiciones de cultivo, en ausencia de N y ausencia de N
con pulsos acidos, con respecto a condiciones de crecimiento. Asi, en ausencia de N
se engrosan las capas de pectina y fibrilar mientras la de algaenano disminuye;
adicionando los pulsos acidos, la capa de algaenano termina desapareciendo.
Globalmente en condiciones de crecimiento, el grosor de la pared es de 125 nm, en
ausencia de N de 140 nm y en ausencia de N combinado a pulsos acidos de 330 nm.
Lo anterior podria explicar los diferentes rendimientos entre pretratamientos (Tabla
10). Esto también permite entender que si el tratamiento E fue eficaz, es por la
composicion del coctel Viscozyme L entre otras cosas tiene: la pectinasa, cuya unica
funcién es romper los enlaces de la pectina, degrada la primera barrera protectora, la

celulasa rompe las resistentes microfibrillas de celulosa, la hemicelulasa y xilanasa
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degradan la hemicelulosa y el xilano, que son los polimeros que actuan como
"cemento”, uniendo las fibras de celulosa entre si, y la B-glucanasa degrada los [3-
glucanos, otro polisacarido estructural comun en esta capa. Al final queda la
membrana celular la cual siendo principalmente compuesta por lipidos estructurales

se lisa con facilidad.

Tabla 10. Rendimientos de producciéon de CH4 por cantidad de SV suministrado para cada

pretratamiento de ambas biomasas humeda y sin lipidos.

Rendimiento de CH4 (mL g SV)

Hameda Sin lipidos
320.7 £ 13.6

2445 +10.9 187.4 £ 8.1

87.8+6.8 106.7 £ 8.9

331.4 £ 3.1 2251 £10.3

357.8 £ 10.5 2594 + 15.2

En su estudio, Rincon-Pérez et al. (2020) reportan que la temperatura y la acidez son
los parametros de mayor influencia en la solubilizacién de los carbohidratos y en el
caso del DQO solubilizado todos los parametros (temperatura, acidez, tiempo y
concentracion de biomasa) asi como algunas interacciones de estos favorecen la
solubilizacion del DQO de la biomasa microalgal. Lo anterior explica los resultados
obtenidos con la biomasa hidrolizada con HCI en este trabajo. Ciertamente, el efecto
de temperatura y acido sobre la biomasa reportado por Rincén-Pérez et al. (2020) con
una temperatura cerca de 100°C y HCI al 3%, son parametros parecidos a los usados
en estos experimentos. Por lo que, en estas condiciones la liberacién de DQO y
solubilizacion de los carbohidratos es mayor e induce un mayor volumen de metano
producido como se puede observar la diferencia de volumen producido entre los
hidrolizados acidos TQ y TMQ, con 1226.3 + 116 y 13239 + 11.6 mL L,

respectivamente; y la biomasa hidrolizada solamente con agua en TM alcanzando
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324.7 + 25.0 mL L. Esto se confirma con la diferencia observada en la biomasa sin
lipidos obteniendo con 832.7 + 38. y 959.7 + 56.3 mL L' versus 394.7 + 33.0,
respectivamente TQ, TMQ y TM. También Rincon-Pérez et al. (2020) menciona que
los carbohidratos alcanzan solamente una solubilizacion del 50% cuando se usa agua
como solvente para hidrolizar la biomasa. De la misma manera, probablemente la
combinacion de la temperatura y del acido haya permitido una mayor ruptura de la
pared celular liberando tanto los biocompuestos intracelulares, asi como los
polisacaridos estructurales como celulosa, hemicelulosa, pectina y glucanos. Como lo
sefiala Deng et al. (2019) en su estudio, el efecto del acido es romper moléculas
grandes y recalcitrantes como las mencionadas anteriormente. Aunque los
carbohidratos se fueran convirtiendo en otros compuestos, por ejemplo, furfurales,
acido acético o propidnico, estos siguen contribuyendo al DQO global y pueden ser
usados como sustrato por los lodos en etapas intermedias (Boopathy, 2002; Deng et
al., 2019; Hernandez et al.,, 2015; Palmqvist & Hahn-Hagerdal, 2000). La menor
produccion de metano con TM se debe probablemente a una menor solubilizacién de
carbohidratos y DQO, como lo menciona Rincon-Pérez et al. (2020).

Por otra parte, el comportamiento diauxico es un fendmeno que ocurre debido a la
composiciéon molecular del sustrato alimentado e indica la presencia de 2 fuentes de
carbono: una facilmente digerible como azucares simples, aminoacidos y acidos
grasos; y otra mas compleja como polisacaridos o proteinas estructurales. En efecto,
la primera etapa de produccion corresponde al consumo de compuestos directamente
digeribles por parte de los microorganismos del lodo anaerobio, lo cual se debe a la
represion catabdlica. Una vez se hayan agotado esa primera fuente de carbono, es
cuando los microorganismos hidroliticos empiezan a hidrolizar las moléculas mas
complejas aun presente en el sustrato. La segunda fase de latencia traduce entonces
que ciertos compuestos tienen tasas de degradacion distintas y sobre todo una
reorganizacion metabodlica de la comunidad de microorganismos. En la segunda
etapa de produccion de metano, los microorganismos cambian sus enzimas para
poder consumir las moléculas aun presentes, pero no consumible de forma directa
(Campuzano & Gonzalez-Martinez, 2017; Cohen, 2011). Ese cambio de enzimas
permite hidrolizar moléculas mas complejas en sus formas de mondmeros. Sin

embargo, ese comportamiento se observa unicamente en TQ y TMQ. Esto sugiere
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que el uso de acido combinado a un tratamiento térmico hace disponibles compuestos
dificiles de digerir y con las enzimas adecuadas a estas sustancias, los
microorganismos pueden consumirlos. A pesar de los pretratamientos que solamente
deshacen las estructuras celulares, pero quedan moléculas complejas como
polisacaridos y proteinas las cuales requieren de una hidrdlisis adicional por parte de
los microrganismos en compuestos mas sencillos como azucares y aminoacidos.
Eventualmente y adicional a lo anterior, la presencia de algunos compuestos
inhibitorios, como las sales que se forman al neutralizar la biomasa pretratada con HCI
y la formacion de amoniaco durante la degradacion de las proteinas, podria ser una
posible explicacién en la prolongacion de la fase de latencia de la segunda etapa de
produccion de metano (Ganesh Saratale et al., 2018).

5.4 Biorrefineria

Los resultados obtenidos confirman la idea de que el uso de la biomasa de
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM en un esquema de biorrefineria es posible. Los
datos obtenidos muestran que la biomasa residual pretratada permite producir un
volumen de biogas cerca de 0.9 L por volumen de trabajo de DA. Sin embargo, la DA
no convierte toda la biomasa en energia en forma de metano, sino que conforme el
bioproceso ocurre una parte de la energia contenida en la biomasa es convertida en
otros compuestos como CO2, usada en el metabolismo celular y el crecimiento de la
biomasa de los lodos. En efecto, como lo presenta la Figura 12, el extraer los lipidos
y producir metano con la biomasa residual permite aumentar desde 2 hasta 6 veces
la productividad energética global con respeto a la biomasa completa. Las
productividades energéticas fueron calculadas con las ecuaciones 7 y 8, son las
productividades teoricas totales, es decir sin considerar el gasto energético de los
diferentes procesos. Esta diferencia se debe a que en la digestién anaerobia no toda
la biomasa es convertida a CHa, sino que, dependiendo del sustrato alimentado, de
su composicion y de los pretratamientos, entre el 50 y 80% se convierte en CHa
(Ganesh Saratale et al., 2018). En comparacioén, el 90% de los lipidos son convertidos
a biodiesel mediante transesterificacion. Cabe mencionar que en condiciones de
temperatura y presion estandares (25°C y 1 atm), el diésel tiene mayor densidad
energética que el CH4 (Fanchi & Fanchi, 2016). En el caso de TM, el aprovechar los

lipidos como fuente de energia y utilizar la biomasa residual como sustrato implica el
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mayor incremento de 4.6 veces con respeto a la biomasa completa. Con el
pretratamiento E, la productividad energética se duplica en comparaciéon con la
biomasa completa. Finalmente, para TQ y TMQ, el incremento es 1.6 y 1.5

respectivamente.

En ese mismo sentido, Sills et al. (2013) han estimado las necesidades energéticas
para producir biodiesel y biogas con varias cepas de microalgas como Chlorella,
Dunaliella, Nannochloropsis, Tretaselmis y Phaeodactylum. Para eso compararon tres
escenarios de productividades de biomasa de microalga siendo bajo, base y alto
respectivemente 125 g m2 d', 25 g m2 d' y 50 g m? d'. Estimaron que
potencialmente se podria ahorrar alrededor de 0.3-1 MJ/MJ de biocombustible
producido en la coproduccidn de biodiesel y biometano con los escenarios base y alto
(Sills et al., 2013). Aunque, en el caso desfavorable de bajas productividades de
biomasa y que el proceso consume mas energia, varios estudios han mostrado los
beneficios de la DA de la biomasa residual en el balance energético, en el impacto de
los combustibles sobre sus emisiones de GEIl y en los costos de produccion
(Gonzalez-Gonzalez et al., 2018; Harun et al., 2011; Hasan et al., 2024; Laubscher &
Cowan, 2020; Posada Duque et al., 2016). Cabe mencionar que, aunque el balance
energético no varia mucho con el contenido de lipidos, los combustibles liquidos
tienen mayor valor en el mercado lo que mejora la viabilidad economica de la biomasa
microalgal (Sills et al., 2013). Ademas, Sills et al. (2013) encontraron que el fertilizante
obtenido de la DA y su reuso como fuente de nutrientes para los cultivos de microalgas
reduce de 0.03 MJ/MJ de biocombustible producido. También el uso de la biomasa
residual como sustrato presenta mejor impacto energético que usarla como alimento
animal (Sialve, Bernet, & Bernard, 2009; Vargas-Estrada et al., 2022).

Sin embargo, mediante balances de materia y energia, el analisis del ciclo de vida
permite conocer los impactos ambientales propio a cada escenario. Ademas, procesos
de extraccion de biocompuestos a partir de biomasa completa permite reducir de
manera importante el costo inducido por la necesidad de secar la biomasa para extraer
los lipidos para el biodiesel (Figueroa-Torres & Theodoropoulos, 2023; Wiley et al.,
2011). También otros estudios sugieren que en ciertos casos y usando co-cultivos de

microalgas o cultivos con otros microorganismos se podria omitir ciertos pasos como
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el pretratamiento o reducir la necesidad de separar la biomasa del agua (Gonzalez-
Fernandez et al., 2018; Laubscher & Cowan, 2020; Leong et al., 2023).
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Figura 12. Productividad energética tedrica obtenida con biomasa completa, biomasa sin
lipidos y de los lipidos extraidos. Las barras negras representan la biomasa completa, las
barras grises oscuras la energia obtenida del biogas con la biomasa sin lipidos y las barras

grises claras la energia obtenida de los lipidos extraidos.

El aprovechamiento de la biomasa residual permitiria compensar costos de
produccion del biodiesel a partir de los lipidos extraidos de la biomasa ademas de
evitar su desperdicio y asi cumplir con los objetivos de desarrollo sostenible como el
minimizar la produccion de residuos en un esquema de economia circular (Vargas-
Estrada et al., 2022). Estudios comparativos de costos de produccion de lote versus
semicontinuo han mostrado una reduccion significativa en los costos de produccion
para la operacion semicontinua (Quiroz et al., 2025). Esto coincide con los resultados
de este trabajo de mayores productividades y recuperacion de energia (Figura 12).
Asi una biomasa producida en lote tiene un costo de alrededor de US$1200-US$1800
comparado con una produccién en semicontinuo esta tiene un valor de US$1000-
$1100 (Quiroz et al., 2025). A lo cual se agrega que la produccién en semicontinuo es
mas resiliente y menos afectado en su costo frente a las variaciones de
productividades de biomasa. En efecto, el valor inferior del rango es el costo de
produccion usando fotobiorreactores abiertos de menor costo y el limite superior del
rango es usando fotobiorreactores cerrados de mayor costo destacando una gran
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diferencia en la operacion en lote, con un costo alrededor de US$600 mas, mientras
que en la operacion semicontinuo la diferencia de costo es solamente de US$100 por
el tipo de fotobiorreactores.

Adicional a los productos energéticos obtenidos, CHs y biodiesel, el digestato es un
sustrato muy nutritivo y puede ser utilizado como biofertilizante. Muchos estudios han
trabajado sobre este co-producto que es el digestato desde hace varias décadas
iniciando desde al menos los afios 90 y sigue siendo un tema de interés a la fecha.
Se ha encontrado que el tipo de biomasa que se digiere influye en la composicion y
caracteristicas del digestato como una reduccion en la relacion de carbono-nitrogeno
y mayor contenido de nitrégeno en forma de iones amoniaco NH4*. Unos de los
principales resultados que destaca la utilidad del digestato es la presencia de
nitrogeno principalmente en forma de NH4*, con contenidos desde un 44% hasta un
81% en el lodo aumentando la disponibilidad del nitrdgeno, en comparacion a biomasa
no digerida (Logan & Visvanathan, 2019; Sills et al., 2013). Mas recientemente se ha
planteado y estudiado su uso como fuente alternativa de nutrientes para el cultivo de
microalgas (Bauer et al., 2021). Como se menciond anteriormente, el reuso del
digestato como parte del medio de cultivo reduce en un 0.2 MJ/MJ de biocombustible
producido y asi mismo el costo de produccion de los biocombustibles de microalgas.
También se ha encontrado un incremento en la disponibilidad de varios nutrientes y
mejoran las propiedades del suelo como fosforo, estructura del suelo, retencién de
agua y contenido de materia organica (European Biogas Association, 2024; Levin et
al., 2021). Aunque requieren de un tratamiento previo a su uso como fertilizante, su

uso permite reducir la dependencia a fertilizantes sintéticos.

Recientemente se ha investigado la produccién de otros productos con la DA como
hidrogeno y acidos grasos volatiles que son productos de alto valor agregado. En
particular se han propuesto realizar una DA de 2 etapas para aprovechar y mejorar
los rendimientos de los diferentes productos (Mussgnug et al., 2010c; Vargas-Estrada
et al., 2022; Xia et al., 2014). En su estudio Xia et al. (2014) produjo primero hidrégeno
mediante fermentacion oscura con una mezcla de biomasas de Chlorella pyrenoidosa,
hongos y almidén de yuca. Posteriormente, utilizaron los sobrenadantes remanentes

de la fermentacion oscura para producir H> mediante fotofermentacion y, finalmente
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los residuos tanto de la fotofermentacion como los residuos sélidos de la fermentacion

oscura se usaron como sustrato para la produccion de CH4 mediante DA.

A todo esto, se suman los beneficios de la produccién de la microalga como la
mitigacion del COg, tratamientos de aguas residuales y produccion de una amplia
gama de bioproductos de alto valor agregado. La combinacion de corrientes
residuales, la recirculacion y el aprovechamiento de las diferentes corrientes con el
uso de microalgas como materia prima en una biorrefineria permitira reducir costos y
hacer posible econdmicamente el uso de microalgas en un esquema de biorrefineria.
La mejora de la productividad de lipidos obtenidos en el apartado 3.1 y 3.2 en conjunto
con los resultados de los experimentos de DA refuerzan el potencial de Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM como candidata para la produccion de bioenergéticos. Asi
mismo, como se observa en la Figura 12, se muestra el potencial de Scenedesmus
obtusiusculus AT-UAM en una biorrefineria. En efecto, este estudio mostré que es se
obtiene mas energia en producir ambos productos, lipidos y metano, que solamente
el CH4 producido con la biomasa completa (Figura 12). De manera complementaria,
el uso de biomasa fresca permite reducir costos al omitir la etapa de secado de la
biomasa. Estudios han también mostrado que ademas se puede recircular el biogas
producido en cultivos de microalgas para la purificacion del biogas y alcanzar las
metas de cero emisiones (Meier et al., 2015; Salafudin et al., 2015). Aunque la
presencia del Oz producido por las microalgas requiere instaurar un proceso de 2
etapas y recircular al menos 2 veces el biogas para reducir el contenido de CO2 (Meier
et al., 2015; Vargas-Estrada et al., 2022). En complemento, una propuesta de
biorrefineria que ha sido estudiada es el modelo de cascada el cual consiste en la
explotacion secuencial de la biomasa de microalga para maximizar su uso evitando
de descartar residuos de biomasa y por lo tanto mejorando su valor econémico
(Francavilla et al., 2015; Keegan et al., 2013). Generalmente, la secuencia es la ya
sugerida en este trabajo de primero extraer lipidos, separar la luteina, usar la biomasa
residual como sustrato para DA y finalmente obtener biometano por un lado y
biofertilizante por otro lado (Sanchez-Garcia, 2024). Como se ha mencionado
anteriormente, se podria usar este biofertilizante para la agricultura o bien para

cultivos de otros microorganismos. Ese modelo de biorrefineria permite explotar el
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95% de la biomasa contra un 7-28% en un uso singular (Monlau et al., 2021; Slegers
et al., 2020).

El diagrama de biorrefineria presentado en la Figura 13, basado en este trabajo, es
una de las posibles opciones de configuracidn para la valorizacion de la biomasa de
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM. El siguiente sintetiza la importancia de abordar
la explotacion de la biomasa de microalga bajo un esquema de biorrefineria para
lograr viabilidad econdémica, reduciendo costo y dandole mayor uso a la biomasa como
lo menciona Slegers et al. (2020). En efecto, la energia bruta obtenida es mayor en
cuanto mas uso se le da la biomasa lo cual coincide con trabajos previamente
reportados (Monlau et al., 2021; Slegers et al., 2020). Por lo tanto, esto tendra
implicaciones en cuanto a la reduccién de costos y/o energia necesaria ya que el
biogas obtenido podria ser usado como fuente de energia de la misma biorrefineria.
La recirculacion de agua o bien su comercializacion reducira costos o incrementara

los ingresos y lo mismo con el digestato.

Produccion de

—-—— - -1
T ~\ 17068.9 cal Llgperases f pum | \I 17 9259 08l L eprs
olo
I Scenedemsus ] 1 I
: obtusiusculus AT-UAM 1 L iodiese! )
i B: 667 mg L' o : ________
g -1 g-1 )
I Y: 142 mg L' d : 17 068.9 0ol L gpupgups o™= = === mm = N
I I \
! I :
\ ; 78785 cal Ll gperacos | : I 249475 cal L gperg
\ 7 Biogas 1
N - : I
Dlgestato 1
1
! J

A -

10 950.3 cal L' gperados

Completa - .

Figura 13. Esquema de biorrefineria de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM basado en los
resultados de esta investigacion. B es la productividad de biomasa, Y la productividad de
lipidos, y los valores en azul son la energia obtenida. (1) y (lll) son las rutas de valorizacion

de la Figura 6.

A pesar de que el género Scenedesmus sea de los mas costosos en producir y
valorizar su biomasa debido a su pared dificil de romper, la produccion de aceite es

de las mas interesante desde una perspectiva econdmica de costos contra ingresos,
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mientras los pigmentos y las proteinas por sus procesos de separacion y purificacion
tienen costos mayores a los ingresos que se pueden generar de forma individual
(Slegers et al., 2020). Por lo que esta investigacion coincide con el trabajo de Slegers
et al. (2020) el cual muestra la importancia de valorizar la biomasa en multiples
productos en conjunto a la produccion de aceite. Esto se debe al volumen de aceite
que se puede obtener frente al de los pigmentos. Ademas, el aceite obtenido genera
cerca del 60% del ingreso mientras las proteinas en forma de péptidos aportan el 35%
del ingreso y los 5% los complementa los pigmentos (Slegers et al., 2020). También
mencionan que el pretratamiento enzimatico incrementa poco el costo de produccion

frente al de alta presion o la extraccion mediante solvente (Slegers et al., 2020).

Este trabajo mostr6 una mejora en la productividad lipidica tanto en condiciones
controladas como de invernadero. También se evidencio la importancia de elegir el
pretratamiento adecuado para la produccion de CHs y el beneficio de recircular la
biomasa residual después de extraer los lipidos, en una perspectiva de biorrefineria
de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM. Futuros estudios deberan investigar la
escalabilidad y operacion en condiciones reales mediante estrategias de dosificacion
de N de bajo costo o usando corrientes residuales junto con el aprovechamiento del
CO:2 producido durante la metanogénesis. Asi mismo, se tendra que estudiar la
estabilidad de los procesos a largo plazo, el desplazamiento de la cepa de microalga
y los riesgos de inhibicion de los lodos anaerobios.
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
Conclusiones

Se evaluaron nuevas estrategias de funcionamiento (cultivo semicontinuo y ciclos de
alimentacion-privacién de N) en S. obtusiusculus AT-UAM. La microalga fue capaz de
acumular compuestos energéticos como lipidos y carbohidratos durante los ciclos de
alimentacion-privacidon de N. A través de los ciclos de alimentacion de N de 24 horas,
se alcanzé la maxima productividad de biomasa en condiciones de interior y de
invernadero, que fueron de 536 y 667 mg L' d', respectivamente. Ademas, la
productividad de lipidos se increment6 con valores de 139 + 4y 142 + 10 mg L' d™",
respectivamente. Mientras que la productividad maxima de carbohidratos alcanzé una
media de 198 + 7 mg L' d' en condiciones de interior. Por lo tanto, este estudio
reafirma el potencial de S. obtusiusculus AT-UAM para producir energia renovable y

capturar CO2 simultaneamente en diversas condiciones.

En cuanto a la produccién de biogas, los experimentos demostraron la importancia del
tipo de pretratamiento y la efectividad de ciertos tratamientos en comparacion con
otros. EI mayor volumen de biogas con biomasa completa se produjo con el
pretratamiento TMQ, alcanzando un maximo de 1323.9 + 38.8 mL L' con un Rmax de

59.9 mL d-'. El tratamiento E obtuvo el mayor Rmax, con 118.2 mL d™".

En cuanto a la utilizacion de la biomasa residual después de la extraccidon de lipidos
el mayor volumen de biogas fue alcanzado con TMQ, alcanzando un maximo de 959.7
+56.3 mL L! con un Rmax de 41.3 mL d™'. El tratamiento TM obtuvo el mayor Rmax, con
52.3 mL d.

A manera de conclusion, este trabajo logré mostrar la importancia de implementar el
uso de biomasa de microalga en un esquema de biorrefineria, mejorando la
recuperacion y la obtencion de energia mediante la recirculacion de la biomasa

residual.

Perspectivas

Como apertura al futuro este trabajo perfila varias posibilidades de temas de estudios.
En efecto las altas productividades de lipidos y carbohidratos obtenidos en los cultivos
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semicontinuos abren perspectivas de rendimientos altos en cultivos continuos por lo
que se deberia de investigar procesos continuos y/o en cascada de esta cepa usando
aguas residuales.

Los resultados de pretratamientos TMQ y E muestran la importancia de los
pretratamientos, sin embargo, en una perspectiva de sostenibilidad se podria
investigar otros métodos menos contaminantes que consumen menos energia y que
puedan aplicarse a biomasa completa para asi disminuir la necesidad energética de
la separacién con el agua. Se podria investigar cultivos en consorcio para generacion
de floculantes y de microorganismos capaces de romper las células de microalgas o
cocteles enzimaticos especializados para esta cepa.

Asimismo, es necesario explorar otras rutas de biorrefineria integrando y comparando
con otros bioproductos de Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM como la luteina,
biofertilizante para cultivos de hortalizas o incluso como medio de cultivo para otros
microorganismos.

También falta por explorar la produccion de otros combustibles como el bioetanol y
otras opciones de hidrocarburos u otros derivados de estos.

Entre las otras posibilidades de la DA, se suma la via de produccion de acidos
carboxilicos mediante fermentacion oscura, los cuales tienen aplicaciones en
biocombustibles, industria quimica y de materiales y en la industria agroalimentaria.
Finalmente seria importante estudiar el digestato de la DA como fertilizante para
hortalizas y como sustrato de otros microorganismos de interés biotecnoldgicos ya

que el digestato tiene un perfil especifico al sustrato que se le alimenta.
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ANEXOS
ANEXO 1 - Figuras y tablas complementarias
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Tabla A1. Los diferentes pretratamientos aplicables a la biomasa y sus ventajas e

inconvenientes.

Tipo de
pretratamiento

Tratamiento

Principio fisico-quimico-biolégico

Ventajas

Desventajas

Referencia(s)

Mecanicos

Trituracién con perlas

Trituracién con cuchillas

Homogeneizacién a alta
presion

Ultrasonicacion

Microondas

Campo eléctrico pulsado

Aplicacién de fuerzas anicas de
compactacion y cizalla mediante la colision
de perlas agitadas, provocando la ruptura
celular.

Aplicacion de fuerzas de cizalla mediante
cuchillas a alta velocidad y explotacion del
efecto de cavitacion para romper la
membrana celular.

El fluido de biomasa impacta a alta presion
sobre un anillo, generando fuerzas de
cizallamiento y cavitacién que rompen la
célula.

La cavitacion y la propagacion de una onda
de choque en el liquido forman corrientes
que ejercen fuerzas de cizallamiento sobre la
biomasa.

Interaccion selectiva con moléculas polares
(agua), aumentando la temperatura por
friccion inter/intramolecular hasta la
ebullicion, provocando ruptura celular por
presion interna.

Aplicaciéon de un campo eléctrico que induce
tensién y compresién electromecanica,
generando poros en la membrana celular.

de equipos industriales,
buena eficiencia para otros tipos de
biomasa, un solo paso, escalabilidad
factible.

Facil de poner en marcha, alta

eficiencia de ruptura celular, puede
tratar mayores concentraciones de
biomasa, tiempo de contacto corto.

Genera una emulsion (adaptado para
esos procesos), preferido para escala
industrial, facil de implementar, existen
equipos industriales.

Eficaz a escala de laboratorio,
aplicable a un amplio rango de
biomasas.

Calentamiento muy rapido y selectivo
de moléculas polares (agua).

Féacil de escalar.

Alto consumo de energia, poca eficiencia en
transferencia de energia cinética,
sensibilidad de compuestos a la temperatura
(aumenta costo de enfriamiento), formaciéon
de finos residuos, baja selectividad.

Consumo energético no favorable (rebasa
150% del contenido calérico de la biomasa),
agresivo con sustancias celulares
(desnaturaliza proteinas por calor).

Rendimiento energético varia con la
cor ion, proceso no selecti
disminuye di ibili de (no es

(Doucha & Livansky,
2008; Giunerken et al.,
2015)

(Gunerken et al., 2015;
A. K. Lee et al., 2013)

rken et al., 2015)

suave), genera microparticulas y sustancias
diluidas (aumenta costos de separacion).

Consume mucha energia, desnaturaliza las
sustancias (por temperatura, vibraciones y
formacion de radicales libres).

Mayoria de energia perdida por difusion,
desnaturaliza proteinas (forma aglomerados),
produce radicales libres, no adecuado para
compuestos volatiles.

Requiere bastante energia, se limita a
solventes libres de iones, eficiencia variable,
desnaturaliza proteinas.

(Glnerken et al., 2015)

(Gunerken et al., 2015)

(Gunerken et al., 2015)

No Mecanicos

Térmico

Quimico

Enzimatico

El calor genera presion interna en la célula
hasta romper la pared; aumenta la

ili y desr i il y
polisacaridos de la pared.
E: ion de
(saponificacion, generacion de poros,
inhibicion, etc.) usando acidos, bases,
solventes, oxidantes, etc.

Tratamiento especifico donde las enzimas se

Simple de implementar, efectivo para
aumentar la permeabilidad y solubilizar
materia organica.

Alta efectividad y potencial de
selectividad (dependiendo del agente:
acido, base, solvente).

Requiere poca inversion,
requerimientos energéticos

enlazan a moléculas de la pared
celular para provocar su ruptura.

bajos, evita la
desnaturalizacion de compuestos de
interés.

Puede consumir importantes cantidades de
energia, desnaturaliza metabolitos de
interés, puede producir compuestos
recalcitrantes.

Presencia de sustancias tdxicas,
desnaturalizacion de compuestos,
contaminacion del medio ambiente.

Eficiencia depende del coctel de enzimas,
costo variable, puede provocar pérdida de
otros compuestos de alto valor por oxidacion.

(No se citan referencias
en el parrafo)

(Glinerken et al., 2015)

(Gunerken et al., 2015)
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ANEXO 2 - Metodologias
CUANTIFICACON DE CLOROFILA MEDIANTE EXTRACCION CON METANOL

Método para clorofila

1. Centrifugar 1 mL de la muestra a 4000 rpm durante 5 min.

2. Resuspender la pastilla celular adicionando 5 mL de metanol al 90% (v/v) y tapar
con aluminio para mantener la muestra en oscuridad.

3. Sonicar la muestra a 60°C durante 60 min. Se debe tener cuidado de que el tubo
utilizado este bien cerrado para evitar evaporacion del solvente.

4. Medir la cantidad de extracto (V2).

5. Centrifugar la muestra a 4 000 rpm durante 20 min y recuperar el sobrenadante.
6. Utilizando metanol 90% (v/v) como blanco, medir la absorbancia del sobrenadante
a las longitudes de onda siguientes: 650, 665 y 750 nm.

Calculos
Cuantificar el contenido de clorofilas en las células se usando la siguiente ecuacion:

Clorofila (ug mL™") = (16.5%(A665 — A750)) — (8.3*(A650 - A750)) (Becker, 1994).

Nota: Cuando la lectura de absorbancia a 750 nm es mayor a 0.01 se recomienda

volver a centrifugar la muestra y volver a leer a todas las longitudes de onda.
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Abstract

BACKGROUND: Nitrogen (N) limitation is the most common strategy used to accumulate energy-rich compounds in microalgae.
However, this condition reduces the microalga growth rate and biomass, lipid and carbohydrate productivities. In this work,
a semi-continuous operation strategy combined with N feast-famine cycles were investigated in order to increase the lipid,
carbohydrate and biomass contents in the microalga Sc d btusiusculus AT-UAM.

RESULTS: Growth and lipid productivity were evaluated in a flat-panel photobioreactor (FP-PBR) under controlled conditions,
through 72 and 24 h N feast-famine cycles at different N concentrations (6, 12 and 24 mg N L™"). The highest accumulation
of microalgal biomass, lipid and carbohydrate (550 + 28, 139 + 4 and 198 + 7 mg L~' d™') was obtained for 24 h cycles at
12 mg N L™" and were up to ~2.4 times compared to that of 72 h N feast-famine cycles. This strategy was also applied in a bub-
ble column photobioreactor (BC-PBR) located in a greenhouse. Here, biomass productivities obtained under a semi-continuous
operation for 24 h N feast-famine cycles with 6 and 12 mg N L~ were 536 + 27 and 667 + 33 mg L~' d~', respectively. The
maximum productivity of lipid and carbohydrate reached 142 + 10 and 169 + 14 mg L~ d™" with 12 mg N L', respectively.

CONCLUSION: The studied N feast-famine cycles and semi-continuous operations increased the productivity of biomass and
lipids in S. obtusiusculus AT-UAM.
© 2021 Society of Chemical Industry (SCI).

Keywords: biomass production; greenhouse conditions; lipid productivity; nitrogen limitation; Scenedesmus obtusiusculus; semi-
continuous cultivation

lipids (8-15%) under nutrient sufficiency. This can be further
exploited through a wide range of products.”

Several authors have reported the ability of different microalgal
genera such as Chlorella, Nannochloropsis, Scenedesmus and
Monoraphidium to accumulate intracellular reserves as lipids and
carbohydrates under stress conditions.®® Therefore, microalgae

INTRODUCTION

The rise in the consumption of fossil fuels has been increasing the
emissions of greenhouse gases (GHG), mainly carbon dioxide
(CO,), into the atmosphere." The concentration of CO, in the
atmosphere has been risen rapidly in the last decades, affecting
the climate and contributing to non-reversible climate events that
impact the access to food, water and energy. Moreover, all these

issues may lead to social destabilization.? Thus, international pol-
icies have been focused on mitigating climate change and pro-
moting renewable energy production.

Physical/chemical technologies, such as adsorption, membrane
separation, chemical absorption and cryogenic distillation, have
been developed and commercialized on an industrial scale to
capture CO,. These technologies are energy intensive, costly
and limited in their operation.® Nevertheless, biological technolo-
gies to transform CO, into energy, such as the use of microalgae,
are under development. Microalgae are a promising alternative
for CO, as they can capture up to 1.83 tons per ton of dry micro-
algae biomass through photosynthesis.* Besides, microalgae bio-
mass contains proteins (30-50%), carbohydrates (20-40%) and
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4871, Santa Fe Cuajimalpa, CP 05348, Cd. de Meéxico, Mexico.
E-mail: mmorales@cua.uam.mx

a Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria, Universidad Auténoma
Metropolitana-Cuajimalpa, Cd. de México, Mexico

b Departamento de Ingenieria Quimica y Tecnologia del Medio Ambiente,
Universidad de Valladolid, Valladolid, Spain

c Instituto de Procesos Sostenibles, Universidad de Valladolid, Valladolid, Spain

d Departamento de Procesos y Tecnologia, Universidad Auténoma

Metropolitana-Cuajimalpa, Cd. de México, Mexico

J Chem Technol Biotechnol 2021

WWW.soci.org

© 2021 Society of Chemical Industry (SCI).

149



()
SCI

meets business

WWW.S0Ci.org

P-L Gorry et al.

could be a high-yielding source of energy-rich components to
produce different renewable biofuels such as biodiesel and
bioethanol, due to the high content of lipids and carbohydrates,
respectively.'® Bioethanol yield from microalgae is between
5 and 150 times higher than that of common first- or second-
generation feedstocks such as Swiss grass, corn or sugar beet."’
Biodiesel can be produced by transesterification of microalgal
lipids, since the oil production from microalgae is approximately
10-300 times higher than that in plants.'? Different stress condi-
tions have been explored to trigger lipid accumulation in microal-
gae, such as nutrient limitation (nitrogen (N) or phosphate
starvation),'*'® pH shock®'* or increased salinity.'®

Previous research performed with the oleaginous microalga
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM demonstrated its biotechno-
logical potential to produce oils and capture CO, simultaneously.
Scenedesmus obtusiusculus AT-UAM accumulated lipids up to
about 56% dry cell weight (DCW), with a productivity of
85 mg L=" d™" under N starvation in batch cultivation.? It also cap-
tured CO, at a rate of 950 mg L=" d™" in N-sufficient medium.">'®
Despite the high lipid accumulation obtained, the economic fea-
sibility of the microalgal processes is often limited by its low bio-
mass growth, which is intensified by the stress conditions
required to improve lipid productivity in a batch culture. Semi-
continuous cultivation may allow us to partially overcome these
limitations.'”"®

This study aimed to enhance the growth and increase lipid and
carbohydrate productivities of S. obtusiusculus AT-UAM. The
effects on lipid and carbohydrate accumulation with low N con-
centrations were evaluated in flat-panel controlled photobioreac-
tors (FP-PBR) operated semi-continuously with N feast-famine
cycles. This strategy was also applied to a bubble column-PBR
(BC-PBR) operated in a greenhouse, to establish the effects of cli-
mate variation and changing incident irradiance.

MATERIALS AND METHODS

Microalga and inoculum

The microalga S. obtusiusculus AT-UAM isolated from springs in
Cuatro Ciénegas (Coahuila, Mexico)'® was used in this work. The
inoculum was grown under sterile conditions in mineral medium
BG-11, pH 7 (in g L™"): NaNOs, 1.5; K,HPO,, 0.04; Mg50,.7H,0,
0.075; magnesium disodium EDTA, 0.001; CaCl,.2H,0, 0.036; citric
acid, 0.006; ferric ammonium citrate, 0.006; Na,COs, 0.02; and
1 mL™" of trace mineral solution. The latter had the following
composition (in mg L7'): H3BOs;, 2.86; MnCl,4H,0, 1.81;
ZnS0,.7H,0, 0.222; NaMo0,.2H,0, 0.39; CuSO,.5H,0, 0.079;
Co(NO3),.6H,0, 0.494. Chemicals were purchased from JT Baker
(Waltham, MA, USA) and Tecsiquim SA de CV (Toluca, Mexico)
with a purity of at least 99%. Modified BG-11 with different N con-
centrations were supplemented according to section below on
‘Operation of the bubble column photobioreactor under green-
house conditions’.

Prior to the experiments, the strain was grown ina 2.5 L BC-PBR.
The culture medium in the BC-PBR was mixed continuously by a
2L min™' flow of air with 5% v/v CO, (Praxair, Mexico City,
Mexico) through a sparger with six nylon tips, each with five per-
forations of 1 mm internal diameter at the bottom of the PBR. The
PBR was operated under controlled conditions at 30 + 1 °C and
60 pmol m™ s~ continuous photosynthetic active radiation
(PAR) by two 50 W fluorescent lamps (Philips, Mexico City,
Mexico). The biomass was harvested when the culture reached
the exponential growth phase by centrifugation (at 4000 rpm

for 7 min) and washed with distilled water before inoculation of
the experimental systems.

Experimental system

Flat-panel photobioreactor

The FP-PBR (Fig. 1), located indoors, consisted of two transparent
acrylic plates of 0.3 m height and 0.3 m length placed vertically
and 0.025 m apart, with a working volume of 1.8 L and an area
of 0.09 m? at 200 pmol m~2 s, illuminated by two LED printed
circuit boards (llumileds, Mexico City, Mexico), set to provide con-
tinuous illumination. The culture medium in the FP-PBR was
mixed continuously by a 2.5 L min™" flow of filtered air with 1%
v/v CO, through a sparger with 16 perforations of 1 mm internal
diameter, at the bottom of the FP-PBR. The temperature was con-
trolled by an internal tubular heat exchanger (9102A12E, Poly-
Science, Niles, IL, USA) at 35 °C in the FP-PBR.

Bubble column photobioreactors

Two BC-PBRs were installed (19° 21" 09.6” N, 99° 16’ 57.6” W)
inside a greenhouse (Fig. 1). They consisted of acrylic bubble col-
umns of 0.143 m diameter and 1.82 m height, with a working vol-
ume of 24 L. The culture medium in the BC-PBRs was mixed
continuously by a 4 L min™" flow of filtered air with 1% v/v CO,,
through six tips of a nylon gas diffuser with five perforations of
1 mm of internal diameter at the bottom of the BC-PBR. The BC-
PBRs were operated during the fall season.

Operational procedure

A concentration of 12 mg N L™ was taken as reference in the sup-
plemented BG-11 medium, at the onset the N feast-famine cycles
during semi-continuous cultivation, as previous reports for
S. obtusiusculus AT-UAM showed that a consumption rate of
~12mgNL™" d7' ensured a biomass productivity of
500 mg L™ d™" and increased the lipid content in batch opera-
tion mode under controlled conditions.'?

Flat-panel photobioreactor operation

The FP-PBR was inoculated with the microalga S. obtusiusculus AT-
UAM to reach an initial biomass concentration of 893 + 45 mg total
suspended solids (TSS) L™". The FP-PBR was initially operated in
batch mode using distilled water and a modified BG-11 medium
with 0.06 g NaNO; L™ (12 mg N L™") for 7 days until reaching a
lipid content of ~40% DCW. Then, assays were carried out in the
FP-PBR, under controlled conditions and semi-continuous cultiva-
tion, and using different N concentrations (6, 12 and 24 mg N L™")
in the supplemented BG-11 medium at the onset of each N feast-
famine cycle of 72 and 24 h. Each volumetric N concentration was
equivalent t0 9.3, 18.6 and 40.3 mg N g ~' DCW specific concentra-
tions, respectively, with reference to the initial biomass concentra-
tion. Biomass harvesting was performed every 72 or 24 h to
maintain an initial biomass concentration of approximately
600 mg TSS L™" in the cultivation broth.

Operation of the bubble column photobioreactor under
greenhouse conditions

The microalga S. obtusiusculus AT-UAM was inoculated in BC-PBR
to achieve a biomass concentration of 890 + 45 mg TSS L™". The
photobioreactor was initially operated in a 7-day batch mode
under greenhouse conditions using BG-11 medium with 0.31 g
NaNO; L™" (61 mg N L™") and filtered tap water. The assays were
then carried out in the system at a semi-continuous operation
under low N concentration (6 and 12 mg N L™', equivalent to
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Figure 1. Schematic representation of the experimental system.

9 and 19 mg N g DCW™', respectively) in the BG11 medium,
through 24 h N feast-famine cycles. The cycles consisted of an
exchange of modified BG-11 medium supplemented with the cor-
responding N concentration to reach 6 mgN L™ (9mgNg ™’
DCW) or 12 mg N L' (19 mg N g ~' DCW), respectively, on day
0 of each cycle. Biomass was harvested daily with the purpose
of maintaining a concentration of approximately 890 mg TSS
L~" in the cultivation broth.

Analytical methods

Environmental parameters, such as incident irradiance on the FP-
PBR, were measured periodically with a 2z quantum sensor, while
BC-PBR was measured continuously with a 2z quantum sensor
(Sper Scientific 850 008, Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, USA). The
pH and temperature were monitored online in the cultivation
broth with an electrochemical sensor and thermocouple (ALS-
PHT1, AlgaeConnect, Boulder, CO, USA).

Biomass concentration was quantified as TSS according to stan-
dard methods.?® N concentration was measured as nitrate (N-
NO;") by a spectrophotometric method'® in filtered samples
through a 0.2 pm nitrocellulose membrane. A total of 1 mL of
1 mol L~" HCl solution was added to the mixture to remove pos-
sible interferences with either hydroxide or carbonate ions. Then,
the absorbance was measured at 220 nm using a spectrophotom-
eter (UV-visible model 752, HEB, Shaanxi, China). NaNOs was used

as standard. The TSS and N-NOs™ concentrations in the cultivation
broth were measured in the FP-PBR and the BC-PBR at the begin-
ning and end of each tested condition.

The biochemical composition of the biomass (lipids, total carbo-
hydrates and proteins) was assessed at the end of cycles for each
tested condition, for both FP-PBR and BC-PBR. The lipid content
was quantified using the sulfo-phospho-vanillin method.?' Aliquots
of 100 plL from the cultivation broth were mixed with 2 mL H,SO,
(98%) on a hot bath at 100 °C for 15 min. Then, 5 mL of a phos-
phate vanillin solution (1.2 g L™ vanillin at 68% HPO,) was added
and incubated for 20 min at 200 rpm in a dark incubator at 37 °C.
Lastly, samples were read using a spectrophotometer (UV-visible
model 752, HEB) at 530 nm. Canola oil was used as standard. The
quantitative determination of total carbohydrates was estimated
using a modified phenol-sulfuric acid method from a sample of
0.5 mL of biomass harvested from the cultivation broth by centrifu-
gation (4000 rpm, 5 min).2%* The protein content was determined
with the modified Lowry method using aliquots of 1 mL biomass
harvested from the cultivation broth by centrifugation at
14 000 rpm for 5 min.2>?* The biochemical composition of biomass
was expressed as a percentage in DCW.

Kinetics and productivity calculations
Biomass productivity (P,) (mg L™" d™") for batch cultivation was
calculated using Eqn (1),'® where C, is the initial biomass
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concentration as TSS (mg L™") in the culture at time t, (days), and
¢ is the final biomass concentration (mg L™") of the culture at
time t¢ (days):

p=m0 ™)
te—to

The average biomass productivity was calculated using Eqn (2) for
semi-continuous® cultivation, where Cjo (mg L™") is the initial
biomass concentration after mineral medium renewal, j, at time
t;o (days), and Cjs (mg L™") is the final biomass concentration of
i renewing at time t;¢ (days) under light exposure; n is the total
number of partial liquid replacements completed and sc is semi-
continuous operation:

@

In a similar way, the average lipid and carbohydrate productivity
(P s and Pcy s respectively) (mg L™ d™') were determined
using Eqns (3) and (4),® where P, (mg L™" d™") is the biomass pro-
ductivity, and X; and Xcy (% DCW) is the final lipid and carbohy-
drate content per milligram of biomass, respectively:

n
[2 (P, Xl,i)}
Pi=PpxX| Pl,sc='=0T, 3)
n
[Z (Pch,i XCH,i)}
Pc=PpXXcH Pcn_sc= %- 4)

Equation (5) calculates the approximate energy productivity, Er,
expressed in cal L™' d™". £ (9.1 cal mg™") and Ecy; (3.7 cal mg™")
are the lipid and carbohydrate energy content, respectively?®:

Er=(Pi_scXE1) + (Pch_scXEch)- 5)

Statistical treatment

All measurements were performed in triplicate. Results were
expressed as mean value + standard deviation (SD). Data of
72 and 24 h N feast-famine cycles in FP-PBR were analyzed using
analysis of variance (ANOVA) with Tukey's honestly significant dif-
ference (HSD) test. Subsequently, data were analyzed using two-
way ANOVA, with N concentration and the cycle time as analysis
factors. ANOVA was performed in the software Origin V9 by con-
sidering probability values P < 0.05, with a confidence level
of 95%.

RESULTS AND DISCUSSION

Influence of N concentration and feast-famine cycles in
FP-PBR

The FP-PBR was operated in two stages, to evaluate the effect of N
concentration in the supplemented medium on the growth and
biochemical biomass composition of S. obtusiusculus AT-UAM.
The first stage consisted of batch operation using 12 mg N L™
in the N-supplemented medium to stimulate lipid content. Then,
the semi-continuous regime started with periodic 24 or 72 h N

Batch mode

Semi-continuous mode
T 1] T T T

Biomass concentration
(mgL™)

N concentration
(mgNL™")

Lo

Lipid content
(% DCW)

12 15 18 21 24
Time (d)

Figure 2. Time course of biomass concentration, nitrogen
(N) concentration, and lipid content with operation in batch and semi-
continuous mode, in the flat panel photobioreactor FP-PBR during
72 h N feast-famine cycles at 12mgNL™" or 186 mgNg ~' DCW, in
the cultivation broth.

feast-famine cycles with different initial nitrogen concentrations
(6,12 and 24 mg N L™" or 9.3, 18.6 and 40.3 mg N g ~' DCW).

Figure 2 represents in detail the behavior in these two stages.
The first stage consisted of a 7-day initial batch period prior to
six N feast-famine cycles. During the batch operation, the bio-
mass content increased up to 1950 + 98 mg L' and N was con-
sumed in 6 h. At the end of this stage, the proximal biomass
consisted of 46% + 3% DWC of lipids, 36% + 7% DCW of carbohy-
drates, and 15% + 5% DCW of proteins. Subsequently, the semi-
continuous operation began with 72 h cycles having initially
12mgNL™" or 186 mg N g DCW™". Six biomass concentration
peaks were observed due to the microalga growth after medium
extraction, and replenishment with fresh mineral solution leading
to the initial nitrogen concentration tested. The lipid content at
the end of each cycle remained around 40% + 3% DCW.

Overall, the results of the average contents during the batch
operation stage for all conditions of cycle times and N concentra-
tions were similar: 41% + 3% DCW of lipids, 40% + 7% DCW of
carbohydrates and 15% + 5% DCW of proteins. The biomass
and lipid productivity were 301 +15mgL™" d™' and 122
+8mg L' d7', respectively. In the following sections, the semi-
continuous performances are described for each tested condition.

72 h N feast-famine cycles
Table 1 summarizes the average biochemical composition of the
biomass obtained in the experiments using 6, 12 and 24 mg N L™’
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Table 1. Biochemical composition of S. obtusiusculus AT-UAM under
semi-continuous operation in FP-PBR at different nitrogen (N) concen-
trations in the cultivation broth and 24 and 72 h feast-famine cycles
N concentration (mg N L™") Lipids Carbohydrates  Proteins
or(mgNg ™' DCW) (% DCW) (% DCW) (% DCW)
72 h feast-famine cycles

6(9.3) 40 +2 33+5 19+5

12(18.6) 40 +3 40+ 4 16+5

24 (40.3) 34+4 38+4 20+4
24 h feast-famine cycles

6(9.3) 32+3 38+9 22+4

12(18.6) 25+4 36+5 29+3

24 (40.3) 20+3 43 + 31+2

(9.3, 18.6 and 403 mgNg ~' DCW) during the 72 h N feast-
famine cycles. High lipidic content, up to 40% DCW, was obtained
with 6 and 12 mg N L™ (9.3 and 18.6 mg N g ~' DCW). Despite
the high lipidic content attained, limited growth of
S. obtusiusculus AT-UAM was recorded when the system was fed
with 6 mg N L' (9.3 mg N g ~' DCW), resulting in a low biomass
and lipid productivity (144 + 7 and 58 + 1 mg L™' d™, respec-
tively) (Fig. 3(a,b)). Medium additions leading to initial 12 and
24 mgNL™" (186 and 403 mg N g ~' DCW) increased the bio-
mass productivity 1.14- and 2.72-fold, respectively (Fig. 3(a)). Like-
wise, the lipid productivities increased by factors of 1.14 and 2.22,
respectively.

The carbohydrate productivity values were in the same range as
those found for lipids, as shown in Fig. 3(b). During 72 h N feast-
famine cycles, the energy accumulation, represented by the build-
up of energy reserve molecules, seemed to be triggered rather

than growth. For 24 mg N L™ (40.3 mg N g ~' DCW), the produc-
tivities were around twice as higher as those at 6and 12 mg N L™
(9.3and 186 mg N g ~' DCW).

Protein content was around 18% DCW in the three assays. In the
microalgal biomass, proteins are vital as they include mainly the
required metabolic enzymes. The protein content is proportional
to the number of cells rather than their mass. Cells rarely accumu-
late proteins as an energy reserve and thus their relative mass
content is determined by the abundance of energy and structural
molecules. This can be confirmed by the information in Table 1,
where conditions, generally N starvation, promoted mainly lipid
or carbohydrate accumulation, while constraining biomass
growth and productivity.

24 h N feast-famine cycles

The lipidic content in the 24 h N feast-famine cycle assays was
lower than that obtained for 72 h cycles (Table 1), with decre-
ments of around 8% for initial N concentrations of 6 mg N L™"
(93 mgNg ~' DCW) and 14.5% for 12 and 24 mg N L' (18,6
and 40.3 mg N g~' DCW). On the other hand, with shorter cycles,
the biomass productivities increased 2.32-, 3.35- and 1.65-fold for
initial N concentrations of 6, 12 and 24 mg N L™' (9.3, 18.6 and
403 mg N g ~' DCW), respectively (Fig. 3(c)). Consequently, the
lipid productivity reached 139 + 4 mg L™' d™', when the system
was fed with 12 mg N L™' (186 mg N g ~' DCW) supplemented
in the medium, despite the low lipid accumulation achieved in
the biomass during 24 h N feast-famine cycles (Fig. 3(d)).

In brief, despite the high lipid content, up to ~40% DCW
obtained during 72 h N feast-famine cycles, compared to a max-
imum of 32% + 3% DCW during 24 h N feast-famine cycles
(Table 1), the biomass and lipid productivity values were approx-
imately 3.4 times lower compared to that of 24 h N feast-famine
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Figure 3. Biomass, lipid, and carbohydrates productivities for: (a,b) 72 h N feast-famine cycles and (c,d) 24 h N feast-famine cycles at different N concen-
trations in the cultivation broth in the flat panel photobioreactor FP-PBR. Lipid and carbohydrate productivities are represented in black and grey bars,
respectively. Vertical bars represent the standard deviation (+5D, n = 3). 6, 12 and 24 mg N L™' correspond to 9.3, 18.6 and 40.3 mgN g ~' DCW,

respectively.
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Table 2. Comparison of different strategies to enhance lipid and carbohydrate productivity by microalgae
Lipid Carbohydrate
Working productivity  productivity
Microalgae species Culture system  volume (L) Operated Cultivation operation (mgL™'d™") (mgL™"d~") Reference
C. sorokiniana NIES-2168 PBR — Indoor Semi-continuous — 695 27
Chlorella sp. AE10 BC-PBR 0.35 Indoor Semi-continuous — 673 28
C. vulgaris FSP-E PBR 1 Indoor Batch — 631 5
Synechococcus Bottle 0.8 Indoor Batch — 535 29
S. obliquus CNW-N PBR 1 Indoor Batch — 468 30
S. obtusiusculus FP-PBR 1.8 Indoor Semi-continuous 128 278 This work®
Chlamydomonas sp. JSC4 BC-PBR 1 Indoor Gradient 223 — 31
Chlorella sp. HS2 Cylindrical 0.5 Indoor Two-stage 2169 — 6
column-PBR
S. obtusiusculus AT-UAM FP-PBR 1.8 Indoor Semi-continuous 139 198 This work®
Chlamydomonas sp. JSC4 BC-PBR 1 Indoor Two-stages 184 — 31
S. obtusiusculus AT-UAM BC-PBR 24 Outdoor Semi-continuous 142 169 This work®
C. salina Bottle 0.4 Indoor Batch - 170 32
S. obliquus FP-PBR 80 Outdoor Semi-continuous 170 — 33
A. obliquus UTEX 393 mutant  FP airlift-loop PBR 17 Indoor Continuous 157 — 34
(SIm1)
S. obtusiusculus AT-UAM FP-PBR 1.8 Indoor Semi-continuous 129 156 This work?
Nannochloropsis sp. Flask 1 Indoor Fed-batch 148 — 35
N. oculata Erlenmeyer flask 80 mL Indoor Semi-continuous 146 — 18
N. gaditana Tubular-PBR 310 Outdoor Continuous 110 — 7
S. obtusiusculus AT-UAM BC-PBR 24 Outdoor Semi-continuous 118 137 This work®
S. obtusiusculus AT-UAM FP-PBR 1.8 Indoor Semi-continuous m 128 This work
Consortium (main strain: FP-PBR 400 Outdoor Semi-continuous 93 — 36
Geitlerinema sp.)
S. obtusiusculus AT-UAM FP-PBR 1.8 Indoor Batch 85 — 8
Spirulina sp. LEB 18 and BC-PBR 15 Indoor Semi-continuous — 79 37
Chlorella fusca LEB 111
S. obtusiusculus AT-UAM FP-PBR 18 Indoor Semi-continuous 66 65 This work?
Chlorella sp. GN1 FP-PBR 1 Outdoor Batch 67 — 38
S. obtusiusculus AT-UAM BC-PBR 24 Outdoor Batch 66 — 8
N. oceanica IMET1 BC-PBR 0.5 Indoor Batch 51 — 39
Porphyridium purpureum Loop-PBR 600 Outdoor Semi-continuous — 47 40
(greenhouse)
S. obtusiusculus AT-UAM FP-PBR 1.8 Indoor Semi-continuous 58 46 This work"
Monoraphidium dybowskii Raceway 4000 Outdoor Semi-continuous 17 — 9
LB50
Chlorella vulgaris BDUG Raceway 5000 Outdoor Semi-continuous 12 — 19
91771
Chlorella sorokiniana str. SLA- BC-PBR 0.5 Indoor Batch 17 12 4
04
@24h-24mgNL™".
®24h-12mgNL™".
€24h-12mgNL"".
d72h-6mgNL".
€24h-6mgNL".
f24h-6mgNL™".
972h-12mgN L™
"72h-6mgNL™".

cycles. Therefore, the performance of 72 and 24 h N feast-famine
cycles showed statistically significant differences (P < 0.05) in the
biomass and lipid productivity. Moreover, a two-away ANOVA test
indicated that significant differences were also seen in the bio-
chemical composition for the concentrations of 24 mg N L™'
(403 mgNg ' DCW) and 6 mgN L™ (93 mgNg ~' DCW),

supplemented in the modified BG11 medium and 72 and 24 h N
feast-famine cycles (P < 0.05). Thus, N concentration and cycle
time were key factors in these experiments, as both were impact-
ful on the overall biochemical profile of S. obtusiusculus AT-UAM.
Consequently, the FP-PBR operation in semi-continuous mode
under controlled conditions and the implementation of 24 h N
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feast-famine cycles showed the capacity of S. obtusiusculus AT-
UAM to grow and accumulate energy storage compounds as
lipids or carbohydrates.

Lipid and carbohydrate productivities depended on several fac-
tors, such as N concentrations, feast-famine cycles duration and
cultivation mode. Table 2 compares different strategies to enhance
lipid and carbohydrate productivity by different microalgae. In this
context, authors have implemented different strategies to increase
lipid accumulation in microalgae using N deprivation, different
sources and concentrations of N, micronutrient limitation using
Ca and Mg, controlled acidification, temperature, photoperiod
and light intensity.>®'%'>4142 However, stress conditions reduce
biomass growth rates, directly affecting lipid productivity. For
instance, during batch cultivation, S. obtusiusculus AT-UAM under
N depletion and acid pulses showed low lipid productivity of
85 mg L™ d7', despite reaching a maximum lipid content of 60%
DCW. As reported previously,*® Chlorella sp. GN1 attained high lipid
content (54% DCW) but low lipid productivity of 67 mg L™" d~".
However, the lipid productivity and content have been already
optimized in a few studies. For example, Chlorella sp. HS2, culti-
vated using a two-stage operation (5 days of N-replete conditions
prior to 4 days of N-deplete conditions), showed high lipid content
and productivity of ~37% DCW and 217 mg L™' d™", respectively.®
The purpose of increasing biomass growth and lipid yields have val-
idated cultivation strategies on semi-continuous mode combined
with N-starvation.'” For example, Nannochloropsis oculata, culti-
vated in semi-continuous mode, reached a lipid productivity of
~146 mg L™' d7, slightly higher than our present work, while
microalga cultivated on a batch mode achieved a lipid productivity
of 2.2 times lower (Table 2).'®

In contrast, the carbohydrate content increased to 43% + 3%
DCW, which corresponds to a carbohydrate productivity of 278
+7mgL™" d7' (Fig. 3(d) when the FP-PBR was fed with
24mg N L' (403 mgNg ™' DCW) during 24 h N feast-famine
cycles (Table 1). The carbohydrate productivities in our work were
lower than those obtained using indoor cultivation with species of
Chlorella, such as C. sorokiniana NIES-2168, Chlorella sp. AE10 and
C. vulgaris FSP-E, which reached productivities of 695, 673 and
631 mg L™'d™", respectively (Table 2).5%*® However, it is impor-
tant to note that all these strains are not oleaginous microalgae.
Interestingly, the carbohydrate biosynthetic pathway competes
with the lipid pathway. As the lipid and carbohydrate biosynthesis
share pyruvate as a common carbon precursor®® during the
Calvin-Bassham-Benson cycle, the N feast-famine cycles could
induce the biosynthesis of carbohydrate in detriment of that of
lipids.

Globally, the N feast-famine cycles resulted in the accumulation
of energy compounds such as lipids and carbohydrates by
S. obtusiusculus AT-UAM cultivated in a semi-continuous batch.
However, the average protein content obtained in the biomass
at higher N concentration in the modified BG11 medium, during
24 h N feast-famine cycles, revealed the prevalence of growth
over energy reserve accumulation (Table 1).

Strategy for lipid and carbohydrate accumulation under
greenhouse conditions in BC-PBR

The BC-PBR operation under greenhouse conditions experienced
wide climate variations as a result of the fall season transition.
Thus, while the ambient temperatures ranged between 3 and
25 °C, the greenhouse conditions attained 4-41 °C (Fig. 4), due
to solar radiation. Despite these extreme temperatures, the culti-
vation medium only varied between 7 and 35 °C (Fig. 4), which
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Figure 4. Time course of environmental parameters during operation of
bubble column photobioreactor BC-PBR in greenhouse conditions.
6,and 12 mg N L™ correspond to 9 and 19 mg N g ~' DCW, respectively.

was lower than the 40 °C reported in outdoor conditions during
the fall and winter seasons for the cultivation of S. obtusiusculus.®
The greenhouse reduced considerably the incident irradiance on
BC-PBR and reached up to 475 pmol m=2 s~ during the daytime
(Fig. 4). This condition was lower compared to that reported earlier®
and from 2300 to 3000 pmol m~2 s™' from the outdoor condi-
tions.® During 24 h N feast-famine cycles, the pH varied from
7 to 11 when the system was operated at a semi-continuous mode
and with an initial N concentration of 6mgNL™ (9mgNg ~'
DCW) in the BG-11 modified medium (Fig. 4), compared to the
stable pH around 7 with 12mg N L™ (19 mgN g ~' DCW). At
higher N concentration, the pH is maintained through the CO,
supply to the culture medium, to compensate for the alkaliniza-
tion induced by both the CO, uptake and nitrate consumption
by microalgae.****

The BC-PBR was operated in batch mode for about 7 days
before starting the 24 h N feast-famine cycle. The average spe-
cific concentrations per cycle were 9 and 19 mg N g~ DCW,
respectively, for each N concentration of 6 and 12 mg N L™".
Despite the temperature in the cultivation broth being outside
the optimum reported for microalga growth (35 °C),'® biomass
productivity attained an average of 536 +27 and 667
+33mgL™" d7' when the system was fed with 6 and
12mg N L™ (9and 19 mg N g ~' DCW) at the onset of each cycle
under semi-continuous operation, respectively. The enhanced
biomass productivity was in accordance with the increase in
the N load to the BC-PBR. Consequently, lipid productivity
reached values of 118 +7 and 142+ 10 mg L™ d™' during

J Chem Technol Biotechnol 2021

© 2021 Society of Chemical Industry (SCI).

wileyonlinelibrary.com/jctb

155



()
SCI

meets business

WWW.S0Ci.org

P-L Gorry et al.

2500 . . .
£ (@
= 2000 g
Q
2~
g% 1500+ g
)
= i i
:20 3 1000
5 500
E}
& 0
= 2500
g 2000 *
5 _
—§ ~—
-
£ 1500
a —
% T 10004
& 500+
o
l 0
5 2500
& 20004 ©
2
T 1500
o
> 4
éo 3 1000
5 500
El
2 0

6 12 24
Nitrogen concentration (mg N L)

Figure 5. Energy productivity obtained at different N feast-famine cycles
with different N concentrations in the flat panel photobioreactor FP-PBR
for (a) 72 h cycle, (b) 24 h cycle and (c) in the bubble column photobior-
eactor BC-PBR for 24 h cycle at greenhouse conditions. Lipid (black bars)
and carbohydrates (grey bars). In the FP-PBR 6, 12 and 24 mg N L™ corre-
spond to 9.3, 18.6 and 40.3 mg N g ~' DCW, respectively; and in the BC-
PBR 6 and 12mgNL™" correspond to 9 and 19mgNg ~' DCW,
respectively.

24 h N feast-famine cycles with an N concentration of 6 and
12mgNL™" (9 and 19 mgNg ~' DCW) in the fresh medium,
respectively. Similarly, S. obliquus in a semi-continuous cultivation
outdoors reached a lipid productivity of 183 mg L™' d™' under N
depletion (Table 2).3* Lower values were obtained with Chlorella
sp. GN1 under continuous cultivation (54% DCW)*® and
S. obtusiusculus AT-UAM (45% DCW) under batch operation.®
However, the reported low lipid productivity ranging from 17 to
67 mg L™" d™' (Table 2) was not considered, as the cost efficiency
of biodiesel production is focused on high lipid productivity.*®

Regarding carbohydrate productivity in S. obtusiusculus AT-UAM,
137 + 18and 169 + 14 mg L™' d™', respectively, were obtained
through 24 h N feast-famine cycles with an N concentration of
6and 12mgNL™" (9 and 19 mg N g ~' DCW) at the onset of
each cycle in a semi-continuous operation. In our study, the car-
bohydrate productivity was higher than the 47 mgL™" d'
achieved by Porphyridium purpureum cultured outdoors
(Table 2).%°

Fig. 5 shows the total energy production and the contribution of
lipids and carbohydrates for all experiments. The energy was
accumulated mainly into lipids for the 72 h N feast-famine cycle,
rather than into carbohydrates. The lipid contribution repre-
sented around 71% of the energy produced and carbohydrates
supplied only 29%. For the 24 h N feast-famine cycle, the balance
changed, as the lipid share was of around 62% and that of carbo-
hydrates was 38%. Besides, the 24 h N feast-famine cycles
obtained an increase of 2.2, 2.4 and 1.3 times in energy productiv-
ity for an initial N concentration 6, 12 and 24 mg N L™' (9.3, 18.6,
and 403 mgNg ~' DCW), compared to that of the 72h N
feast-famine cycles. The total energy productivity reached under
greenhouse conditions was similar to that found in indoor condi-
tions (24 h N feast-famine cycles). The lipid energy content was
slightly higher than that in indoor conditions (Fig. 5). Globally,
S. obtusiusculus AT-UAM preferably stored energy as lipids.

Therefore, the greenhouse conditions created a favorable envi-
ronment for the growth and improved productivities of
S. obtusiusculus AT-UAM in the BC-PBR, as opposed to cultivation
under controlled condition in FP-PBR during 24 h N feast-famine
cycles.

Biotechnological application and techno-economic
feasibility

Through the cultivation of microalgae, multiple benefits can be
obtained such as the capture of CO,, wastewater treatment and
production microalgae biomass, which has the potential to be val-
orized as a bioproduct.*’ The results demonstrated the ability of
S. obtusiusculus AT-UAM to accumulate high-energy compounds
as lipids and carbohydrates during N feast-famine cycles under
semi-continuous operation. Besides, biomass productivity opti-
mized under outdoor conditions resulted in an increase in lipid
productivity. Thus, S. obtusiusculus AT-UAM confirmed its poten-
tial as a biofuel source. Nevertheless, the biotechnological appli-
cation and techno-economic feasibility of the process must be
carefully assessed on a case-by-case basis. The cost competitive-
ness of biofuel from microalgal biomass over fossil fuels is depen-
dent on biomass yields and their high calorific value.”®* The
maximum energy productivity yielded per day of lipid reached
in this work was observed during 24 h N feast-famine cycles
under indoor and outdoor conditions, while carbohydrates
energy productivity was lower than that of lipids (Fig. 5).

Factors such as cultivation mode, biomass harvesting, oil extrac-
tion and conversion of lipids to biodiesel are key for biodiesel pro-
duction from microalgae.*® Likewise, the lipid profile as fatty acid
methyl esters is a determining factor in biodiesel production.*®
The palmitic and oleic acids present in the lipids S. obtusiusculus
AT-UAM biomass can be used as suitable feedstock for the pro-
duction of biodiesel.>'* Biodiesel production through the transes-
terification process can yield 1 g of biodiesel for 1 g of lipids of
algal biomass, whereas 10 000 tons of microalgae biomass con-
taining 30% DCW of lipid could reach a price of US $2.8L7",
including investment cost, tax and marketing cost, where the bio-
diesel cost was US $4.34 per gallon.”® Nevertheless, bioethanol
production from Chlorella vulgaris biomass with 55% DCW of car-
bohydrates was investigated at an industrial scale where the
techno-economic analysis revealed a total bioethanol production
cost of US $2.22 million per annum with a bioethanol yield of
approximately 92%."" Moreover, the use of flue gas as a carbon
source during aeration can increase microalgal biomass produc-
tivity and reduce costs by 19-39%."7
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The biomass of S. obtusiusculus AT-UAM can serve as a viable sub-
strate for anaerobic digestion to produce biogas;”' production of
up t0 193 ML CH, g volatile solids added | from thermally hydrolysed
microalga biomass was reported. Similarly, the methane content
in the biogas was enhanced up to 83% v/v from the mono-
digestion of thermochemical microalgal hydrolysate biomass of
S. obtusiusculus AT-UAM and co-digestion with cheese whey.>? Fur-
thermore, the potential to produce biohydrogen by S. obtusiusculus
AT-UAM has been explored through a thermochemical pre-treat-
ment>® Thus, S. obtusiusculus AT-UAM biomass can be used as
feedstock to produce biofuels such as biodiesel, bioethanol and
methane contained in the biogas or biohydrogen.

The strategy was successfully implemented under controlled
conditions, at a lab scale, and under greenhouse conditions for
culturing S. obtusiusculus for lipid accumulation under nutritional
stress. Future works should be focused on adapting operations
under real conditions, defining a feeding/dosing strategy for a
low-cost N source and CO, from flue gas (by dilution or on
demand), and long-term operations. Finally, it is important to con-
sider the susceptibility of biological contamination and displace-
ment of inoculated strain under the semicontinuous regime.

CONCLUSIONS

Novel operation strategies (semi-continuous cultivation and N
feast-famine cycles) were evaluated in S. obtusiusculus AT-UAM.
The microalga was able to accumulate energy compounds as
lipids and carbohydrates during N feast-famine cycles. Through
24 h N feast-famine cycles, the maximum biomass productivity
indoors and under greenhouse conditions were 536 and
667 mg L™ d™’, respectively. Besides, increased lipid productivity
was achieved with values of 139 + 4 and 142 + 10 mg L™' d™,
respectively, while the maximum carbohydrate productivity
reached an average of 198 + 7 mg L™' d™" in indoor conditions.
This study therefore reasserts the potential of S. obtusiusculus
AT-UAM to simultaneously produce renewable energy and cap-
ture CO,, under various conditions.

ACKNOWLEDGEMENTS

This work was financial supported by FSE SENER-CONACYT
(247006) cluster gaseous biofuels and the CEMIEBIO gaseous bio-
fuels. Support from the Regional Government of Castilla y Le6n
and the EU-FEDER (CLU 2017-09 and UIC 071) is also gratefully
acknowledged. The authors thank the National Council of Science
and Technology (CONACYT, Mexico) for the PhD grant of Pierre
Louis Gorry, and Fundacién Carolina (Spain) for the mobility grant
of Roxana Angeles.

CONFLICT OF INTEREST

The authors declare that they have no known competing financial
interests or personal relationships that could have appeared to
influence the work reported in this paper.

AUTHOR CONTRIBUTIONS

Pierre-Louis Gorry: data curation, investigation, writing — original
draft preparation; Roxana Angeles: visualization, data curation,
writing - original draft preparation; Sergio Revah: supervision, for-
mal data analysis and discussion, writing -review and editing;
Marcia Morales-lbarria: conceptualization, experimental design,
data curation and analysis, funding acquisition, supervision,

writing - review and editing. All authors have approved the final
manuscript.

STATEMENT OF INFORMED CONSENT,
HUMAN/ANIMAL RIGHTS

No conflicts, informed consent, or human or animal rights are
applicable to this study.

REFERENCES
1 Wilberforce T, Olabi AG, Sayed ET, Elsaid K and Abdelkareem MA, Pro-
gress in carbon capture technologies. Sci Total Environ 761:143203
(2021). https://doi.org/10.1016/j.scitotenv.2020.143203.

Steffen W, Rockstrém J, Richardson K, Lenton TM, Folke C, Liverman D
et al., Trajectories of the earth system in the anthropocene. Proc Nat!
Acad Sci 115:8252-8259 (2018). https://doi.org/10.1073/pnas.
1810141115.

Kamkeng ADN, Wang M, Hu J, Du W and Qian F, Transformation tech-
nologies for CO, utilisation: current status, challenges and future
prospects. Chem Eng 409:128138 (2021). https://doi.org/10.1016/j.
€ej.2020.128138.

Chisti Y, Biodiesel from microalgae. Trends Biotechnol 26:126-131
(2007). https://doi.org/10.1016/j.biotechadv.2007.02.001.

Ho SH, Huang SW, Chen CY, Hasunuma T, Kondo A and Chang JS, Char-
acterization and optimization of carbohydrate production from an
indigenous microalga Chlorella vulgaris FSP-E. Bioresour Technol
135:157-165 (2013). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2012.10.100.

Nayak M, Suh WI, Chang YK and Lee B, Exploration of two-stage culti-
vation strategies using nitrogen starvation to maximize the lipid
productivity in Chlorella sp. HS2. Bioresour Technol 276:110-118
(2018). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2018.12.111.

San Pedro A, Gonzalez-Lépez CV, Acién FG and Molina-Grima E, Out-
door pilot-scale production of Nannochloropsis gaditana: influence
of culture parameters and lipid production rates in tubular photo-
bioreactors. Bioresour Technol 169:667-676 (2014). https://doi.org/
10.1016/j.biortech.2014.07.052.

Sanchez-Garcia L, Cabello J, Jiménez-Garcia LF, Revah S and Morales-
Ibarria M, Enhancing the lipid content of Scenedesmus obtusiusculus
AT-UAM by controlled acidification under indoor and outdoor con-
ditions. Algal Res 51:102024 (2020). https://doi.org/10.1016/j.algal.
2020.102024.

Yang H, He Q and Hu C, Feasibility of biodiesel production and CO,
emission reduction by Monoraphidium dybowskii LB50 under semi-
continuous culture with open raceway ponds in the desert area. Bio-
technol Biofuels 11:1-14 (2018). https://doi.org/10.1186/s13068-018-
1068-1.

Bhatia SK, Bhatia RK, Jeon JM, Kumar G and Yang YH, Carbon dioxide
capture and bioenergy production using biological system: a review.
Renew Sustain Energy Rev 110:143-158 (2019). https://doi.org/10.
1016/j.rser.2019.04.070.

Hossain N, Mahlia TMI, Zaini J and Saidur R, Techno-economics and
sensitivity analysis of microalgae as commercial feedstock for
bioethanol production. Environ Prog Sustain Energy 38:1-14 (2019).
https://doi.org/10.1002/ep.13157.

12 Xue Z,Yu'Y, Yu W, Gao X, Zhang Y and Kou X, Development prospect

and preparation technology of edible oil from microalgae. Front
Mar Sci 7:402 (2020). https://doi.org/10.3389/fmars.2020.00402.

13 Toledo-Cervantes A, Morales M, Novelo E and Revah S, Carbon dioxide
fixation and lipid storage by Scenedesmus obtusiusculus. Bioresour
Technol 130:652-658 (2013). https://doi.org/10.1016/j.biortech.
2012.12.081.

14 Santos AM, Wijffels RH and Lamers PP, pH-upshock yields more lipids
in nitrogen-starved Neochloris oleoabundans. Bioresour Technol
152:299-306 (2014). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.10.079.

15 Gour RS, Garlapati VK and Kant A, Effect of salinity stress on lipid accu-
mulation in Scenedesmus sp. and Chlorella sp.: feasibility of stepwise
culturing. Curr Microbiol 77:779-785 (2020). https://doi.org/10.1007/
500284-019-01860-z.

16 Cabello J, Toledo-Cervantes A, Sanchez L, Revah S and Morales M,
Effect of the temperature, pH and irradiance on the photosynthetic
activity by Scenedesmus obtusiusculus under nitrogen replete and

N

w

EN

w

(=)}

~

©

©

o

J Chem Technol Biotechnol 2021

© 2021 Society of Chemical Industry (SCI).

wileyonlinelibrary.com/jctb

157



(@)
SCI
s busimess WWW.SOCi.org P-L Gorry et al.
1
deplete conditions. Bioresour Technol 181:128-135 (2015). https:// 33 Feng P, Yang K, Xu Z, Wang Z, Fan L, Qin L et al., Growth and lipid accu-

doi.org/10.1016/j.biortech.2015.01.034. mulation characteristics of Scenedesmus obliquus in semi-

17 Aziz MMA, Kassim KA, Shokravi Z, Jakarni FM, Lieu HY, Zaini N et al., continuous cultivation outdoors for biodiesel feedstock production.
Two-stage cultivation strategy for simultaneous increases in Bioresour Technol 173:406-414 (2014). https://doi.org/10.1016/j.
growth rate and lipid content of microalgae: a review. Renew Sus- biortech.2014.09.123.
tain Energy Rev 119:109621 (2020). https://doi.org/10.1016/j. 34 Remmers IM, Hidalgo-Ulloa A, Brandt BP, Evers WAC, Wijffels RH and
rser.2019.109621. Lamers PP, Continuous versus batch production of lipids in the

18 Martinez-Macias R, Meza-Escalante E, Serrano-Palacios D, Gortares- microalgae Acutodesmus obliquus. Bioresour Technol 244:1384-
Moroyoqui P, Ruiz-Ruiz PE and Ulloa-Mercado G, Effect of fed-batch 1392 (2017). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2017.04.093.
and semicontinuous regimen on Nannochloropsis oculata grown in 35 Cheirsilp B and Torpee S, Enhanced growth and lipid production of
different culture media to high-value products. J Chem Technol Bio- microalgae under mixotrophic culture condition: effect of light
technol 93:585-590 (2018). https://doi.org/10.1002/jctb.5405. intensity, glucose concentration and fed-batch cultivation. Bioresour

19 Mathimani T, Bhumathi D, Shan Ahamed T, Dineshbabu G, Deviram G, Technol 110:510-516 (2012). https://doi.org/10.1016/j.biortech.
Uma L et al., Semicontinuous outdoor cultivation and efficient har- 2012.01.125.
vesting of marine Chlorella vulgaris BDUG 91771 with minimum solid 36 Romero-Villegas Gl, Fiamengo M, Acién-Fernandez FG and Molina-
co-precipitation and high floc recovery for biodiesel. Energ Conver Grima E, Utilization of centrate for the outdoor production of marine
Manage 149:13-25 (2017). https://doi.org/10.1016/j.enconman. microalgae at the pilot-scale in raceway photobioreactors. J Environ
2017.06.077. Manage 228:506-516 (2018). https://doi.org/10.1016/j.jbiotec.2018.

20 APHA, Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 08.006.
23rd edn. American Public Health Association, Washington, DC 37 Moreira JB, Terra ALM, Costa JAV and Morais MG, Utilization of CO, in
(2017). semi-continuous cultivation of Spirulina sp. and Chlorella fusca and

21 Mishra SK, Suh WI, Farooq W, Moon M, Shrivastav A, Park MS et al., evaluation of biomass composition. Braz J Chem Eng 33:691-698
Rapid quantification of microalgal lipids in aqueous medium by a (2016). https://doi.org/10.1590/0104-6632.20160333520150135.
simple colorimetric method. Bioresour Technol 155:330-333 (2014). 38 Feng P, Xu Z, Qin L, Asraful Alam M, Wang Z and Zhu S, Effects of dif-
https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.12.077. ferent nitrogen sources and light paths of flat plate photobioreac-

22 Dubois M, Gilles KA, Hamilton JK, Rebers PA and Smith F, Colorimetric tors on the growth and lipid accumulation of Chlorella sp. GN1
method for determination of sugars and related substances. Anal outdoors. Bioresour Technol 301:122762 (2019). https://doi.org/10.
Chem 28:350-356 (1956). https://doi.org/10.1021/ac60111a017. 1016/j.biortech.2020.122762.

23 Toledo-Cervantes A, Garduiio Solérzano G, Campos JE, Martinez- 39 LiuJ, Yao C,Meng Y, Cao X, Wu P and Xue S, The Af/Fm’-guided supply
Garcia M and Morales M, Characterization of Scenedesmus obtusius- of nitrogen in culture medium facilitates sustainable production of
culus AT-UAM for high-energy molecules accumulation: deeper TAG in Nannochloropsis oceanica IMET1. Biotechnol Biofuels 11:168
insight into biotechnological potential of strains of the same spe- (2018). https://doi.org/10.1186/513068-018-1168-y.
cies. Biotechnol Rep 17:16-23 (2018). https://doi.org/10.1016/j.btre. 40 Fuentes-Griinewald C, Bayliss C, Zanain M, Pooley C, Scolamacchia M
2017.11.009. and Silkina A, Evaluation of batch and semi-continuous culture of

24 Lowry OH, Rosebrough NJ, Farr AL and Randall RJ, Protein measure- Porphyridium purpureum in a photobioreactor in high latitudes
ment with the Folin phenol reagent. J Biol Chem 193:265-275 using fourier transform infrared spectroscopy for monitoring
(1951). https://doi.org/10.1016/50021-9258(19)52451-6. biomass composition and metabolites production. Bioresour

25 HanF, HuangJ, Li Y, Wang W, Wan M, Shen G et al., Enhanced lipid pro- Technol 189:357-363 (2015). https://doi.org/10.1016/j.biortech.
ductivity of Chlorella pyrenoidosa through the culture strategy of 2015.04.042.
semi-continuous cultivation with nitrogen limitation and pH control 41 Hanifzadeh MM, Garcia EC and Viamajala S, Production of lipid and car-
by CO,. Bioresour Technol 136:418-424 (2013). https://doi.org/10. bohydrate from microalgae without compromising biomass pro-
1016/j.biortech.2013.03.017. ductivities: role of Ca and Mg. Renew Energy 127:989-997 (2018).

26 Subramanian S, Barry AN, Pieris S and Sayre RT, Comparative energet- https://doi.org/10.1016/j.renene.2018.05.012.
ics and kinetics of autotrophic lipid and starch metabolism in chlor- 42 Brindhadevi K, Mathimani T, Rene ER, Shanmugam S, Chi NTL and
ophytic microalgae: implications for biomass and biofuel Pugazhendhi A, Impact of cultivation conditions on the biomass
production. Biotechnol Biofuels 6:1-12 (2013). https://doi.org/10. and lipid in microalgae with an emphasis on biodiesel. Fuel 284:
1186/1754-6834-6-150. 119058 (2021). https://doi.org/10.1016/j.fuel.2020.119058.

27 WangY, Chiu SY, Ho SH, Liu Z, Hasunuma T, Chang TT et al., Improving 43 Liang M-H, Wang L, Wang Q, Zhu J and Jiang J-G, High-value biopro-
carbohydrate production of Chlorella sorokiniana NIES-2168 through ducts from microalgae: strategies and progress. Crit Rev Food Sci
semi-continuous process coupled with mixotrophic cultivation. Bio- Nutr 59:2423-2441 (2019). https://doi.org/10.1080/10408398.2018.
technol J 11:1072-1081 (2016). https://doi.org/10.1002/biot. 1455030.

201500270. 44 Chi Z, O'Fallon JV and Chen S, Bicarbonate produced from carbon cap-

28 Yuan Y, Liu H, Li X, Qi W, Cheng D, Tang T et al., Enhancing carbohy- ture for algae culture. Trends Biotechnol 29:537-541 (2011). https:/
drate productivity of Chlorella sp. AE10 in semi-continuous cultiva- doi.org/10.1016/j.tibtech.2011.06.006.
tion and unraveling the mechanism by flow cytometry. App/ 45 Scherholz ML and Curtis WR, Achieving pH control in microalgal cul-
Biochem Biotechnol 185:419-433 (2018). https://doi.org/10.1007/ tures through fed-batch addition of stoichiometrically-balanced
512010-017-2667-1. growth media. BMC Biotechnol 13:39 (2013). https://doi.org/10.

29 Mollers KB, Cannella D, Jergensen H and Frigaard NU, Cyanobacterial 1186/1472-6750-13-39.
biomass as carbohydrate and nutrient feedstock for bioethanol pro- 46 Ananthi V, Raja R, Carvalho IS, Brindhadevi K, Pugazhendhi A and
duction by yeast fermentation. Biotechnol Biofuels 7:1-12 (2014). Arun A, A realistic scenario on microalgae based biodiesel produc-
https://doi.org/10.1186/1754-6834-7-64. tion: third generation biofuel. Fuel 284:118965 (2021). https://doi.

30 Ho SH, Li PJ, Liu CC and Chang JS, Bioprocess development on org/10.1016/j.fuel.2020.118965.
microalgae-based CO, fixation and bioethanol production using 47 Angeles R, Rodero R, Carvajal A, Mufioz R and Lebrero R, Potential of
Scenedesmus obliquus CNW-N. Bioresour Technol 145:142-149 microalgae for wastewater treatment and its valorization into added
(2013). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2013.02.119. value products, in Application of Microalgae in Wastewater Treat-

31 Ho SH, Nakanishi A, Ye X, Chang JS, Hara K, Hasunuma T et al., Optimiz- ment, ed. by Gupta S and Bux F. Springer, Cham, pp. 281-315
ing biodiesel production in marine Chlamydomonas sp. JSC4 (2019). https://doi.org/10.1007/978-3-030-13909-4_13.
through metabolic profiling and an innovative salinity-gradient ~ 48 Borowitzka MA and Moheimani NR, Sustainable biofuels from algae.
strategy. Biotechnol Biofuels 7:1-16 (2014). https://doi.org/10.1186/ Mitig Adapt Strat Glob Chang 18:13-25 (2013). https://doi.org/10.
1754-6834-7-97. 1007/511027-010-9271-9.

32 Mayers JJ, Vaiciulyte S, Malmhall-Bah E, Alcaide-Sancho J, Ewald S, 49 Shuba ES and Kifle D, Microalgae to biofuels: ‘promising’ alternative
Godhe A et al,, Identifying a marine microalgae with high carbohy- and renewable energy, review. Renew Sustain Energy Rev 81:743—
drate productivities under stress and potential for efficient floccula- 755 (2018). https://doi.org/10.1016/j.rser.2017.08.042.
tion. Algal Res 31:430-442 (2018). https://doi.org/10.1016/j.algal. 50 Rajesh Banu J, Preethi, Kavitha S, Gunasekaran M and Kumar G, Micro-
2018.02.034. algae based biorefinery promoting circular bioeconomy: techno

R —IIIIIIII——
wileyonlinelibrary.com/jctb © 2021 Society of Chemical Industry (SCI). J Chem Technol Biotechnol 2021

158



Accumulation of energy-rich compounds under nitrogen cycles by Scenedesmus obtusiusculus WWW.50Ci.org
|

economic and life-cycle analysis. Bioresour Technol 302:122822 production at alkaline and neutral pH from anaerobic co-
(2020). https://doi.org/10.1016/j.biortech.2020.122822. digestion of microalgal biomass and cheese whey. Biochem
51 Cortés-Carmona M, Tapia-Rodriguez A, Morales M, Celis LB, Alatriste- Eng J 169:107972 (2021). https://doi.org/10.1016/j.bej.2021.
Mondragén F and Razo-Flores E, Methane production from ther- 107972.
mally pretreated Scenedesmus obtusiusculus biomass in semi-batch 53 Rincdn-Pérez J, Razo-Flores E, Morales M, Alatriste-Mondragén F and
reactors at low reaction times. Biochem Eng J 136:61-68 (2018). Celis LB, Improving the biodegradability of Scenedesmus obtusiuscu-
https://doi.org/10.1016/j.bej.2018.05.006. lus by thermochemical pretreatment to produce hydrogen and
52 Rincon-Pérez J, Celis LB, Morales M, Alatriste-Mondragén F, Tapia- methane. Bioenergy Res 13:477-486 (2020). https://doi.org/10.
Rodriguez A and Razo-Flores E, Improvement of methane 1007/512155-019-10067-w.
J Chem Technol Biotechnol 2021 © 2021 Society of Chemical Industry (SC). wileyonlinelibrary.com/jctb

159



