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Resumen

El presente estudio ha demostrado que es viable producir bioetanol de tercera generacién desde
biomasa microalgal de Porphyridium cruentum. Este proceso fue desarrollado en tres etapas de
trabajo experimental: cultivo microalgal controlado, hidrdlisis enzimatica de biomasa microalgal y la
fermentacion del hidrolizado. En el cultivo microalgal, cada muestra contenia un medio preparado
con 50% de agua de mar esterilizada y 50% de inéculo de P. cruentum, solucion de Guillard F/2 fue
utilizado como nutriente; fueron evaluados volimenes de 200 mL, 500 mL y 1000 mL, donde cada
muestra se hizo crecer paralelamente con su respectivo duplicado. Los valores 6ptimos de variables,
en ambiente controlado del cultivo microalgal P. cruentum, fueron determinados mediante el Método
de Superficie de Respuesta. Los resultados 6ptimos obtenidos fueron: 500 mL de cultivo, poblacion
27.84 x10% (cél. /mL), rendimiento 1.419 g-biomasa secall, velocidad especifica 0.3439 dias™,
productividad 9.978 x 108 (cél/mL-dia), Intensidad de luz LED 27.97 W, 1.84 LPM de aire,
dosificacion de glucosa 0.67 g/L. Las variables Temperatura (22.0 - 27.5 °C), pH (7.0 - 9.0) y
salinidad (37 - 38 %), dentro del rango de valores previstos en la literatura. El contenido de glucosa
en la biomasa microalgal seca total fue 16% aprox. EIl coctel de Celulasa alcanzé una actividad
enzimatica de 84.1 FPU/mL, para una diluciéon de enzima 1:250 y [Glucosa] = 2.0 mg/mL; obtenidos
en condiciones operacionales 6ptimas de 50 °C, pH = 4.6 (buffer de Citrato sodico), y una hora de
termorreaccion. La etapa de la hidrdlisis enzimatica proporcion6 1.267 mg/mL y 1.353 mg/mL de
azucares reductores, desde la biomasa microalgal seca en su forma natural y molida
respectivamente. La fermentacion del hidrolizado sacarificado, con Scheffersomyces stipitis,
alcanz6 un contenido de 3.6356 g/L de etanol en 30 horas. Esta investigacion destaca el potencial

de utilizar microalgas P. cruentum para la produccion de etanol.

Palabras clave: autotréfico, aztcares fermentables, cinética enzimatica, densidad éptica, coctel enzimatico.,
cepa microalgal.
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Abstract

The present study has demonstrated that it is feasible to produce third-generation bioethanol from
microalgal biomass of Porphyridium cruentum. This process was developed in three stages of
experimental work: controlled microalgal culture, enzymatic hydrolysis of microalgal biomass and
fermentation of the hydrolysate. In the microalgal culture, each sample contained a medium prepared
with 50% sterilized seawater and 50% P. cruentum inoculum, Guillard F/2 solution was used as
nutrient; volumes of 200 mL, 500 mL and 1000 mL were evaluated, where each sample was grown
in parallel with its respective duplicate. The optimal values of variables, in a controlled environment
of the microalgal culture P. cruentum, were determined by the Response Surface Method. The
optimal results obtained were: 500 mL of culture, population 27.84 x106 (cells/mL), yield 1.419 g-dry
biomass/L, specific rate 0.3439 days-1, productivity 9.978 x 106 (cells/mL-day), LED light intensity
27.97 W, 1.84 LPM of air, glucose dosage 0.67 g/L. The variables Temperature (22.0 - 27.5 °C), pH
(7.0 - 9.0) and salinity (37 - 38 %), within the range of values predicted in the literature. The glucose
content in the total dry microalgal biomass was approx. 16%. The Cellulase cocktail reached an
enzymatic activity of 84.1 FPU/mL, for a 1:250 enzyme dilution and [Glucose] = 2.0 mg/mL; obtained
under optimal operational conditions of 50 °C, pH = 4.6 (Sodium Citrate buffer), and one hour of
thermoreaction. The enzymatic hydrolysis step provided 1.267 mg/mL and 1.353 mg/mL of reducing
sugars, from the dried microalgal biomass in its natural and ground form respectively. Fermentation
of the saccharified hydrolysate, with Scheffersomyces stipitis, reached a content of 3.6356 g/L of
ethanol in 30 hours. This research highlights the potential of using P. cruentum microalgae for ethanol

production.

Keywords: autotrophic, fermentable sugars, enzyme kinetics, optical density, enzyme cocktail, microalgal

strain.
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INTRODUCCION

El acelerado crecimiento de la poblacion mundial incrementa las necesidades
energéticas, mas del 80% de la energia requerida procede de fuentes fosiles
agotables, cuyo uso excesivo genera un problema medioambiental preocupante por
la emision de gases contaminantes y de efecto invernadero en este escenario
globalizado. La ciencia y la tecnologia, en acelerado desarrollo continuo, vienen
aportando nuevos conocimientos, como también reformulando los existentes, sobre
la naturaleza y de los seres que la componen. La sostenibilidad de los recursos
naturales requiere eficiencia operacional y aplicar estrategias para mitigar el
impacto ambiental, en concordancia con el avance socioeconémico de la sociedad

y del pensamiento humano; factores que son interdependientes.

Actualmente, segun estudios realizados, los biocombustibles derivados de la
biomasa de microalgas estan siendo considerados como potencial alternativa
energética renovable, dependiendo de sus condiciones de cultivo pueden acumular
diferentes cantidades de lipidos, proteinas y carbohidratos; recursos necesarios
para producir biodiesel, bioetanol y biogas. Una gran variedad de especies de
microalgas ha sido utilizada para obtener biomasa con gran contenido de lipidos y
poder producir biodiesel. La microalga Porphyridium cruentum, genera biomasa
con alto contenido de carbohidratos y almidon, almacenados en su pared celular y
en los plastidos respectivamente, sin lignina y con bajo contenido de hemicelulosas,

los cuales son facilmente convertibles en azlcares fermentables.

La tesis doctoral “OPTIMIZACION DE UN PROCESO BIOTECNOLOGICO
PARA PRODUCIR BIOETANOL A PARTIR DE MICROALGAS Porphyridium
cruentum”, reporta los resultados de un estudio desarrollado a nivel de laboratorio
para producir bioetanol de tercera generacion, utilizando carbohidratos acumulados
en la biomasa de P. cruentum. Es decir; evalua una tecnologia enfocada en el uso
de microalgas, reporta valores de los parametros operacionales 6ptimos obtenidos,

desde el cultivo microalgal hasta alcanzar una buena produccion de biomasa;



asimismo, las mejores condiciones de pretratamiento, de hidrdlisis enzimatica y la
fermentacion del hidrolizado. Por tanto, se desarrolla un proceso estandarizado,
con valores optimos de los parametros operacionales controlables, para acceder

cada vez mas a la viabilidad de producir bioetanol de tercera generacion.

El contenido del estudio realizado esta organizado en cinco capitulos. En el
capitulo | se desarrolla los aspectos formales del problema de investigacion: la
identificacion, los antecedentes, la formulacion, las delimitaciones, la justificacion e
importancia, y los objetivos del estudio. El capitulo Il corresponde al Marco Teorico,
proporciona una visién general del Estado del Arte, los fundamentos tedricos y el
marco conceptual; con informacién obtenida de la revision y analisis de la literatura
especializada. El capitulo Ill describe el Marco Metodoldgico, incluye el diseio
experimental, los materiales y métodos. El capitulo IV proporciona los resultados
obtenidos y su discusién, contrastando y validando las hipotesis de investigacion
que permiten profundizar el conocimiento, con base cientifica. El capitulo V, en
concordancia con los objetivos de la investigacion, son presentadas las
conclusiones del estudio desarrollado y las respectivas recomendaciones.

Finalmente, son descritas las referencias bibliograficas consultadas.



Capitulo I

EL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Este capitulo aborda los fundamentos del problema de investigacién, relacionado
con el uso de microalgas Porphyridium cruentum para producir bioetanol de tercera
generacion. Ademas; presenta un resumen conciso de antecedentes publicados
en la literatura a nivel internacional y nacional, la formulacién del problema de
investigacion, sus delimitaciones, la justificacién e importancia del estudio, y los

objetivos de la investigacion.

1.1. PLANTEAMIENTO Y FUNDAMENTACION DEL PROBLEMA DE
INVESTIGACION

Un desarrollo energético sostenible considera primordial explotar fuentes de
energia renovables, con baja emisidn de gases que minimizan el impacto ambiental
y no atentan contra la seguridad alimentaria, (Bibi et al., 2017; Jimenez & Castillo,
2021). La biotecnologia, usando diferentes tipos de biomasa, esta aportando al
desarrollo socioecondémico de la humanidad con procesos innovadores al producir
biocombustibles, biocompuestos, alimentos, etc., (Bharathiraja et al., 2015; Tiwari
et al., 2019; Jimenez & Castillo, 2021).

“La bioeconomia es un paradigma nuevo y esencial para reducir nuestra
dependencia de los recursos naturales y responder a las amenazas ambientales
que enfrenta actualmente la Tierra”, Acién et al., (2021). Las microalgas ofrecen
posibilidades casi ilimitadas para desarrollar una bioeconomia moderna dada su
flexibilidad metabdlica y altas tasas de produccion de biomasa, incluso en
condiciones duras de crecimiento, comparados frente a otras fuentes de cultivo
energéticas, (Jimenez & Castillo, 2021; Acién et al., 2021).

Las microalgas son microorganismos unicelulares y fotosintéticos que poseen
una elevada capacidad de fijacion de CO2, que puede atraparse o reciclarse,
dependiendo del tipo de microalgas y las condiciones de su medio de cultivo son
capaces de producir grandes cantidades de biomasa microalgal, (Velazquez, 2018;
Shokrkar et al., 2018; Tiwari et al., 2019). Esta biomasa contiene proteinas, lipidos



para producir biodiesel (Sing R.S. et al., 2017; Das & Varanasi, 2019; Tiwari et al.,
2019; Jimenez & Castillo, 2021), también gran contenido de carbohidratos para
obtener bioetanol (Bader et al., 2020; Andreeva et al., 2021; Singh y Dhar, 2011).

En base a los fundamentos expuestos, el problema de investigacion estuvo
orientado a evaluar experimentalmente los parametros operacionales controlables,
con diferentes condiciones a nivel laboratorio, de un proceso biotecnoldgico para
producir bioetanol de tercera generacion utilizando la microalga Porphyridium
cruentum. Este recurso acuicola posee una composicion atractiva del 22-40% de
carbohidratos, (Agustini & Febrian, 2019; Chisti, 2007); ademas tiene la ventaja de
no contener lignina, que facilita la hidrdlisis y liberacion de azucares fermentables;
razones por lo cual fue seleccionada como materia prima para este estudio. El
disefio experimental Delineamiento Central Compuesto DCC fue utilizado para
evaluar las condiciones operacionales, en el cultivo de Porphyridium cruentum, de
los factores siguientes: luminosidad, agitacion del cultivo mediante burbujeo de aire,
suministro de CO2 como suplementario nutricional, y alcanzar produccion optima
de biomasa microalgal. Asimismo, es evaluada las condiciones operacionales del
pretratamiento de la biomasa microalgal mediante hidrdlisis enzimatica (Shokrkar
et al, 2018) para obtener azucares fermentables; finalmente se realiza la
fermentacién del hidrolizado utilizando levadura Scheffersomyces stipitis (Pappini
et al, 2012) para obtener bioetanol de tercera generacién. Este proceso
biotecnoldgico es una buena alternativa para viabilizar la produccion altamente
escalable de bioetanol; no compite con la industria de alimentos, no necesita de
territorio terrestre para el cultivo, no depende de insumos agricolas ni pesticidas, no
contamina el suelo ni afluentes de agua, posee balance energético muy positivo, la
produccion primaria es controlable en laboratorio, con minima huella ecoldgica en

un analisis de ciclo de vida (Jimenez & Castillo, 2021; Tiwari et al., 2019).

1.2. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Es verificable, mediante revision de literatura especializada reciente, la existencia
a nivel internacional de numerosos estudios de investigacién con diferentes
especies de microalgas, desde su cultivo en varias escalas hasta el disefio de
procesos para obtener biocombustibles y diversos productos biotecnolégicos. A
continuacion, se presenta un compendio breve y conciso, con la informacion mas

relevante de la revision bibliografica relacionada con la investigacion realizada.



1.2.1. Revision bibliografica especializada, literatura internacional

Nageli Carl (1849), describid los primeros estudios realizados sobre las algas,
sistematicamente aborda los aspectos tedricos y de la estructura taxondmica,
afirma que “las algas son especies vegetales unicelulares de gran interés cientifico,
que estan destinados a convertirse en la base de la fisiologia de las plantas, pero
no se ha intentado determinar qué géneros y especies realmente les pertenecen, ni
se ha utilizado su estudio para obtener resultados generales. Por tanto, es momento
de comenzar una nueva serie de estudios sobre las algas y examinarlas de manera

excelente”. Entre las microalgas estudiadas se encuentra P. cruentum (pp. 71).

Guillard & Ryther (1962, a-b-c), reportan resultados de un medio nutricional
afiadido en el cultivo de dos especies de microplancton marino (Cyclotella nana
hustedt y Detonula confervacea), aislados de su habitat natural, concluyendo que
lograron adaptarse muy bien con buen rendimiento. Ademas; calculan la division
diaria de los microrganismos mediante una ecuacion empirica. Guillard (1975),
describe nuevos métodos para cultivar fitoplancton marino con medio nutricional

denominado F/2, que es una reformulacion potenciada del medio primigenio.

Ho O. et al. (2009), estudiaron cuatro condiciones del cultivo de P. cruentum
(en Erlenmeyer de 500 mL, a 30 °C, 150 rpm, 40 W de intensidad de luz, suministro
de COz2 a una velocidad 250 mL/min, medio de cultivo F/2), para producir lipidos.
El nivel mas alto de acumulacion de lipidos, 19.3 (%, p/ p), se alcanzé a las 12:12
h del ciclo. En condiciones de cultivo oscuro con 10 g/ L de glucosa, la acumulacion
de lipidos fue 10.9 (%, p/p). Los lipidos de P. cruentum parecian factibles para
producir biodiésel, con ventaja competitiva en aspectos econdmicos porque

volumen producido (por unidad de area de cultivo) es alto.

Ho H-S. et al. (2013), evaluaron la microalga Chlorella vulgaris, como materia
prima potencial para producir bioetanol a través de hidrdlisis enzimatica y procesos
de fermentacion. La hidrdlisis enzimatica dio un rendimiento de glucosa del 90,4%
(0,461 g/g-biomasa). Los procesos SHF y SSF convirtieron el hidrolizado
enzimatico de microalgas en etanol con un rendimiento tedrico del 79,9% y 92,3%,
respectivamente. Estos resultados demuestran la viabilidad de utilizar microalgas
productoras de alto contenido de carbohidratos en su biomasa, como materia prima
para producir bioetanol fermentativo.



Diversos estudios realizados (Bharathiraja et al., 2015; Bibi et al., 2017; Martins et
al., 2018; Enamala M.K. et al., 2018), consolidan la revision de literatura
especializada sobre tecnologias existentes para procesar biomasa algal, concluyen
que “se ha realizado una gran investigacion sobre la biomasa algal para evaluar su
potencial como materia prima alternativa para producir biocombustibles de tercera
generacion y coproductos valiosos, por diversas vias tecnologicas, eliminandose
las preocupaciones sobre la seguridad alimentaria. La produccion de biomasa es
potencialmente alta, la sostenibilidad econdémica del proceso biotecnolégico
depende del costo de produccion que debe minimizar al producir paralelamente
valiosos subproductos secundarios alimenticios y no-alimentarios. Por tanto, es un
gran desafio que requiere abordarse para la viabilidad econémica y por su alto
insumo de capital, lo cual garantizara la rentabilidad de los biocombustibles

renovables producidos’.

Bernaerts et al. (2018a, 2018b), caracterizaron biomasas secas de diez cepas
de microalgas: Arthrospira platensis, Chlorella vulgaris, Diacronema lutheri,
Tisochrysis Iutea, Nannochloropsis sp., Odontella aurita, Phaeodactylum
tricornutum, Porphyridium cruentum, Schizochytrium sp. y Tetraselmis chuii. Los
lipidos, proteinas y las cenizas constituyen una gran fraccién de las biomasas. Se
observan bajas cantidades de polisacaridos (2-8%) en las microalgas citadas,
mientras que las sustancias poliméricas extracelulares sélo estaban presentes en
P. cruentum, O. aurita, C. vulgaris y A. platensis. Los polisacaridos de la pared
celular contribuyen aproximadamente con el 10% de la biomasa y estan
compuestos de heteropolisacaridos, mostrando al menos cinco monosacaridos
diferentes. Por tanto, estos polisacaridos muestran potencial para mostrar
funcionalidades interesantes, sustancias bioactivas o tecnoldgicas. El principal
desafio para la comercializacion de polisacaridos extracelulares de Porphyridium
sp. sigue siendo la purificacién de estas fracciones para obtener extractos de

polisacaridos con bajo contenido de proteinas y sal.

Agustini y Febrian (2019), caracterizaron el proceso de hidrélisis de biomasa
de P. cruentum para producir bioetanol, usando 2 tipos de acidos, HNO3 y H2SOg4,
con concentraciones de 1%; 2% y 3%, a 100 °C durante 60 min. La fermentacion
se realizé durante 5 dias utilizando Saccharomyces cerevisiae. El contenido de

carbohidratos, analizado con sulfato de fenol, es 22.82% aprox. La cantidad de



azucar reductor, analizado mediante método de Miller (1959) con 4&cido
Dinitrosalicilico DNS, fue proporcional a la concentracion de acido. El contenido de
etanol, analizado mediante HPLC, alcanzo un maximo de 34.5% en medio
hidrolizado con 1% de H2SO4 en el cuarto dia, y de 14.83% con el 1% de HNOs en
segundo dia. El uso de acidos de baja concentracion minimiza el impacto
ambiental. Concluyen que el P. cruentum podria usarse como materia prima para

la produccién sostenible de bioetanol.

Vieira et al. (2021a), exponen que ‘“esta revision de literatura presenta los
problemas actuales de recursos que afectan a la Tierra y como se espera que las
microalgas sean una parte importante de la solucion, con la produccion de energia
renovable que puedan ayudar de manera integrada a mitigar diferentes problemas
ambientales. Las microalgas pueden convertir aguas residuales, CO2 y residuos
organicos en biomasa comercializable para diferentes usos, incluidos los
biocombustibles, convirtiendo los desechos en valor”. También presentan un

inventario actualizado de las biorrefinerias basadas en microalgas, en operacion.

Wichmann J. et al. (2020), resumen la comprension actual del metabolismo de
los hidrocarburos de las algas, incluida la capacidad de particiéon del carbono, la
localizacion y tamano de los depdsitos de precursores, efectos ambientales sobre
la distribucion del flujo y factores limitantes para la produccién eficiente de

hidrocarburos. Destacan el potencial de las microalgas como fuentes renovables.

Borovkov et al. (2023), investigaron las caracteristicas de crecimiento, la
acumulacion de pigmentos y proteinas del cultivo de Porphyridium purpureum.
Evaluaron patrones de cambios en la biomasa, pigmentos, contenido proteico y la
productividad del cultivo, en funcion de la irradiancia especifica. El contenido de
compuestos se maximizo en el nivel mas bajo de irradiancia (0,2—1,2 W/g), mientras
que la mayor productividad se alcanzo entre (1,2—1,7 W/g). En general, los niveles
de irradiancia mas bajos favorecen al cultivo de P. purpureum en funcién del

consumo energeético y las caracteristicas de produccién de la especie.

1.2.2. Revision bibliografica especializada, literatura nacional

En nuestro pais, Peru, son escasos los estudios realizados para obtener
biocombustibles de tercera generacion y otros coproductos valiosos, utilizando
biomasa microalgal. La mayoria describen la morfologia y taxonomia de diversas



especies, mejoras en las condiciones de cultivo algal, y ensayos de fitorremediacion.
Actualmente, con biomasa lignoceluldsica se obtiene bioetanol, biocompuesto muy
utilizado en la industria de bebidas alcohdlicas, en farmacos, productos de belleza, como

gasol (5% bioetanol mezclado con gasolina), etc.

Acleto y Endo, (1977), iniciaron los primeros estudios de especies peruanas de
algas rojas Rhodophyta, afirmando que “Hasta la fecha, s6lo una especie de
Porphyra es conocida en la costa peruana: Porphyra columbina. Esta es una
especie comun en rocas lavadas por el oleaje y es utilizada como alimento en
condiciones secas o frescas. Recolecciones recientes han revelado 3 especies
adicionales en nuestra costa: P. pseudolanceolata, P. tenera y P. thuretii; su
morfologia, estructura vegetativa, reproduccion, habitat, distribucion geografica e
ilustracion se presentan en este estudio”. Tavara C. (1992) y Franco-Leon et al.
(1995), también reportan estudios sobre la morfologia y reproduccién de Porphyra

pseudolanceolata K. y algas Rhodophyta, respectivamente.

Marquez-Corigliano et al. (2019), afirman “En Perd, los registros historicos
reconocen cinco especies de Porphyra, sin embargo, su estatus taxonomico aun
no ha sido contrastado profundamente con evidencia molecular. Explorando la
diversidad local de Porphyra y Pyropia en Marcona-Peru, se caracterizan 11
especimenes. El analisis filogenético identifico una especie de Porphyra sp. y tres
especies de Pyropia. No hubo coincidencias con los registros histéricos de
Porphyra. Tres de las cuatro especies encontradas tienen un rango de distribucion
que abarca Chile y Perd. Siendo un primer paso a la caracterizacion de diversidad

especifica del recurso algal conocido como <cochayuyo> en Peru’.

Avila-Peltroche y Padilla-Vallejos (2020), reportan que “La costa peruana es
una de las zonas marinas mas productivas del mundo. La lista actualizada de algas
marinas reporta un total de 260 taxones, liderando la Rhodophyta (185 especies),
seguida de Chlorophyta (41 especies) y las Phaeophyceae (34 especies). Estas
algas son recolectadas artesanalmente de lechos naturales, generalmente se
consumen frescas o secas, 0 se exportan para la extraccion de polisacaridos. La
sobreexplotacion de algas pardas es una amenaza constante. La biomasa de las
granjas de algas representa maximo el 4% de los desembarques anuales totales, y
existe una tendencia decreciente en su produccion acuicola desde 2012. Sin

embargo, actualmente se estan llevando a cabo algunos proyectos de cultivo de



especies de C. chamissoi y Porphyra/Pyropia. Ademas, estudios recientes han
comenzado a explorar nuevos usos de las algas comerciales y no comerciales.
Descubrir la diversidad de algas peruanas y establecer proyectos de cultivo y

manejo sostenible son esenciales para utilizar y preservar estos recursos”.

Tabla 1.1. Resumen de la flora de algas marinas del Pert

Phylum/Class Numbers
Classes Orders Families Genera Species Sub-species Varieties

Chlorophyta 1 1 14 39 2

Phaeophyceae 1 7 12 n 32 2

Rhodophyta 4 b5 35 90 182 3

Total 6 3 58 126 253 2 5

Ref.: Avila-Peltroche y Padilla-Vallejos (2020).
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Figura 1.1. (a) Curva acumulada de nuevas especies de algas marinas y nuevos
registros (agrupados) del Peru entre 1914 y 2019; (b) especie
Rhodophyta. Ref.: Avila-Peltroche y Padilla-Vallejos (2020).

Diversos estudios publicados, (Aguilar S., 2009; IMARPE, 2011; Silva et al.,
2011; Rodriguez A., 2016; Huayna et al., 2017; Henriquez-Ramirez, 2018),
exponen resultados para mejorar las condiciones del cultivo y maximizar el
crecimiento poblacional de microalgas (Tetraselmis suecica, Chlorella sp,
Nannochloropsis oceanica, Pediastrum sp. Chlamydomonas sp., entre otras) que

son diferentes a las especies Rhodophytas.



Jimenez & Castillo (2021), citando a Orrego-Moya (2021), discuten sobre el
cuestionamiento a los biocombustibles liquidos, debido a riesgos en la seguridad

alimentaria y a la conservacion del ambiente, por los cambios del uso de tierra.

Tabla 1.2. Algas marinas comerciales y no comerciales del Perii con sus nombres
comunes y usos o potenciales usos en el pais.

Phylum/Class Species Common name Use/Potential use
Chlorophyta  Bryopsis plumosa None Antibacterial
Caulerpa filiformis None Photoprotective, antioxidant,
spermicide
Ulva sp. Lechuga de mar Human food, animal feed, compost
Phaeophyceae Eisenia cokeri None Antioxidant
Lessonia nigrescens Aracanto negro, Agricultural growth promoter, algi-
aracanto nates, heavy metal removal
Lessonia trabeculata Aracanto palo, Agricultural growth promoter, algi-
calatillo nates, heavy metal removal
Macrocystis pyrifera Aracanto huiro, Agricultural growth promoter, algi-
huiro nates, dermocosmetic, heavy
metal removal
Petalonia fascia None Antibacterial
Rhodophyta Chondracanthus cha- Yuyo, mococho Carrageenans, human food
missoi, Gigartina
paitensis
Gracilariopsis Pelillo, pelo de Forage
lemaneiformis mujer, pelo de
indio
Neorubra decipiens Piscuchaqui Human food
Porphyra/Pyropia spp. Cochayuyo* Human food
Rhodymenia howeana None Food supplement

Ref.: Avila-Peltroche y Padilla-Vallejos (2020).

1.3. FORMULACION DEL PROBLEMA DE INVESTIGACION

Este estudio pretende incentivar el uso racional y sostenible de diversos recursos
acuicolas agroindustriales, particularmente la microalga P. cruentum como materia
prima adecuada para obtener bioetanol de tercera generacion. Jimenez-Escobedo
y Castillo, (2021), manifiestan que para tener éxito en este tipo de estudio se
requiere adaptacion a las nuevas exigencias del conocimiento, de la formacién
profesional, de la investigacion e innovacion tecnolégica. Por lo expuesto,

identificamos que debe responderse las problematicas siguientes:
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1.3.1.

1.3.2.

1.4.

Problema general
¢ Sera posible producir bioetanol de tercera generacion, utilizando biomasa

microalgal de Porphyridium cruentum hidrolizada enzimaticamente ?

Problemas especificos
a) ;,Como determinar los valores 6ptimos de los parametros ambientales

para cultivar adecuadamente las microalgas Porphyridium cruentum?

b) ;,Cudles seran Ilas condiciones operacionales Optimas en el
pretratamiento e hidrélisis enzimatica, de la biomasa microalgal de
Porphyridium cruentum, que permitan obtener la mayor cantidad de

azucares fermentables?

c¢) ¢/ Cuales seran las condiciones operacionales y sus valores 6ptimos, en la
fermentacién de la biomasa microalgal hidrolizada de Porphyridium
cruentum, utilizando levadura comercial para producir bioetanol de tercera

generacion?

d) ; Como establecer el modelado matematico de la fenomenologia evolutiva

del proceso, en sus diferentes etapas?

e) ;,Los resultados del estudio de investigacion, proveera las bases
biotecnolégicas necesarias que justifiquen proponer el disefio de una

planta piloto agroindustrial para producir bioetanol de tercera generacion?

DELIMITACION DEL ESTUDIO

Aplicando los conceptos y la metodologia de la investigacion cientifica citados en

la literatura (Hernandez y Mendoza, 2018), que proporcionan mayor validez y

rigurosidad al estudio, consideramos los alcances y las limitaciones siguientes:

1.4.1

. Alcances

- Los alcances del estudio abarcan un entorno integrado de tipo exploratorio,
correlacional, descriptivo y explicativo.

- El alcance exploratorio involucré una rigurosa revision y clasificacion de la
literatura especializada, verificandose que en nuestro pais no existen
registros de datos operacionales estandarizados, con base cientifica,
relacionados con el cultivo de microalgas para la produccién de bioetanol.

Sélo algunas especies son cultivadas para fines nutricionales.
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En base a los resultados obtenidos, esta demostrado la correlacion
existente entre las condiciones 6ptimas del cultivo controlado de microalgas
y la mayor produccion de biomasa microalgal. Ademas, se interrelaciona
los subsiguientes procesos operacionales como: el pretratamiento e
hidrolizado enzimatico de la biomasa, la fermentacion de azucares de la
biomasa microalgal hidrolizada.

Los fundamentos tedricos del estudio estan consolidados con los alcances
de tipo descriptivo y explicativo, que demuestran una investigacion
cientifica con perspectiva biotecnologica aplicada al area de recursos
agroindustriales acuicolas, dando un valor agregado a la microalga
Porphyridium cruentum mediante procesos operacionalmente optimos y

asequibles.

1.4.2. Limitaciones

En nuestro pais no existen registros de caracterizacion para la cepa
microalgal Porphyridium cruentum, tampoco cuantificacion estandarizada
de parametros operacionales bioticos y abioticos requeridos para el cultivo
ni de cada etapa subsiguiente (pretratamiento, hidrolisis y fermentacion
de biomasa microalgal) del proceso de produccién de bioetanol de tercera
generacion y coproductos. Debiendo recurrirse a la informacion publicada
en la literatura internacional.

La ejecucién del trabajo experimental tuvo que cefiirse al horario laboral
de la UNS, para poder tener las facilidades de apoyo en el uso de equipos
disponibles y de algunos materiales requeridos.

La cepa de microalgas Porphyridium cruentum, rigurosamente aislada
para fines del estudio, no existe disponible en el Peru; fue adquirido junto
con el medio nutriente F/2 de Guillard, directamente del Institute Algae

Research Supply, CA. USA, (https://algaeresearchsupply.com).

La inversién econdmica requerida en el estudio, para compra de algunos
materiales y de los servicios de analisis fisicoquimicos y biolégicos, fue
sufragado integramente por el autor conforme al avance cronologico de

las actividades programadas para desarrollar el trabajo de investigacion.
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1.5. JUSTIFICACION E IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

1.5.1. Justificacién teérica

Hernandez y Mendoza, (2018), manifiestan que “la integracion simultanea de los
conceptos filosoficos de la ciencia, la investigacion y el conocimiento cientifico,
conjugan un estudio reflexivo de la realidad; al interrelacionar el pensamiento
critico, la logica racional y el método experimental que busca interpretar
experiencias humanas, fundamentalmente con los elementos y criterios que

generan este conocimiento y las herramientas que permitan validarlo”.

Jimenez y Castillo, (2021), citando a Cook & Reichardt (2000), expresan “...los
métodos cuantitativos han sido desarrollados mas directamente para la tarea de
verificar o de confirmar teorias y que, en gran medida, los métodos cualitativos
fueron deliberadamente desarrollados para la tarea de descubrir o de generar
teorias. No es sorprendente entonces que cada tipo de método haya llegado a ser
asociado con estas distintas posiciones paradigmaticas y que los métodos tengan

también su mejor rendimiento cuando son empleados para esos fines especificos”.

Un estudio debe sujetarse a la racionalidad instrumental, la verdad universal y
comunicativa de las necesidades de la humanidad, (Hernandez y Mendoza, 2018).
Es decir, “La evaluacion es una actividad prioritaria, esta enfocada a recopilar,
analizar e interpretar, la informacion cualitativa y cuantitativa, necesaria y suficiente

sobre los procedimientos y resultados”, (Jimenez, 2019).

Los estudios fueron realizados en un contexto cientifico tecnolégico dominado
por las ciencias basicas y naturales, la ingenieria de procesos; ejes generadores
del conocimiento que contribuyen a entender mejor un proceso biotecnoldgico que

utiliza microalgas para producir biocombustibles y coproductos afines.

Finalmente, la justificacion tedrica esta sustentada en la profundizacion del
conocimiento cientifico en esta area de la ingenieria agroindustrial; aplicando una

evaluacion sistematica, rigurosa y critica, de los procedimientos y resultados.

1.5.2. Justificacion practica

Herramientas metodolégicas de la investigacion cientifica fueron aplicadas en la
evaluacion de un proceso biotecnoldgico, para producir bioetanol de tercera
generacion utilizando biomasa microalgal de Porphyridium cruentum, a nivel de

laboratorio. La justificacion practica se sustenta por las razones siguientes:
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a) Es factible el acceso, desde diversas plataformas virtuales, a las fuentes de
literatura especializada y disponer de una base tedrica sodlida en esta area del

conocimiento, requisito prioritario para abordar un tema de investigacion.

b) Es accesible el ingreso a los laboratorios especializados de la UNS, para
realizar el estudio de acuerdo con el disefio experimental previsto y adquirir

datos validos; utilizando los recursos técnicos que aseguran la confiabilidad.

c) Es posible disponer de las cepas de microalgas Prophyridium cruentum, las
cuales provienen de un cepario internacional de gran prestigio. Asimismo, es

factible utilizar los medios y recursos materiales para su inoculacién y cultivo.

d) Siguiendo los protocolos respectivos, fueron realizados los analisis de
caracterizacion de la materia prima y de los productos obtenidos, antes y

después de cada etapa del proceso.

e) El producto obtenido, bioetanol de tercera generacién, es una sustancia
quimica utilizada como insumo para diversas aplicaciones en la industria
alimentaria, farmacéutica, y otras conexas; también es utilizable como un

importante complemento para obtener biocombustible ecolégico, el gasol.

f) Los resultados del estudio, con impacto positivo en el sector agroindustrial,
ofrecen una base de datos experimentales asequibles, obtenidos al procesar
un recurso natural acuatico, unicelular y fotosintético; operacionalmente muy
eficiente en la producciéon controlada de biomasa microalgal utilizable para

producir bioetanol de tercera generacion.

d) Nuestro pais posee tres grandes areas geograficas (costa, sierra y selva), con
gran biodiversidad y microclimas en los diferentes pisos altitudinales, que
poseen riqueza de recursos hidricos y energia solar de diferente intensidad,
que son las caracteristicas esenciales y necesarias para cultivar diversas
especies de microalgas, no requieren de grandes extensiones de suelo fértil,
consumen menos cantidad de agua que algunos cultivos comerciales

terrestres como la cana de azucar, el maiz, etc.

1.5.3. Importancia
El trabajo de tesis doctoral esta enfocado al estudio y evaluacioén rigurosa de las

diferentes etapas del proceso biotecnolégico, necesarias para alcanzar las



condiciones 6ptimas de produccion de bioetanol de tercera generacion, utilizando
como materia prima la microalga Porphyridium cruentum. Para tal efecto, debe
valorarse la importancia de un Disefio experimental apropiado que permita lograr el
objetivo deseado, complementado con una buena base tedrica para entender la

fenomenologia del proceso y analizar los resultados alcanzados.

El procedimiento experimental permite adquirir y acumular resultados del
trabajo realizado a nivel laboratorio, usados para profundizar el conocimiento
cientifico, dinamico y creciente en esta area de la Ingenieria agroindustrial.
Ademas, de seguir desarrollando el pensamiento critico, y contribuir con la

innovacion de herramientas tecnologicas y productos utiles para la sociedad.

Es relevante estandarizar y registrar los diversos resultados obtenidos, de las
condiciones operacionales 6ptimas del proceso en sus diferentes etapas. Los
resultados ratifican la potencialidad de los cultivos energéticos de microalgas,
prometedora materia prima acuicola agroindustrial, y dependiendo de los fines de
produccion requerida, es posible cultivarlos en zonas no aptas para la agricultura,
como los desiertos de la costa o las areas pluviales o marinas, o en ambientes

controlados como laboratorios o plantas pilotos.

El proceso biotecnologico propuesto, utiliza microalgas como materia prima, es
asequible y permite adquirir datos experimentales confiables para realizar un
escalamiento seguro, mediante procesos operacionales controlables y accesibles,
los resultados y experiencias seran la base de datos, acumulativa, que puede

utilizarse para proponer el disefio de una planta piloto con enfoque de biorrefineria.

1.6. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

1.6.1. Objetivo general
Optimizar las condiciones operacionales controlables que maximicen la
densidad poblacional del cultivo de Porphyridium cruentum y maximizar el
contenido de azucares fermentables en la hidrolisis enzimatica de la biomasa
microalgal, generando conocimiento y estableciendo las condiciones para

viabilizar la produccién de bioetanol de tercera generacion.
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1.6.2.

Objetivos especificos

Determinar valores operacionales 6ptimos de las variables controlables,
para maximizar la densidad poblacional del cultivo de las microalgas
Porphyridium cruentum.

Establecer las mejores condiciones operacionales controlables para
optimizar el pretratamiento y la hidrolisis enzimatica de la biomasa
microalgal de Porphyridium cruentum.

Estandarizar las condiciones operacionales para optimizar la fermentacion
de la biomasa microalgal hidrolizada con levadura Scheffersomyces
stipitis para obtener bioetanol de tercera generacion.

Caracterizar el bioetanol obtenido, siguiendo las normas técnicas
establecidas.

Evaluar el modelado fenomenoldgico del proceso, del crecimiento de la
masa microalgal durante el cultivo y en la etapa de la hidrélisis enzimatica.
Alcanzar el conocimiento del proceso biotecnolégico de produccién de
bioetanol, utilizando Porphyridium cruenfum como materia prima;
estableciendo una base de datos experimental confiable y que pueda
servir como referencia para disefiar una planta piloto agroindustrial de

produccion de bioetanol de tercera generacion.



17

Capitulo II

EL MARCO TEORICO

Este capitulo describe los fundamentos tedricos de la investigacién y el marco
conceptual que sustenta Estado del Arte, relacionado con el proceso biotecnolégico

de producir bioetanol utilizando microalgas Porphyridium cruentum.

2.1. FUNDAMENTOS TEORICOS DE LA INVESTIGACION

El conocimiento cientifico es un conjunto de informacion relevante y fidedigna,
obtenido por la aplicacién sistematica y rigurosa del método cientifico a un objeto
de investigacién. Es decir, busca resolver problemas especificos relacionados con
la ciencia y la tecnologia, evaluando sus atributos a favor y en contra, proyectar y
generar las condiciones necesarias que permitan incorporar los resultados en el
conocimiento humano, para poder explicar el fendbmeno estudiado y responder a
las interrogantes acerca del estudio, (Jimenez-Escobedo, 2019). Por tanto; es
primordial conocer los fundamentos tedricos que sustentan la investigacion sobre
procesos biotecnoldgicos, actualmente esta area del conocimiento se encuentra en
proceso de mejora continua e innovacion, con la finalidad de tener sostenibilidad e
incrementar su eficiencia, interrelaciona los factores energéticos, socioeconémicos,

de salud, medioambientales y de seguridad alimentaria.

En consecuencia, dentro de la variada lista de fundamentos tedricos requeridos

es necesario subrayar la necesidad cognitiva de considerar los siguientes:

a) En el cultivo de microalgas P. cruentum, debe evaluarse los factores controlables
abidticos siguientes: el tiempo, la intensidad luminosa, nutrientes, concentracién
de CO:2 disuelto en cultivo, pH, temperatura, la agitacion mediante burbujeo de
aire, condiciones del agua, (Ho O-S. et al., 2009; Singh & Dhar, 2011; Kim M-H.
et al., 2017; Tejido-Nunez et al., 2020; Andreeva et al., 2021). El proceso de
fotosintesis puede alcanzar rendimientos maximos, en el cultivo microalgal,
cuando la intensidad de luz y la temperatura son utilizados de manera adecuada,
(Singh & Dhar, 2011; Barten et al., 2020).
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b) Durante la etapa de cultivo microalgal debe adecuarse las concentraciones de
los nutrientes (Guillard & Ryther, 1963, 1975; Prochazkova et al., 2014; Ho S-H.
et al., 2013; Altimari et al., 2023); manipulando correctamente puede llegar a
acumularse biomasa microalgal con éptima concentracion de carbohidratos para
producir bioetanol (Prochazkova et al., 2014), almacenada intracelularmente y
como componentes estructurales de su pared celular, (Suarez et al., 2020).

c) En la cosecha de la biomasa microalgal generalmente se utiliza centrifugacion
(Velazquez et al., 2018). Es recomendable el pretratamiento de la biomasa, para
modificar o eliminar impedimentos estructurales y de composicién, (Yap et al.,
2015; Spiden et al., 2013; Velazquez et al., 2018), porque permite acceder mejor
hacia los carbohidratos contenidos en la biomasa, (Mosier et al., 2005).

d) La hidrdlisis de la biomasa microalgal para producir azucares fermentables, es
la etapa mas importante y puede realizarse por procesos mecanicos (Spiden et
al., 2013), procesos quimicos (Agustini et al., 2019) o enzimaticos (Kim M-H. et
al., 2014; Shokrkar et al., 2017-2018; Bader et al., 2020). El proceso de hidrolisis
enzimatica es menos complejo, es ecoamigable porque no genera residuos que
puedan inhibir la fermentacion del hidrolizado microalgal, (Mussatto et al., 2010;
Kim et al., 2017; Shokrkar et al., 2018; Spiden et al., 2013). Las estructuras de
celulosa y hemicelulosas pueden hidrolizarse hasta glucosa y otros azucares,
mediante cdcteles enzimaticos ricos en glicohidrolasas que promueven una
mejor separacion, entre fracciones lipofilicas e hidrofilicas del hidrolizado liquido,
preservando la naturaleza bioquimica de los productos de la reaccién, ofreciendo
un proceso economico y muy ecoamigable (Shokrkar et al., 2018; Costa, 2017;
Kim et al., 2017).

e) Los azucares liberados en la hidrdlisis enzimatica (glucosa, xilosa, manosa,
galactosa, arabinosa y celobiosa) son utilizados en el proceso de fermentacién
alcohdlica por levaduras comerciales, como la S. stipitis, para producir bioetanol
como producto final de la metabolizacion de estos azucares (Costa, 2017;
Shokrkar et al., 2018; Agustini et al., 2019; De Souza et al., 2012; Kim et al.,
2017; Suarez et al., 2020).

Por lo expuesto; la fundamentacién tedrica de la investigacion realizada acerca del
“proceso biotecnolégico para producir bioetanol a partir de microalgas

Porphyridium cruentum’”, sustenta que es una alternativa verde e intensificada que
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aporta resultados tangibles, las variables operacionales controlables son evaluadas
en sus diferentes etapas (desde el cultivo hasta la fermentacion del hidrolizado de
la biomasa microalgal) y estandarizadas, optimizar sus valores para maximizar los
resultados esperados: incrementar productividad de la densidad celular del cultivo
microalgal y obtener el producto final bioetanol, un biocompuesto con multiples
aplicaciones; demostrando que es factible utilizar y valorizar como materia prima a
un recurso acuicola agroindustrial asequible, la microalga P. cruentum. Ademas,

contribuir a la gestion sostenible de un procesos biotecnologico.

2.2. MARCO CONCEPTUAL

Esta seccién, resumen conciso de la revision de literatura, presenta el marco teérico
relacionado con el concepto general de microalgas y su clasificacion, los diferentes
tipos de cultivo y los métodos de cosecha de la biomasa producida, pretratamiento
e hidrdlisis de biomasa microalgal. Ademas; aspectos generales de la microalga
Porphyridium cruentum, su caracterizacion morfolégica, taxonémica, fisicoquimica.
Asimismo, aspectos generales de los biocombustibles, tipos y clasificacion, las
aplicaciones potenciales de las microalgas para obtener productos derivados, los
meétodos operacionales para producir biocombustibles de tercera generacion.
Finalmente, los modelos matematicos requeridos para evaluar las diferentes etapas

del proceso para obtener bioetanol a partir de microalga Porphyridium cruentum.

‘Es evidente que la innovacion y la tecnificacion de los procesos
agroindustriales es una de las herramientas que ayudan a mejorar la competitividad
y productividad de los diferentes sectores econoémicos de un pais, llevandolos hacia

esquemas de desarrollo y crecimiento real”, (IICA, 2014).

2.2.1. LAS MICROALGAS

2.2.1.1. Aspectos generales
“Las microalgas pertenecen a un grupo diversificado de microorganismos, son
especies unicelulares capaces de realizar la fotosintesis, se reproducen por division

celular’, Barsanti y Gualteri, (2014).

Las microalgas son organismos microscopicos de tamafio celular 2-200 um,

con alta capacidad para fijar COz2, se encuentran en ambientes marinos y de agua
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dulce (Velazquez et al., 2018; Fang et al., 2020). Su mecanismo fotosintético es
similar al de las plantas terrestres; poseen estructura celular simple, al estar
confinadas en un medio acuoso con facil acceso al CO2 y otros nutrientes, por
fotosintesis convierten eficientemente la energia solar en biomasa (Singh R. et al.,
2011; Borowitzka et al., 2016); por su elevado ratio superficie-volumen, absorben

una mayor cantidad de nutrientes (Chisti, 2007; Basile & Dalena, 2019).

Desde inicios del nuevo milenio viene registrandose un gran incremento en la
cantidad de estudios experimentales y de revision de literatura sobre microalgas,
(Patil V. et al., 2008; Bibi et al., 2017; Bharathiraja et al., 2015; Martins et al., 2018;
Enamala M. et al., 2018; Rempel et al., 2019; Jimenez y Castillo, 2021, etc.), que
estan siendo consideradas como potencial materia prima para obtener una amplia
gama de productos, desde biocombustibles liquidos y gaseosos, hasta una gran
variedad de compuestos bioactivos para el consumo humano y de animales, con
enfoque tecnoldgico de biorrefineria (Cuellar et al., 2015; Enamala M. et al., 2018;
Velazquez et al., 2018; Khoo C. et al., 2019; Préat N. et al., 2020); sin embargo,
solo unos pocos productos son elaborados industrialmente (Odjadjare E. et al.,
2015; Borowitzka et al., 2016). Las diversas aplicaciones potenciales de las

microalgas son mostradas en la Fig. 2.1.

MICROALGAS
' ~ [ ™S ™
BIOCOMPUESTOS BIOMASA OTROS
Eiesaba oLl (Alto valor agregado) (residual) COPROCESOS ]
A - L 7

-

LiQuiDos « Pigmentos « Pienso com
: puesto .
« Biodiesel (carotenoides) e e * C.alur!Em.er.gm
« Bioetanol = PUFA animales) » Bioelectricidad
(Acido graso

N Righutanol J polinsaturado)

» o Vitaminas

o Biofertilizantes

 Biocarhé

® Tratamiento de

GASEOSO0S » Antioxidantes
» Biogas » Farmacéuticos eguas
| (biorremediacion)
« Biometano » Cosméticos

# Biomitigacion
de CO2

( Biohidrégeno ) (Nutracéuticus /

Figura 2.1. Microalgasy sus potenciales aplicaciones.
Ref.: Jimenez-Escobedo y Castillo, (2021).
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2.2.1.2. Clasificacion de las microalgas
Las caracteristicas de algunas especies de microalgas son mostradas como sigue:

Tabla 2.1. Caracteristicas Taxonémicas y Morfoldgicas de algunas especies de microalgas

DESCRIPCION DE LA DIVISION (Clase) MORFOLOGIA ESPECIES M.O. UTILIDAD DE M.O.

Chlorophyta (Chlovephyceae) Amplia  gama de  » Chlamydomonas, Chlorella; comercialmente es

Algas verdes. Grupo mavoritario estructura celular: | Chiorella, cultivada para elaborar alimento

diverso. en forma v niimero. Sen el flagelados nmcelares a o Scenedesmmis nufracéutico y acuicola.

origen de las plantas supenores. Por comg]e_ios an'eglus - ’ Haematococeus pluvialis se usa

lo general es fotoautétrofo, pero mwlticelulares Contiene * Spirogyra, para producir astaxantina

puede ser heterstrofo. La mayoria Colilosa es sus paredes  » Johox Dunaliella en 3 -carotena.

crece en agua dulce, otros en habitats celulares.

marinos, ¥ son adaptables a entornos.

Cyanobacteria (Cyanophyceae) Puede ser umicelular, e Spirulina Spiruling, comereializacién de Ia

Alpas verde-azul No moviles, pran- Iilamentoso o colomial (Arthrospira), biomasa, para el mercado de

negativas, eubacterias procariotas. Su didmetro mide sélo e Anabaena, alimentos saludables ¥
nutraceuticos.

Grupo  de  algas  ampliamente
distribuido, particularmente en los
océanos. Componente importante del
picoplancion

micrometros (umy), pero
es superior en longitud a
las otras bacterias

Oscillatoria.

Dinophyta (dinoflagelatta)
Grupo heterdtrofo v fotosintético. La
mitad de las especies conocidas son

heterotrofos oblizados. Es importante
compenente del microplancton.

Tipicos flagelados
unicelulares. Tiene una
cubierta celular similar a
una armadura debajo de
la membrana celular.

Gymnodinium,

Crypthecodinium
cohii.

Conocido por producir flores y
toxinas;  nmchos exhiben
biohuminiscencia. Responsable
de las mareas rojas. Algunas
especies producen DHA

Euglenophyta (euglenoidea)

Crecen en agua dulee yfo salobre,
ambientes mannos, suelos v lodo, en
ambientes muy heterotroficos. Es
mixotrofico, requieren de vitaminas B.
Especies fagotroficas, mmcho mas
relacionados con los tripanosomas.

E: evcariota flagelado
unicelular, o colomial,
con un nicleo, tiene uno
a varios cloroplastos, v
posee gran movilidad.

Es de forma ovalada, v
carecen de pared celular.

Euglena gracilis

Célnla ninica v caracteristicas
bioquimicas; puede tener
aplicaciones farmacéuticas.

Haptophyta (Prymnesiophyta)
Algas de orgamzacion monadal
Generalmente mannos. Mayormente

Unicélulas muy
moviles. Los haptafitos
conocidos s0m
cocolitdfores, poseen un

Favigva lutheri,

Isachrysis
galbana,

Varias especies cultivadas
como alimento para peces y
otros  organismos  acuicolas
como bivalvos v abalones.

fotosintéticos, = (] neden  ser , -
hetﬂutéﬁmsnggnuéﬂlgos. excesqueleto de placas ° Prynmmnesium
calcareas “coccolitos™. parvum

Heterokontophyta Células con dos flagelos  » Amphora, Varias especies cultivadas
Grupo grande que contiene las clases: diferentes (a diferencia o Njtzochig, como alimento para

« Chrysophyceae (algas doradas) de 2 isokont iguales). La Thalassiosi acuiculfura; ofros comocidos

rysepive £ : Bacillariophyceae  es * fhalazsiosira por la produccion de EPA
» Xanthophyceae (algas mammones)  ypicelnlar; marrones con pseudonana,
* Eustigmatophyceae, pared celular de silice * Phaeodactylum
fricorRuim,

o Bacillariophyceae (diatomeas).

En gran parte son marinas, pero hay
algonas variedades de agua dolee.

(tipo unico de carcasa
hecha de dos fiustules.
como tapas de una caja)

+ Nannochlorgpsis

» Chaetoceros

Rhadophyta (Porphyridiophyceas)

Algas rojas. Uno de los gmpos algales
mas grandes v antiguos. El color rojo
se debe al pigmento ficobiliproteinas.

7ida libre, unicelular.

« Porphyridium
purpureum

Algunas secretan CaCOs3; para
secuestrar COn. Las algas mas
importante, economicamente,
son de esta famulia: Palmaria
palmata, Porplora v especies
para hacer agar, carragenina
aditivo de alimentos.

Ref.: Jimenez-Escobedo y Castillo, (2021), www.revistas.unitru.edu.pe
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2.2.1.3. La microalga Porphyridium cruentum

La microalga Porphyridium cruentum es un microrganismo unicelular esférico de
6 a 16 ym de diametro, crece en ambientes acuaticos (marino y en agua dulce)
formando semicolonias, el color rojo caracteristico es por los pigmentos ficoeritrina
y ficocianina, por fotosintesis convierte eficientemente la energia absorbida en
biomasa, (Jimenez y Castillo, 2021; Borovkov et al., 2023); posee una pared
celular constituida por polisacaridos sulfatados (galactosa, glucosa, xilosa, acido
glucurdnico, y azucares residuales: arabinosa, manosa y ramnosa) formando una
matriz polimérica, (Borowitzka, 2016; Bernaerts et al., 2018). Ademas, produce
acidos grasos poliinsaturados (omega-3 y omega-6). Los lipidos (20-60%) y el
almidoén (20-50%) son alojados intracelularmente, las proteinas (20-50%) también
puede encontrarse, (Ho S-H. et al., 2013; Chen et al., 2013). Es nula la presencia
de lignina en la biomasa microalgal de Porphyridium cruentum, una gran ventaja
para el pretratamiento y eficiente hidrélisis enzimatica del contenido de almidén,
(Chen et al., 2013; Sanchez-Rizza et al., 2017). En la Tabla 2.2 se reporta la

descripcion taxondmica de Porphyridium cruentum.

Tabla 2.2. Caracteristicas Taxondmicas de la microalga Porphyridium cruentum

Dominio (Empire) | Eukaryota

Reino (Kingdon) | Plantae

Subreino (Subkingdom) | Biliphyta

Division (Phylum) | Rhodophyta

Subdivision (Subphylum) | Proteorhodophytina

Clase (Class) | Porphyridiophyceae

Orden (Order) | Porphyridiales

Familia (Family) | Porphyridiaceae

Geénero (Genus) | Porphyridium

Especie (Specie) | Porphyridium cruentum
Porphyridium sp.
Porphyridium purpureum

Ref.: Jimenez-Escobedo y Castillo, (2021), www.revistas.unitru.edu.pe
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La biomasa microalgal de P. cruentum posee componentes activos muy valiosos
para ser procesados dentro de una amplia gama de potenciales aplicaciones, y
poder obtener productos alimentarios (pigmentos carotenoides), industriales
(biocombustibles), farmacéuticos (polisacaridos con propiedades antioxidantes,
antiinflamatorias, antibacterianas y antivirales), nutricionales (acido araquidénico,
precursor PUFA), bioquimicos, cosméticos, acuicolas, etc., (Spiden et al., 2013;
Odjadjare et al., 2015; Medina-Cabrera et al., 2020; Taipabu et al., 2021; Borovkov
et al., 2023; Tejido-Nurfiez et al., 2020; Vieira et al., 2021).

2.2.1.4. El cultivo de microalgas, y factores influyentes en el crecimiento
Un compendio de los modos nutricionales de cultivo microalgal, para algunas

especies de microalgas, son mostradas en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Modos nutricionales de cultivo para algunas especies de microalgas

MODO CULTIVO Y DESCRIPCION PRINCIPALES ESPECIES DE ALGAS
Y POTENCIALES USOS
Autotrofico e Spirulina: (Nuftricion humana, pigmento

.. ) Ficobiliproteinas
Emplean la luz solar como unica fuente de energia P as)

(fotosintesis autotrofica) y el CO; como fuente de carbono. * Chlorella: (Nutricion humana, Acuicultura,
para acumular compuestos energéticos a través de lipidos)
reacciones fotosintéticas. Ejemplos: plantas. algas y diversas o Dunaliella: (Betacaroteno)

bacterias. Acumulan carbohidratos . .
e Haematococcus: (Acuicultura; Astaxanthin)

Heterotrofico s Escherichia coli

Utilizan compuestos organicos como fuente de carbono y ® Saccharomyces cerevisiae: (levadura)

energia (p. gj.: glucosa, acetato, glicerol, metanol. etc.) (pueden acumular lipidos y carbohidratos)

Mixotrofico (bitrofico)

Estos organismos pueden usar mixotrofia obligatoria o e Euglena: (nutricién humana, biomitigacion
facultativa, la energia se deriva de diferentes modos. Las del dioxido de carbono)
combinaciones son: foto v quimiotrofia. lito y érganotrofia.

¢ Chlamydomonas
auto y heterotrofia.

Fotoheterotrofico

Estos organismos tienen un metabolismo en el que se e Bacterias plrpuras sin azufre,
necesita luz para usar compuestos organicos como fuente de

. . e bacterias verdes sin azufre,
carbono. El fenomeno se conoce como fotoorganotrofico.

fotoasimilacién o fotometabolismo. * heliobacterias
Quimiotréfico
Organismos oxidan compuestos inorganicos e Bacterias en “fiumadores negros” que se

(quimiolitotroficos) u organicos (quimioorganotroficos) alimentan de HsS.
como su principal fuente de energia. Los quimiotroficos

. . ¢ Dacterias oxidantes de hierro y manganeso
pueden ser autotrofos o heterotrofos.

Ref.: Jimenez-Escobedo y Castillo, (2021), www.revistas.unitru.edu.pe
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Como se observa en la Tabla 2.3, las microalgas para su crecimiento y desarrollo
bioquimico se cultivan en modo nutricional autétrofo (autogeneran alimento, por
fotosintesis y CO2,), heterotrofo (absorben carbono organico, como fuente de
alimentacion y energia) y mixétrofo (combina los modos autotrofo y heterétrofo);
la mayoria de las microalgas son autétrofas, (Nigam 2011; Enamana et al., 2018;
Tiwari et al., 2019; Lutzu et al., 2017; Hernandez-P. y Labé, 2014; Zhu et al., 2013).

Dependiendo de las especies de microalgas, y las condiciones de crecimiento,
es posible inducir la generacion de grandes cantidades de biomasa microalgal y
alcanzar concentraciones extremadamente altas de sus compuestos bioquimicos;
tales como carbohidratos, proteinas, lipidos, cenizas, pigmentos, acidos nucleicos,
entre otros compuestos, (Borowikzka et al., 2016; Alam et al., 2015; Singh K. et
al., 2017; Tiwari et al., 2019; Velazquez et al., 2018; Jimenez E. y Castillo, 2021).
Cultivos exitosos de microalgas requieren condiciones ambientales controlables,
que varian entre las diversas especies. En la Tabla 2.4, se detalla los principales

factores que influyen durante etapa de crecimiento de la biomasa microalgal.

Tabla 2.4. Factores influyentes en el cultivo de microalgas

FACTORES INFLUYENTES PRINCIPALES CARACTERISTICAS

Factores ABIOTICOS

o Intensidad luminosa o fuente basica de energia, junto con el fotoperiodo.

e Temperatura e factor limitante clave

e Didxido de carbono CO; e clave para el crecimiento y acumulacion de carbohidratos

o Nutrientes e macronutrientes, micronutrientes, vitaminas y minerales

o pH e determina solubilidad y disponibilidad de CO,, y nutrientes
e Salinidad o afecta el crecimiento y actividad metabolica, altos o bajos

niveles no permitidos altera composicion bioquimica celular.

Factores BIOTICOS

e microrganismos contaminantes e bacterias, hongos, virus, etc.
« microalgas extraias e competencia por los nutrientes.

Factores OPERACIONALES

e Grado de mezcla y agitacion e Influencia en la productividad.

e Factor de dilucién ¢ Influye en velocidad de crecimiento

e Frecuencia de cosecha e Influencia en rendimiento de cosecha

« Dimensionamiento tanque cultivo e Capacidad de almacenamiento, densidad celular

Ref.: Singh & Dhar, (2011); Enamala et al., (2018); Jimenez E. y Castillo, (2021); Borovkov et al., (2023).
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Los sistemas de cultivos para producir biomasa microalgal son muy variados, en
funcién de las especies de microalgas a cultivar es muy importante efectuar una
seleccién apropiada, que significativamente afecta en la eficiencia y rentabilidad del
proceso productivo, (Jimenez E. y Castillo, 2021). Cualquiera que sea el uso final
de la biomasa microalgal y el modo de cultivo utilizado, los pasos necesarios para
producirla son los mismos: preparar el medio a ser introducido en los sistemas de
cultivo donde es producido la biomasa, posteriormente cosechar y estabilizar (Acién
F. etal., 2021). Los sistemas de cultivo algal mas usados son mostrados en la Fig.

2.2, y descritos de manera breve a continuacion.

Figura 2.2. Sistemas para cultivo de microalgas: (A) estanques abiertos OP; (B) PBR
tubular; (C) PBR plano; (D) PBR tipo biopelicula; (E) Fermentadores; (F)
cultivo agua residuales. Ref.: Bibi et al., (2017). OP: Open Ponds; PBR: Plug BioReactor.

a) Cultivo en estanques abiertos.- sistemas abiertos al aire libre, establecidos
para el cultivo a gran escala de algas y cianobacterias (Borowitzka et al., 2016;
Singh & Dhar, 2011). Los estanques pueden ser excavados y usado sin forro o
forrado con material impermeable o pueden construirse con paredes, son
adecuados para albergar un reducido numero de microalgas que pueden tolerar
condiciones ambientales extremas, (Chlorella, Spirulina y Dunaliella) prosperan

en ambientes muy alcalinos o salinos, (Chisti, 2007; Borowitzka et al., 2016).

b) Fotobiorreactores.- los sistemas abiertos requieren una gran area de tierra y
presentan diversos problemas asociados (idoneidad limitada de especies, la

contaminacién, ambientes no controlables, productividades volumétricas bajas),
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estas ineficiencias son superadas con los fotobiorreactores, que tienen mejor
control sobre la contaminacion y otras condiciones; pueden ser ubicados interior
o exteriormente, segun disefio y método de recoleccion, (Bibi et al., 2017; Singh
& Dhar, 2011).

c) Fermentadores.- algunas algas tienen crecimiento mixotréfico, modo de cultivo
que incluye la gran fermentacion existente, proceso controlable con intensidad
de luz minima, aislado del medio ambiente, cosecha a bajo costo, etc. (Singh &
Dhar, 2011; Bibi et al., 2017). El cultivo mixotréfico requiere suficiente suministro
de O2 para catabolizar los sustratos organicos, ofrece rendimientos superiores
en biomasa y productividad, frente a los fototréfico y heterotréfico, (Singh & Dhar,
2011; Borowitzka et al., 2016; Tiwari et al., 2019; Jimenez, 2021).

2.2.1.5. La cosecha, o recoleccion, de biomasa microalgal

La recoleccién o cosecha, de biomasa microalgal, consiste en una secuencia
operacional para eliminar grandes volumenes de agua del cultivo, utilizando
variadas técnicas (Enamala et al., 2018). EIl costo de recoleccién de biomasa es
una proporcién significativa del costo total de produccién, tiene un rango 3.3-30%,
(Singh & Dhar, 2011). Seleccionar la técnica de recoleccion debe tener en cuenta
el tamano y la densidad de las microalgas, para lograr un mayor rendimiento de
biomasa a menor costo operativo, (Singh & Dhar, 2011; Enamala et al., 2018). De

manera concisa, se describe los procesos de floculacion, centrifugacion vy filtracion:

a) Floculacién.- este método forma enormes unidades concentradas al aglutinar
unidades coloidales dispersas, siendo facil la decantacion vy filtracion, (Jimenez
y Castillo, 2021). Es inducible por floculacion quimica, la biofloculacion,
electrofloculacion y flotacion en aire disuelto, (Singh & Dhar, 2011; Enamala et
al., 2018). En la floculacién quimica, los floculantes inorganicos como FeCls, Fe2
(SOa4)3, AICI3, Ca (OH)2 y el alumbre (Alz2 (SOa)3), neutralizan o reducen la carga
superficial negativa de las células que causan la formacion flocular. Los
biofloculantes son mas seguros, producen floculos mas estables, es un método
atractivo, (Singh & Dhar, 2011; Enamala et al., 2018; Jimenez et al., 2021).

b) Centrifugacion.- el tamano de particula, la densidad y morfologia del cultivo a
cosechar, son factores cruciales al centrifugar, porque afectan al recuperar la
biomasa (y en los costos). Las células coloniales y las flamentosas, se asientan
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mas facilmente que las pequenas, (Jimenez E. y Castillo, 2021; Enamala et al.,
2018; Singh & Dhar, 2011). Existen reportes de una efectividad de cosecha
microalgal del 90 al 100% mediante centrifugacion, es la técnica mas eficiente,
consume mucha energia con estimaciones de 0,3 - 8 kWh-m3, y es muy costosa
cuando se usa para la produccion a escala comercial, limitado en el
procesamiento de biocombustibles (Singh & Dhar, 2011; Enamala et al., 2018;
Jimenez E. y Castillo, 2021).

c) Filtracion.- utilizado para separar sistemas bifasicos solido-liquido y solido-gas,
interponiendo un microfiltro. La filtracion requiere energia, consumos estimados
son de 0.2 a 0,88 kWh m? (sistema a presion) y de 0.1 a 5.9 kWh m3 (sistema en
vacio). Aunque los costos asociados con la filtracion son bajos, el principal
inconveniente es el cambio constante de filtros y membranas haciendo que el
proceso no sea econodmicamente viable, siendo limitada su idoneidad a mayor
cantidad de especies de microalgas (Singh & Dhar, 2011). Esta técnica se usa
generalmente para filtrar células grandes (filamentosas), no es apropiado para

Dunaliella, Chlorella,Scenedesmus, etc., (Enamala et al., 2018).

2.2.1.6. El pretratamiento de la biomasa microalgal

El pretratamiento es muy importante, porque permite disponer de los componentes
de la biomasa microalgal, como: las proteinas, carbohidratos, lipidos y coproductos
(pigmentos, antioxidantes, oligosacaridos, etc), alojados en estructura celular y
considerados materia prima importantes para producir biocombustibles y
biocompuestos valiosos, (Bernaerts et al., 2018; Velazquez et al., 2018; Hernandez
et al., 2015; Agustini & Febrian, 2019; Jimenez E. y Castillo, 2021).

Para producir etanol, es primordial el pretratamiento de la biomasa microalgal,
mediante descomposicion de la pared celular y estructura intracelular, libera los
carbohidratos que es la reserva principal de azucar acumulada. El carbohidrato se
encuentra en la pared celular como celulosa y en los plastidos en forma de almidén,
(Chen et al., 2013; Velazquez et al., 2018). La pared celular estd compuesta de
celulosa, polisacaridos sulfatados y pectina, que pueden impregnarse con CaCOs,
silice y magnesio (Veladzquez et al., 2018; Basile & Dalena, 2015; Chen et al., 2013),
ver Fig. 2.3. La pared celular, dependiendo de su composicion, puede tener una
estructura rigida con grados de dificultad dificiles de romper, como es el caso de
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Chilorella sp., contrario a los de Scenedesmus sp. y Porphyridium cruentum que no

contienen lignina (Velazquez et al., 2018).

Ught

0—

Pectin, agar, alginate or
algaenan polymers

Figura 2.3. (A) diagrama de produccion de almidén en microalgas, y (B) pared

celular de microalgas. Ref.: Veldzquez et al., (2018)

En la Fig. 2.4, puede visualizarse los pretratamientos mas utilizados (métodos

mecanicos, procesos hidrotérmico, quimico y enzimatico) para degradar la biomasa

microalgal.

PRETRATAMIENTO
MECANICO

* Homogenizacion de alta
presion.

« Cavitacion hidromecanica

« Molino de bolas.

PRETRATAMIENTO
HIDROTERMICO

-

PRETRATAMIENTO
QuiMIico

-

~
« Hidrolisis acida
» Hidrolisis alcalina
 Liquidos i6nicos

J

PRETRATAMIENTO
BIOLOGICO

L.

» Hidrolisis enzimatica

Figura 2.4. Técnicas de pretratamiento para biodegradar biomasa microalgal.

Ref.: Das & Varanasi, (2019); Jimenez E. y Castillo, (2021)

Estudios comparativos sobre diferentes pretratamientos, y sus caracteristicas,

realizados a diversas especies de microalgas, puede visualizarse en la Tabla 2.5.
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Tabla 2.5. Métodos de pretratamiento para biomasa de algunas especies de microalgas.

Biomasa Método Condiciones Componentes Referencia (*)
pretratamiento extraidos
Scenedesmus sp. Hidrotérmico Water 1:13 (w/v); 147 °C; 40 min Glucosa Yuan et al. (2016)

Mezcla de microalgas
(Scenedesmus, Chlorella,
Ankistrosdemus,
Micromonas,
Chlamydomonas)

Hidrolisis acida

Scenedesmus obliquus Enzimatico

Scenedesmus obliquus,
Scenedesmus
quadricauda, Nitzschia sp
Aphanothece sp.
Desmodesmus spinosus
Nitzschia palea

Perdxido alcalino

Scenedesmus obliquus Hidrolisis acida

Ultrasonido

Homogenizacion a
alta presion

ChIETEEEEL 10 Molino de bolas

Hidrolisis acida

Homogeneizacion
de alta presion

Nannochloropsis oculata,

Porphyridium cruentum ~ Molino de bolas

Dunaliella tertiolecta Microondas

Ankistrodesmus falcatus Campo eléctrico

pulsado y solventes

Chlorella vulgaris
Neochloris oleoabundan
Tetraselmis suecica

Molino de bolas

Chlorella vulgaris Liquido i6nico
y solvente

Chlorella pyrenoidosa Enzimatico

Nannochloropsis salina Cavitacion

hidrodinamica

Campo eléctrico

Artrhospira platensis pulsado

Chlorella vulgaris Hidrotermal

H2S04 1 M
80-90°C
120 min

Endogalactouronase 800 U/g
Esterase 3600 U/g; Protease 90 U/g
pH 6; 50 °C; 24 h

H202 1 - 7.5 % (wiw)
50°C; 1h

H2S04 2 N; 120 °C; 30 min

65 - 130 W; 40 kHz; 25 min

500 - 850 bar

15 min

bolas de vidrio 1 mm

1:2 6 1:3 (v/v); 4 min

H2S04 3-8 % (v/v)

120-160 °C; 15-45 min

10mL cdmara compresion

50- 270 MPa; 3 °C

bolas de vidrio (0.375, 0.625, 1.30, y
2.15 mm); bolas de Zirconio (0.20,
0.60, y 1.25 mm); velocidad rotacion
(8,10, 14 m/s); 20 °C

Acetona; 50 W; 56 °C; 5 min

Distancia electrodos 1 cm; 45 kV/cm
Etil acetato/metanol/agua

Tamafio bolas (0.3, 0.4, 0.65, 1 mm)
65 % (viv); 25 °C

Liquido i6nico;

1 h temperatura ambiente

Adicionar hexano 30 g; 15 min
Celulasa 140 mg/m?;

pH 4.6;50 °C; 24 h

Plato de orificio, 13 agujeros x 0.5
mm diametro; Presion aguas arriba /
aguas abajo 4y 0.4 bar;

velocidad 26.21 m/s

15 - 25 kV/em; 60 — 150 ps;
10-40°C

Agua; 140, 160,80 ° C

3,6,y 10 bar; 10 — 20 min

Carbohidratos

Carbohidratos

Carbohidratos

subproductos.

Carbohidratos

Carbohidratos

Disrupcion
celular

Pigmentos

Lipidos

Carbohidratos
y proteinas

Disrupcion
celulary
lipidos
Carbohidratos
y lipidos
Disrupcion
celulary
lipidos

Pigmentos

Solubilizacion
d compuestos

Castro et al. (2015)

Ometto et al. (2014)

Juérez et al. (2016)

Miranda et al. (2012)

Halim et al. (2012)

Montalescot et al.
(2015)

Pasquet et al. (2011)

Zbinden et al. (2013)

Postman et al. (2016)

Orr et al. (2016)

Fu et al. (2010)

Lee y Han (2015)

Martinez et al. (2016)

Mendez et al. (2014)

Ref.: (*) referencias citadas por Velazquez et al. (2018); Jimenez-Escobedo y Castillo, (2021); Fernandes de Souza et al., (2020).
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2.2.2. EL BIOETANOL

2.2.2.1. Aspectos generales

El bioetanol es un tipo de alcohol, que se obtiene por la fermentacion de materiales
organicos ricos en azucares y material celuldsico; es un biocompuesto quimico muy
activo y utilizado como materia prima para elaborar diversos productos quimicos,
es también considerado un biocombustible liquido y fuente de energia renovable,
(Devarapalli & Atiyeh, 2015; Sanchez-Rizza et al., 2019). En funcion del origen de
la materia prima empleada para su produccién, el bioetanol obtenido es clasificado,
(Bibi et al., 2017; Chaudary et al., 2014; Basile & Dalena, 2019), como sigue:

- Bioetanol de primera generacién; producido a partir de fuentes vegetales ricas
en carbohidratos, de plantaciones cultivadas expresamente (cafa de azucar,

cereales, remolacha, etc.); desventaja: atentan contra la seguridad alimentaria.

- Bioetanol de segunda generacion; es obtenido de biomasa lignocelulésica,

(residuos agricolas); desventajas: requiere mucha mano de obra, altos costos.

- Bioetanol de tercera generacion, obtenido a partir de especies de microalgas
que poseen buena capacidad productiva de carbohidratos, (Chen et al., 2013);
es producido con procesos biotecnoldgicos evolutivos e innovadores; la materia
prima microalgal no compite con la seguridad alimentaria, alta reproduccién del

cultivo, periodos cortos de cosecha y no requiere uso de terrenos agricolas, etc.

Los procesos para producir bioetanol (de primera, segunda y tercera generacion)

son similares entre si, un esquema conceptual es mostrado en la Fig. 2.5.
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Figura 2.5. Esquema conceptual para la produccion de bioetanol y derivados.
Ref.: Jimenez E. y Castillo, (2021); Devarapalli & Atiyeh, (2015).
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La cantidad de etanol producido, desde diferentes fuentes de materia prima, es
reportado en la Tabla 2.6; observandose que el rendimiento de las microalgas es
mucho mayor que las fuentes celuldsicas y lignoceluldsicas (p. ej., la microalga
Porphyridium cruentum tiene un rendimiento de etanol 16 veces mas que el de la

cafa de azucar, aprox.; siendo su tiempo de cultivo mas rapido y eficiente.

Tabla 2.6. Rendimiento de bioetanol, desde diferentes fuentes de cultivo.

FUENTE DE BIOMASA REND('BLZNJSSE'SC;E;ANOL REFERENCIAS
Arroz 0,48 Mat Aron et al. (2020)
Avena 0,41 Mat Aron et al. (2020)
Harina de maiz 9,67 £0,11 Mat Aron et al. (2020)
Sorgo dulce 0,44 Mat Aron et al. (2020)
Cafa de azUcar 0,25-0,50 Mat Aron et al. (2020)
Rastrojo de maiz 5,85 Mat Aron et al. (2020)
Paja de cebada 0,054 Mat Aron et al. (2020)
Chlorella vulgaris 3,77 (85,0%) Dass & Varanasi, (2019)
Scendesmus dimorphous 3,90 (91,3%) Dass & Varanasi, (2019)
Porphyridium cruentum 5,60 (46,0%) Tiwari et al. (2019); Li et al. (2019)

2.2.2.2. El Bioetanol de tercera generacion, produccion biotecnologica.

“El bioetanol de tercera generacion surgié para aprovechar la disponibilidad de
nuevos recursos bioenergéticos de una biomasa no rigida y deslignificada, de las
macroalgas o microalgas, para producir aztcares fermentables”, (Jimenez vy
Castillo, 2021; Chaudhary et al., 2014). Existen diversas publicaciones, (Bibi et al.,
2017; Cheng et al., 2013; Ho S-H. et al., 2013; Kim M-H. et al., 2014; Shokrkar et
al., 2017-2018; Agustini & Febrian, 2019; Gallego et al. 2019; Tiwari et al., 2019;
Sanchez-Rizza, 2019; Bader et al, 2020; Medina-Cabrera et al., 2020; Sanz-
Smachetti et al., 2020; Andreeva et al., 2021), reportando la obtencién de bioetanol
a partir de biomasas con alto contenido de carbohidratos, correspondientes a
diversas especies de algas, (Sargazo sp., Laminaria sp., Chlorococcum sp.,
Prymnesium parvum, Gelidium amansii, Gracilaria sp., Chlamydomonas reinhardltii,
Chlorella vulgaris, Dunaliella salina, Haematococcus pluvialis, Spirulina platensis,

Porhyridium cruentum y Spirogyra sp.).

Los carbohidratos (celulosa y almidén) acumulados en la biomasa microalgal

son utilizados para producir bioetanol siguiendo un proceso constituido por tres
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etapas principales: i) pretratamiento, ii) sacarificacion vy iii) fermentacion, (Chen et
al., 2013; Chaudhary et al., 2014, Velazquez-Lucio, 2018). Una de las etapas mas
importantes es el pretratamiento (mecanico o por hidrdlisis enzimatica), que se lleva
a cabo para aumentar la accesibilidad a los azucares intracelulares y, por lo tanto,
juega un papel importante en la eficiencia general del proceso, (Velazquez-Lucio,
2018). Las paredes celulares de las microalgas tienen presencia insignificante o
nula de lignina (una barrera fisica), que puede eliminarse facilmente mediante
hidrolisis enzimatica (etapa de sacarificacion) de la celulosa microalgal, (Chen et
al., 2013; Bibi et al., 2017; Velazquez et al., 2018; Chaudhary et al., 2014).

PRETRATAMIENTO
BIOLOGICO
Sacarificacion por Hidrolisis
(Alcalina / Acida / Enzimatica)

BIOMASA

EXTRACCION DE
ACEITE DE ALGAS
{Fisica / Quimica)

e Agua

* Nutrientes

® Luzsolar

s CO; Agua + Nutrientes

FERMENTACION
(Levaduras)

DESTILACION Y
CONCENTRACION
Y

TRANSESTERIFICACION Bioetanol 96° |
Alcohol .
(catalisis)

|

[ Glicerol ]4—[ DECANTADOR ]—{ Biodiesel J
Tanaue de separacion

Figura 2.6. Proceso biotecnoldgico para producir bioetanol y biodiesel de tercera generacion.
Ref.: Mussato et al., (2010), Cuellar et al., (2015); Jimenez E. y Castillo, (2021)

COSECHA
» Sedimentacion
» Centrifugacion
o Filtracion

PRODUCCION DE
BIOMASA DE ALGAS

(abierto/cerrado)

En la produccion de bioetanol a partir de microalgas, para viabilizar el proceso,
debe considerarse algunos aspectos muy importantes tales como: condiciones de
cultivo que permitan acumular la mayor cantidad de compuestos de interés (lipidos,
carbohidratos, proteinas, pigmentos, etc.), en el pretratamiento reutilizar el agua de
cultivo, utilizar solventes o catalizadores ecoamigables, (Velazquez et al., 2018). “A
nivel molecular, desarrollar enzimas mas baratas y cepas industriales robustas que
no solo puedan mejorar los rendimientos de produccion sino también sostener los

ambientes fisicoquimicos hostiles”, (Ho S-H. et al., 2013).
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2.2.3. LOS BIOCOMBUSTIBLES

2.2.3.1. Aspectos generales

“Los biocombustibles son producidos a partir de biomasa o residuos de materias
primas, principalmente estan destinados al transporte. La Agencia Internacional de
Energia-IEA trabaja con los gobiernos y la industria para dar forma a un futuro
energético seguro y sostenible para todos; liderando una nueva era de cooperacion

energética internacional”, (https://www.iea.orq).

En nuestro pais, (www.osinergmin.gob.pe, Ley N° 28054 de la Promocién del

Mercado de Biocombustibles, Art. 2), se afirma “los biocombustibles son productos
quimicos que tienen las caracteristicas técnicas requeridas por la normativa y que

son obtenidos de insumos agropecuarios, agroindustriales, entre otros”.

La civilizacion humana viene utilizando, desde sus inicios, biocombustibles
solidos como la madera, el carbon, el estiércol de vaca, etc., para cocinar y calentar
(Jimenez E. y Castillo, 2021; citando a Webb y Coates, 2012). Luego, con el
transcurrir de la vida y evolucion de la sociedad, aparecieron fuentes energéticas
basadas en combustibles fésiles, y, los biocombustibles liquidos y gaseosos
(Jimenez E. y Castillo, 2021; Basile y Dalena, 2019).

Los biocombustibles exhiben un enorme potencial como fuente de energia
renovable y sostenible, respetuosos con el medio ambiente, ayudan a reducir las
emisiones netas de los gases de efecto invernadero. Ademas, el uso de biomasa
contribuye a la gestion de residuos y mitigar los problemas de seguridad energética.
El beneficio ambiental general, dependera en gran medida del tipo de materia prima

utilizada para producirlos, (Das y Varanasi, 2019; Jimenez E. y Castillo, 2021).

La Asociacion Mundial de Bioenergia WBA, (2019), expresa ‘la bioenergia es
la mayor fuente de energia renovable y representa mas de 2/3 del suministro. La
biomasa domina el sector industrial (en procesos combinados de calor y energia,
CPH), y los sectores residencial, comercial, agricola, etc. (en calefaccion y cocina),

representa aproximadamente el 95% del uso de energia renovable”.

El bioetanol y el biodiesel son los dos biocombustibles con mayor presencia en
la industria mundial, son mezclados con otros combustibles segun las politicas

regulatorias de cada pais, (Vasquez et al., 2017).


https://www.iea.org/
http://www.osinergmin.gob.pe/
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2.2.3.2. Tipos de Biocombustibles

Los biocombustibles provienen de fuentes renovables y son clasificados por fuente,
tipo y generacion. Los biocombustibles primarios son utilizados directamente para
obtener energia y calor, o pueden transformarse en biocombustibles secundarios:
etanol, biodiesel, biogas o carboén vegetal, (Jimenez E. y Castillo, 2021; Dalena et
al., 2019). Los biocombustibles son solidos (lefia, carbon vegetal, astillas y pellets
de madera), liquidos (bioetanol, biodiésel, biocombustible de pirdlisis) y gases
(biogas, biohidrogeno y gas de sintesis), producido y usados intensamente durante

los ultimos afios (Guo et al., 2015; Basile & Dalena, 2019; Das y Varanasi, 2019).

Los biocombustibles, conceptualmente pueden clasificarse segun: su origen, la
naturaleza, el tipo de materia prima y por la tecnologia de conversion de la biomasa,;
visualizar la Fig. 2.7. Los biocombustibles secundarios estan subdivididos en cuatro
generaciones; por Ruta tecnoldgica existen tres tipos de conversion: termoquimica
(combustion, gasificacion y pirdlisis); quimica (biomasa en combustibles liquidos);
y bioquimica (fermentacion), (Das y Varanasi, 2019; Dalena et al., 2019). Por tanto,
la industria de biocombustibles y bioenergia dependen de la cantidad y calidad de
la biomasa disponible, de la tecnologia para generar el combustible, y de la

capacidad de utilizarlo de manera eficiente y rentable, (Jimenez E. y Castillo).

CLASIFICACION DE BIOCOMBUSTIBLES

|

B 4 )
POR ORIGEN DE PRIMARIOS SECUNDARIOS PORRUTA TECNOLOGICA
RECURSOS (Naturaleza de biomasa) (Tipo de materia prima) DE CONVERSION
J J
[ & ( N | [ 4°Generacion | isi -
Biomasa Soélidos ol G d it e Fisico & Quimica
> Terrestre | (lefia, biocarbon, astillas (G "(":2‘ . (Extraccion supercritica,
(animal. vegetal) v pellets de madera) (S AEANY OO J Transesterficacion) |
J (= D,

7 \| . ) R 2° Generacion N )
Blomasa _ Liquidos. (residuos lignocelulosicos) Bioquimica
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microbiana bi hIIdI’O eno) ! N 4° Generacion g 'AP 2
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Figura 2.7. Esquema conceptual de la clasificacion de los biocombustibles.
Ref.: Jimenez E. y Castillo, (2021); Das & Varanasi, (2019).
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2.2.3.3. Biorrefineria, enfoque para la producciéon de biocombustibles

El concepto de biorrefineria es similar a las refinerias petroleras actuales que
producen multiples productos del petréleo crudo. La biorrefineria es especialmente
atractiva para las comunidades rurales si todos los desechos generados se reciclan,
(Devarapalli & Atiyeh, 2015). La produccién de biocombustibles en un enfoque de
biorrefinerias implica la integracién de diferentes procesos de bioconversion para
producir combustibles y productos quimicos, ver Fig. 2.8, una posible solucién para
mejorar la economia del proceso (Velazquez et al., 2018; Fan et al., 2020). Por
tanto; en el futuro desarrollo quimico de las biorrefinerias, los métodos y técnicas
utilizadas deben minimizar el impacto medioambiental, y los productos obtenidos
sean ecoldgicos y sostenibles. “El uso de materia prima sostenible no es garantia
suficiente para un futuro préspero de las nuevas generaciones”, (WBA-Asociacion
Mundial de Bioenergia, 2019; Préat et al., 2020).
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Figura 2.8. Procesos integrados en una biorrefineria para producir combustibles 3G
y COpI"OductOS. Ref.: Veldzquez et al., (2018); Jimenez E. y Castillo, (2021).
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2.2.4. MODELOS MATEMATICOS DE LA FENOMENOLOGIA DEL PROCESO

Los modelos matematicos, en el ambito de microorganismos, han sido investigados
y discutidos ampliamente en la literatura, desde modelos de crecimiento hasta los
modelos cinéticos. Por tanto, en base a los fundamentos tedricos y metodoldégicos,
son seleccionados y postulados los modelos matematicos apropiados para evaluar
la fenomenologia del proceso para obtener bioetanol a partir de P. cruentum.
Asimismo; mediante programas computacionales son realizados todos los calculos
requeridos, usando la data experimental adquirida a nivel de laboratorio, de las

diferentes condiciones operacionales estipuladas en el Disefio Experimental.

2.2.4.1. Modelado matematico en la etapa del cultivo de microalgas
El crecimiento celular, en un cultivo de microorganismos, presenta cuatro fases

definidas: fase de adaptacion o latencia (lag), fase de crecimiento exponencial (log),

la fase estacionaria, y la fase de muerte.

Sigmoid funcion

Fase estacionaria

-
;5
- a
® e

\\

# de celulas
ml

Fase .
exponencial

log

aagaptaadn

Tiempo (dias) -10

Figura 2.9. Curva de crecimiento de microorganismos, en la etapa de cultivo.

El conocimiento de cédmo se multiplica una poblacion celular en un cultivo de
microorganismos es fundamental para el modelado, el crecimiento celular es

considerado como una reaccion autocatalitica de primer orden, expresado asi:

dN

=uN 2.1

dt (2.1)
Siendo;

H- velocidad especifica de crecimiento celular; N: nimero de células en el cultivo

(densidad celular; N° células/volumen); t: tiempo evaluativo del crecimiento.
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Considerando p constante, que s6lo ocurre en la fase de crecimiento exponencial,

la integracién de la Ec. (2.1) queda como sigue:
N t
dN
J(W - ﬂjdt (2.2)
No 0

Evaluando entre los limites, finalmente se obtiene:

Y(t)=Ln(N,/N,)=put 23)

a) Modelos matematicos para evaluar la funcién de crecimiento celular Y(t); la
funcién completa de crecimiento celular tiene forma sigmoidal, ver Fig. 2.9, en la
literatura diferentes modelos matematicos poblacionales han sido propuestos y
correlacionados para simular el crecimiento celular de microorganismos, en este

estudio se considera evaluar los siguientes:

Modelos para evaluar funcion de crecimiento celular,
Y(t)=Log(N/N,)

Gompertz :  Y(t)=a Exp(b Exp(—c t)
Gompert; - Makehan : Y (1) =a (Exp(—Exp(b—c t))

a (2.4)

Logistico: Y({)=——
g ® l+be®!

Monomolecular : Y (t)=a (1-b*Exp(—(b—c t))
Mitcherlich: Y (t)=a-b*ct
b) Conteo celular de un cultivo; técnica directa y tradicional, visualiza un volumen
predefinido de cultivo colocado en un hemocitdmetro (camara de Neubauer) a

través del microscopio, se cuentan las células utilizando un contador manual.

Existen protocolos y féormulas (Arredondo et al., 2017), para este procedimiento:
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(2.5)

>
N, :( 4ij FD 10*; (células / mL)

Siendo;
Ny nimero total de células; Cy: numero de células por cada cuadrante de la

camara Neubauer; Fp: factor de dilucion.

c) Los parametros cinéticos en el cultivo de microalgas; datos experimentales
obtenidos del conteo celular diario de un cultivo, son procesados para predecir
la velocidad especifica de un crecimiento celular y sus parametros inherentes

usando las correlaciones propuestas por Guillard (1973).

- Velocidad de crecimiento L; el modelo de Monod establece:

S . H
lu:Iumax k +S’ — [,U JNOS (2.6)

S

Asimismo; la velocidad especifica de crecimiento celular, en la fase de

crecimiento exponencial, se deduce a partir de la Ec. (2.3) como sigue:

~Ln(N,/Ny) Ln(N,)-Ln(N,)
ot -t t, —t, @7

donde;
No. Numero inicial de células; N¢: Numero final de células; to: tiempo inicial;

ts: tiempo final.

- Divisién celular, D; es el numero de divisiones que puede realizar una célula,

o[ _#
Ln (2) (28)

- Tiempo de duplicacion celular, TD; tiempo requerido para que una célula se

en una unidad de tiempo.

divida (o para que la poblaciéon de un organismo se duplique en numero).

L)) :(i)
Y7 D

(2.9)
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- Produccion celular diaria, PD: concentracion celular producida por dia:

Ci+1 B Ci
ti+1 o ti (210

PD =

donde;
Ci: concentracién celular en tiempo i-ésimo; ti: tiempo i-ésimo.

2.2.4.2. Modelado matematico en la etapa de hidrélisis enzimatica

Las enzimas han sido motivo de diferentes estudios (Adney y Baker, 1996; Agustini
y Febrian, 2019; Bader A. et al., 2020; Costa P., 2017; Fernandes de Souza et al.,
2020; Hernandez D. et al., 2015; Kim M-H. et al., 2014; Shokrkar et al., 2018; etc.),
demostrando ser valiosas herramienta biotecnoldgicas y que tienen gran aplicacion

para facilitar la liberacion de los componentes encerrados dentro de células.

En este estudio, es utilizado un céctel de enzimas Celulasa derivados de
Trichoderma reesei; inicialmente se evalua la condiciones Optimas requeridas para
alcanzar la maxima Actividad enzimatica; posteriormente, con esta informacién
se efectua la hidrdlisis enzimatica de la biomasa microalgal de Porphyridium
cruentum para liberar los carbohidratos (como azucares reductores) contenidos en
la pared celular y estructura intracelular. Finalmente, el hidrolizado enzimatico es

llevado a fermentacién con levadura para obtener el bioetanol correspondiente.

Segun la literatura citada, los procedimientos enzimaticos siguen similares

meétodos experimentales y de calculos. Asi tenemos:

- Método de linealidad; es utilizado para evaluar el rango de linealidad (Adney y

Baker, 1996) de la enzima Celulasa y su correspondiente Actividad.

Curva de calibrado de DNS 0609 °
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1.0 0.004

0.8 0.003

0.6

Abs (540 nm)
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0.4

0.2
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Conc. Azucar reductor (g/L) glucose (mg/0.5ml)

Figura 2.10. Grdficas de linealizacion: (a) patrdn de calibrado, (b) concentracion de aztcar.
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- Actividad enzimatica; segun Adney y Baker (1996), es calculado mediante:

FPU = 0.37 ; (units/mL) (2.11)
[enzyme]

releasing 2.0 mg glucose

- Rendimiento de la hidrélisis; Shokrkar et al. (2018), y Fernandes de Souza et

al. (2020), establecen que puede calcularse mediante:

— Glucosaextraida (g)
. :
rendimiente - carbohidrato

Glucosa x 100; (%) (2.12a)

total, en algas (g

B ([Glucosa]y,,, —[Glucosa],.;, ) Vliquido

Glucosa,_ ;... = — x 100; (%)
Masa,,, * [solidos] * Fglucosa
M -M o
Vliquido :( asarotal asaSOthS) 5 (L) (2-12b)
p agua
Masatotal = Masasélidos + Masaenzimas + Masabuffer; (g)
.. Gl /L
Productividad = [ : ucosalyyy (8 )X 100; (g/L-h) (2.14)
tlel’nporeacci(’)ns (h)
Etanol .
Etanol .= pocie (8) x 100; (%) (2.13)
GlucosaExtraida, de algas g
donde;

[Glucosa]: concentracion de glucosa, en hidrdlisis, (g/L);
[sélidos]: concentracion, en la carga, (%);

Fgiucosa: fraccion masica inicial de glucosa, (g-glucosa/g-biomasa)
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Capitulo III

MARCO METODOLOGICO

El presente estudio desarrolla un método operacional orientado a optimizar un

proceso biotecnoldgico para producir bioetanol a partir de biomasa microalgal de P.

cruentum; el cual incluye evaluar las diversas etapas del proceso, desde el cultivo

de la cepa, el pretratamiento de la biomasa cosechada, la hidroélisis de la biomasa,

la fermentacion de azucares para obtener bioetanol 3G.

3.1. HIPOTESIS DE LA INVESTIGACION

3.141

3.1.2

Hipétesis general

Mediante una estrategia de optimizacion para las condiciones controlables
de cultivo e hidrdlisis enzimatica de la biomasa, de la microalga Porphyridium
cruentum, es posible determinar las condiciones operacionales mas

adecuadas para la produccion de bioetanol de tercera generacion.

Hipétesis especificas

- Las microalgas Porphyridium cruentum, pueden cultivarse adecuadamente
en un ambiente terrestre controlado.

- En condiciones operacionales O6ptimas, la hidrélisis enzimatica de la
biomasa microalgal de Porphyridium cruentum, permite obtener azucares
fermentables.

- Las condiciones apropiadas para la fermentacion de la biomasa algal
hidrolizada, puede estandarizarse utilizando una levadura comercial
conocida.

- La caracterizacién del bioetanol de tercera generacién puede determinarse

con las normas técnicas referenciadas en la literatura.
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- Es posible interpretar la fenomenologia evolutiva del proceso, mediante el
modelado matematico del crecimiento de las microalgas en la etapa de
cultivo, en la etapa de la hidrdlisis enzimatica y la etapa de fermentacion,
relacionando la interaccion de las diversos parametros y variables
operacionales.

- Los resultados del estudio sentaran las bases tecnologicas para proponer
la elaboracién del disefio de una planta piloto agroindustrial, con enfoque

de biorrefineria, que utilice la microalga Porphyridium cruentum.

3.2. VARIABLES E INDICADORES DE LA INVESTIGACION

3.2.1. Definicion de variables

Tabla 3.1. Definicién de variables

Etapa | Etapalll
VARIABLES . . . St . Zat . .
Cultivo de microalgas Hidrélisis enzimatica de biomasa microalgal

: lluminacién, agitacion con burbujeo aire,  temperatura, concentracion del sustrato, y la

Independientes e - ] ;
dosificacion de carbono orgénico. concentracion de enzima

tiempo de reaccion, hidrolizado enzimatico,

masa de carbohidratos liberados (azlcares

reductores).

Crecimiento celular, Productividad de

Dependientes biomasa

Medio nutricional, temperatura, pH,

Intervinientes __;. .
salinidad

Biomasa algal seca, buffer citrato sédico.

3.2.2. Definicién operacional e Indicadores

Tabla 3.2. Operacionalizacién de variables e Indicadores

VARIABLES DIMENSIONES INDICADORES PARAMETROS INSTRUMENTO
o Calidad
» microalga Disponibilidad v" Propiedades biolégicas
e Cantidad
> Biomasa algal o Logro de objetivos v" Rendimiento Normas Técnicas y
i Grado de pureza Manual de
» Bioetanol o Trabajo aplicable v' Tiempo operacional procedimientos
. Organizacion o Factibilidad Técnico
» Tecnologia ] :
X v’ Tecnologia apropiada
operacional

Eficacia Econbmico
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3.3. METODOS DE LA INVESTIGACION

En concordancia con los lineamientos Metodoldgicos de la Investigacidon Cientifica,
(Hernandez-Sampieri y Mendoza, 2018), el objeto de estudio es de naturaleza
cientifico-experimental, integra métodos cualitativo y cuantitativo, debido a las
caracteristicas fenomenoldgicas y operacionales del proceso. Estos métodos
permiten observar, recolectar y procesar datos, formular y responder preguntas
para comprobar la Hipdtesis. Mediante un analisis riguroso, y sistematico, de los
resultados llegar a conclusiones para poder explicar el comportamiento de las
variables del objeto de estudio. Ademas, generar y ampliar el conocimiento y
fortalecer la teoria planteada. Para tal efecto, se ha efectuado una seleccion y
analisis critico de literatura publicada, para conocer el estado del arte, conjugando

los principios tedricos y experimentales del estudio.

3.4. DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefo estadistico experimental contempla una amplia variedad de estrategias
necesarias para generar la informacion 6ptima que se busca del objeto de estudio.
En este estudio se determinan los valores 6ptimos de los parametros operacionales,
tanto para el cultivo microalgal, la hidrdlisis de su biomasa y en la fermentacion de
los azucares producidos. Por tanto; para el Disefio Experimental y la Optimizacion

con método de Superficie de respuesta, se utiliza el software estadistico Minitab.

3.4.1. Factores y dominio experimental en el cultivo de microalgas
En la Tabla 3.3 se muestran los factores seleccionados y su dominio
experimental, con sus valores maximo y minimo, aplicados en la evaluacion
de las variables operacionales del cultivo microalgal de P. cruentum en un

ambiente controlado.

Tabla 3.3. Factores y dominio experimental en el cultivo de microalgas.

FACTORES DOMINIO EXPERIMENTAL

. . REFERENCIA
Nivel (-1) Nivel (+1)

Friedman et al. (1991); Kim, et al.

Xy: luminacion (watt) 10 32 (2017); Agustini y Febrian, (2019)

X,: Flujo de aire (LPM) 05 15 Rebolloso et al. (2000); Kim, et al.
(2017).

X Dosificacion C (g/L) 0.0 05 Andreeva et al. (2020); Kim, et al.

(2017)
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3.4.2. Diseno experimental codificado en el cultivo de microalgas
El Disefio Experimental Central Compuesto es utilizado en la planificaciéon
del procedimiento experimental, en la etapa de cultivo de la microalga P.
cruentum. Los factores de evaluacion son mostrados en la Tabla 3.4,
variables codificadas y decodificadas, distribuidos con software Minitab. Las
variables operacionales ambientales no controlables (pH, Temperatura,
salinidad) se mantienen constantes dentro de los valores recomendados en
la literatura, (Wang et al., 2007; IMARPE, 2011; Kim H. et al., 2017; Shokrkar
et al., 2018). Fueron evaluados volumenes de 200, 500 y 1000 mL, cada

tratamiento se hizo por duplicado.

Tabla 3.4. Disefio Experimental Central Compuesto, en la evaluacién del cultivo de
microalga Porphyridium cruentum.

Tto Variables codificadas Variables decodificadas
N° - - X uur?vi\?aaﬁc)ién FIuj(oL g&)aire Doscgfzglal_c)ién
1 1 1 1 32.00 1.50 0.50
2 0 0 0 21.00 1.00 0.25
3 0 a 0 21.00 1.84 0.25
4 -1 -1 1 10.00 0.50 0.50
5 a 0 0 39.50 1.00 0.25
6 1 1 -1 32.00 1.50 0.00
7 0 0 0 21.00 1.00 0.25
8 -1 1 1 10.00 1.50 0.50
9 0 0 —a 21.00 1.00 -0.17
10 - 0 0 2.50 1.00 0.25
11 -1 1 1 10.00 1.50 0.00
12 0 0 0 21.00 1.00 0.25
13 0 0 o 21.00 1.00 0.67
14 0 0 21.00 1.00 0.25
15 1 1 1 32.00 0.50 0.00
16 1 1 1 32.00 0.50 0.50
17 -1 1 1 10.00 0.50 0.00
18 0 —a 0 21.00 0.16 0.25
19 0 0 0 21.00 1.00 0.25
20 0 0 0 21.00 1.00 0.25

a=1.68179
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3.4.3. Factores y dominio experimental en la hidrélisis enzimatica de la

biomasa microalgal

Los factores, en su dominio experimental con valores maximo y minimo,

requeridos para evaluar las condiciones Optimas en la hidrélisis enzimatica

son mostrados en la Tabla 3.5, segun se indica:

Tabla 3.5. Factores y dominio experimental en la hidrdlisis enzimdtica de biomasa microalgal.

DOMINIO EXPERIMENTAL
FACTORES REFERENCIA
Nivel (-1) Nivel (+1)
X,: Temperatura (°C) 40 60 Kim, et al. (2017); Shokrkar (2018)
X,: concentracion de enzima (dilucién) 1:400 1:200 Kim, et al. (2017); Shokrkar (2018)
Xs: concentracion de sustrato (g/100 mL) 1 5 Kim, et al. (2017); Shokrkar (2018)

3.4.4. Diseno experimental codificado en la hidrélisis enzimatica de biomasa

En la Tabla 3.6 son mostrados los factores, codificados y decodificados,

segun disefio Factorial elaborado con software Minitab, utilizados para

evaluar las condiciones operacionales 6ptimas de la hidrdlisis enzimatica de

la biomasa microalgal de P. cruentum.

Tabla 3.6. Disefio experimental Factorial, en la evaluacion de la hidrélisis enzimdtica de
la biomasa microalgal.

Variables codificadas

Variables decodificadas

Tto Temperatura  Concentracion de  Concentracion de
N° e 2 & (°C) sustrato (/100 mL)  enzima (dilucién)

1 -1 -1 -1 40 1 1:400

2 -1 -1 +1 40 1 1:200

3 -1 +1 -1 40 5 1:400

4 -1 +1 +1 40 5 1:200

5 +1 -1 -1 60 1 1:400

6 +1 -1 +1 60 1 1:200

7 +1 +1 -1 60 5 1:400

8 +1 +1 +1 60 5 1:200
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3.5. POBLACION Y MUESTRA
v Poblaciéon, densidad poblacional celular obtenida mediante el cultivo
controlado de la cepa P. cruentum.
v' Muestra, cantidad de biomasa microalgal cultivada necesaria para realizar
el estudio, segun disefio experimental establecido, seleccionadas

aleatoriamente para evitar el sesgo y reducir la incertidumbre.

3.6. ACTIVIDADES DEL PROCESO INVESTIGATIVO

El trabajo experimental fue ejecutado en la Universidad Nacional del Santa. El
cultivo de microalgas Porphyridium cruentum fue realizado en el Laboratorio de
Recursos Acuaticos y Cultivo de Especies Auxiliares de la Facultad de Ciencias;
mientras que la hidrélisis enzimatica de la biomasa microalgal y fermentacién
del hidrolizado se realiz6 en el Laboratorio de Quimica Organica y Bioprocesos de
la Facultad de Ingenieria. Asimismo; para el soporte analitico se requirié los

servicios del Instituto de Investigacion de Tecnologias Agroindustriales [ITA-UNS.

3.6.1. Procedimiento experimental
La Fig. 3.1 muestra el flujograma del procedimiento experimental, proceso

biotecnoldgico para producir bioetanol a de nivel laboratorio.

Cultivo de microalgas Porphyridium cruentum

(Determinar valores éptimos de los pardmetros ambientales
controlables, para el cultivo y elevada produccion de biomasa
microalgal de Porphvridium cruentum)

h 4

Hidrolisis enzimatica de biomasa Hidrolisis enzimatica de biomasa
microalgal in natura microalgal pretratada
(identificar las condiciones para hidrolisis (identificar condiciones para hidrdlisis de

de la biomasa microalgal seca) la biomasa microalgal seca y triturada)

v v

Fermentacién de la biomasa microalgal hidrolizada

(estandarizar las condiciones operacionales para la
fermentacion de la biomasa microalgal hidrolizada)

v

Destilacién del fermento hidrolizado

(validar rendimiento de produccién de Bioetanol)

|

Caracterizacion del bioetanol

Figura 3.1. Flujograma para el procedimiento del trabajo experimental.
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3.6.2. Cultivo de microalga Porphyridium cruentum.

3.6.2.1

3.6.2.2

La cepa microalgal; la microalga Porphyridium cruentum, empleada en el
estudio, fue adquirida del Institute Algae Research Supply USA, ver Fig.
A.3; esta cepa para su buena conservacion y desarrollo es mantenida en
un medio de cultivo solido de Agar-Agar 3%, ver Fig. A.5. Asimismo; su
crecimiento en pequefa escala para mantener su vitalidad y ser utilizado
como inéculo, es realizado en un medio nutricional compuesto por agua
marina esterilizada y nutriente F/2 de Guillard y Ryther (1962, 1975; ver en

anexos Tabla A.15), en relacion (1mL nutriente/1000 mL agua).

Condiciones del cultivo microalgal; las condiciones de seguridad,
buenas practicas de laboratorio y salubridad estan sujetos a los protocolos
establecidos en la literatura (IMARPE, 2011; Arredondo et al., 2017).

En el cultivo, la cepa de P. cruentum es inoculada en un medio
nutricional (agua marina esterilizada y nutriente F/2 de Guillard y Ryther) a
temperatura ambiente de 20-25 °C, pH 6.5-8.5 (Kim, et al.,, 2017) y
fotoperiodo de luz continua con iluminacién LED color blanco. En general,
para el cultivo de microalgas son utilizados frascos Erlenmeyer de 250 mL,
que contiene 100 mL de inéculo y 100 mL de medio nutricional, a diferentes
condiciones ambientales controlables (iluminacion, flujo de aire, adicion de

C organico), segun disefio experimental establecido (Tabla 3.4).

El sistema de iluminacién consiste en fluorescentes LED color blanco,
la potencia eléctrica y lux es regulado por el numero de elementos que se

requiera implementar, para cada rango del trabajo experimental.

El flujo de aire, suministrado por un ventilador mecanico que absorbe
del medio ambiente, es distribuido a los recipientes de cultivo, sirve como
transportador del CO2y también como medio de agitacion para evitar la

sedimentacioén del cultivo.

La adicién de Carbono organico, como suplemento nutricional, es para
aprovechar su potencial de induccion y lograr mayor acumulacién de
carbohidratos en las microalgas P. cruentum; para tal efecto se utiliza

glucosa (fuente de carbono organico) como suplemento del nutriente F/2
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en un rango experimental 0-0.5 g/L, conforme esta estipulado en el Disefo

experimental, Tablas 3.3y 3.4.

El diéxido de carbono COz2, contenido en aire burbujeante en el cultivo,
es fijado por las microalgas y acumulado principalmente en forma de
carbohidratos, (Shokrkar H. et al., 2017). “Para la produccién econémica
de bioetanol a partir de microalgas se requiere un contenido de
carbohidratos suficiente y una cosecha de biomasa eficiente. Muchos
estudios han informado sobre el aumento del contenido de carbohidratos a
través del control de los nutrientes, asi como de los métodos de cosecha
para reducir los costos y el consumo de energia. En uno de estos estudios,
la suplementacién con bicarbonato para microalgas aumento la
biomasa y el contenido bioquimico”, (Kim M-H. et al., 2017). Andreeva et
al., (2021), hicieron estudios con tres especies de microalgas (Arthrospira
platensis Gomont, Chlorella vulgaris Beijer y Dunaliella salina Teod) con la
finalidad de controlar la acumulacién de carbohidratos y determinar su
potencial para producir biocombustibles. Utilizaron azucares (fructosa,
sacarosa, maltosa y glucosa) como fuentes de carbono organico y

complemento del medio nutritivo, evaluando un rango de 0,05 — 5,0 (g/L).

“Los resultados experimentales muestran que la concentracion de
biomasa microalgal aumenta a medida que la adicion de Carbono organico,

al cultivo, se incrementa”, (Shokrkar H. et al., 2018; Andreeva et al., 2021).

3.6.2.3 Dinamica del crecimiento celular; desde inicio de cultivo y cada 24 horas,
se efectua medicidn directa de variables controlables (iluminacion, flujo de
aire, adicion de C organico) y variables ambientales (Temperatura, pH,
salinidad). Asimismo; se toma muestras de 5 mL de cada cultivo, una
pequefia alicuota es para efectuar el conteo de la densidad celular; en una
camara de Neubauer bajo microscopio electrénico, y la porcion excedente
es utilizado para efectuar lecturas de su densidad o6ptica (Absorbancia a
640 nm) en espectrofotdmetro. Esta etapa del cultivo tiene una duracion
de seis a diez dias, dependiendo del disefio experimental, hasta llegar a la
cosecha de la biomasa que debe centrifugarse durante 10 min a 4000 rpm
(Kim, et al., 2017), el precipitado es guardado para evaluar el peso seco.

Estos procedimientos siguen los protocolos de Arredondo et al. (2017).



49

3.6.3. Hidrdlisis enzimatica de la biomasa microalgal

3.6.3.1 Caracterizacion enzimatica de la Celulasa; medicion de la actividad
enzimatica aplicando método de Adney & Baker (1996); que se rige por las
pautas establecidas de la [IUPAC, disefiado para medir la actividad celulasa
en términos de "unidades de papel de filtro" (FPU) por mililitro de solucion
enzimatica original (sin diluir); se determinaron las condiciones ambientales

Optimas para obtener la maxima Actividad de la Celulasa.

3.6.3.2 Hidrdlisis enzimatica de la biomasa microalgal; se estudiaron las
condiciones operacionales Optimas necesarias y obtener mayor cantidad
de hidrolizado de la biomasa microalgal de Porphyridium cruentum. Este
proceso de hidrolisis enzimatica es realizado por accion del complejo
enzimatico Celulasa, que actua sobre la biomasa microalgal seca en su
forma in natura (s6lo seca) y también pretratada (seca y molida). Las
condiciones del céctel enzimatico (diluciéon maxima y minima), temperatura,
pH, velocidad de agitacion; son los valores optimos establecidos en la

evaluacion de su Actividad enzimatica, ejecutado previamente.

Las metodologias de hidrdlisis enzimatica desarrolladas por Shokrkar
et al. (2018) y Kim et al. (2017), fueron adaptadas para este proceso. Es
decir, descripcidn breve y concisa, biomasa microalgal seca (en escamas y
molida, separadamente) con una concentracién 5g/L en un tampén de
citrato de sodio, pH 4.5 — 5.0, es adicionada en un Erlenmeyer. Estas
muestras son esterilizadas a 120 °C durante 15 min; luego es mezclada
con 15 mL de enzima Celulosa (con diluciones 1:10, 1:15, 1:20; obtenidas
desde la solucién patron éptima 1:20 de celulasa) en un matraz Erlenmeyer
de 150 mL; para un volumen total de trabajo de 50 mL, por cada muestra.
Estos matraces Erlenmeyer, fueron incubados en un agitador Shaker a 150
rom y 50°C durante un periodo de tiempo 9-12 horas continuas. Las
muestras de analisis, 1 mL, se tomaron en diferentes tiempos de reaccion,
luego centrifugados y el sobrenadante recogido para verificar los
carbohidratos liberados (azucares reductores) que son medidos con el
método de Miller (1959), usando reactivo DNS, empleando glucosa como
estandar. La absorbancia, densidad optica, se determina a 540 nm

mediante un espectrofotometro.
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Fermentacion del hidrolizado, de la biomasa microalgal

El hidrolizado enzimatico de biomasa microalgal de P.cruentum, conteniendo
azucares liberados por accion de la Celulasa, es fermentada por la levadura
S. stipitis (pichia stipitis), verificandose la existencia de bioetanol producido,

analizado mediante cromatografia de gases.

Para la fermentacion del hidrolizado microalgal, metodologias propuestas
en la literatura (Castillo A., 1994; Costa et al., 2014; Shokrkar et al., 2017),
son adaptadas para este proceso. En primer lugar, las células de levadura
S. Stipitis es colocada como pre-indculo dentro de un matraz de 250 mL que
contiene 50 mL de un medio de activacion (Castillo, 1994), e incubadas
dentro de un Shaker con agitacion de 200 rpm y a 28 °C, durante 12 horas,
para activar la levadura (Costa et al., 2014), es un crecimiento aerobico.
Posteriormente, se inocula la levadura activada (2% aprox.) al medio de
fermentacion que contiene el hidrolizado enzimatico microalgal y de una
concentracion definida. En la fermentacidén aerdbica, se utiliza Erlenmeyer
de 250 mL con 50 mL de medio fermentativo, incubado en shaker con
agitacion 150-200 rpm y a 28-30 °C, se regula el pH a 6,5 que es un valor
adecuado para la produccion de bioetanol. Luego, muestras de 1 mL son
retiradas en los tiempos de Oh, 2h, 4h, 6h, 8h 10h y 12 horas de fermentacion,
para evaluacion de su Densidad Optica (a 540 nm en espectrofotémetro) y
verificar velocidad de crecimiento especifica para cada cultivo. Finalmente,
las muestras son centrifugadas, el sobrenadante es reservado para analizar
el consumo de azucar del cultivo, y la cantidad producida de bioetanol es por
cromatografia de gases. El precipitado es reservado para cuantificacion del

peso seco.

Escalamiento del proceso

Aplicado en la etapa del cultivo microalgal, para cuantificar la velocidad de
crecimiento de la biomasa. En el primer escalamiento, inicial, se trabaja con
volumenes de 100 mL de medio y 100 mL de inéculo, en matraz Erlenmeyer
de 250 mL, circulando aire atmosférico como medio de agitacién. El segundo
escalamiento, manteniendo la misma relacion, es realizado con volumenes
de 250 mL de medio y 250 mL de indculo, en recipientes de plastico de 1 L.

El tercer escalamiento utiliza relacion volumétrica analoga, 500 mL de medio
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y 500 mL de in6culo, en recipientes de plastico de 3 L, con ambiente mas
controlado en términos de pH, luminosidad, temperatura y velocidad del aire
atmosférico burbujeante. Los niveles de reproduccion alcanzados permiten
generar datos previsibles, pueden considerarse para un futuro escalamiento

industrial, al cual deben concatenarse la evaluacion técnico-econdmica.

3.6.6. Identificacion cualitativa y cuantitativa de los productos obtenidos
Los productos obtenidos en las diferentes etapas del proceso (cultivo,
hidrdlisis, fermentacion) fueron caracterizados mediante analisis proximal e
instrumental, siguiendo las Normas establecidas. Este trabajo analitico fue
realizado en el Laboratorio de Quimica organica, y complementado con los

servicios del Instituto de Investigacion y Tecnologias Agroindustriales UNS;

3.7. TECNICAS E INSTRUMENTOS DE LA INVESTIGACION

Las técnicas, instrumentos, indicadores y procedimientos, empleadas en el estudio,

organizadamente estan descritos en la Tabla 3.7.

Tabla 3.7. Organizacién de las técnicas e instrumentos para la investigacion

TECNICA INSTRUMENTO INDICADOR PROCEDIMIENTOS
Revisién Ficha resumen. Registto  de informacion, Elaborar instrumentos para
Documental . ) académica y tecnolégica. Estado registrar datos de Revision
Matriz de categorias del Arte. Sistematica de Literatura.
Guia de observacion Estado fisico y equipamiento Elaborar instrumentos para

material, del lugar asignado para registros de datos visuales,
trabajo experimental. ~Antes, (fotos y videos)

Observacion Escala observacion durante y después, de trabajos.

Lista de Cotejo

Elaborar ~ formatos  para

e o i Condiciones en las que se registros de evaluacion fisica.
gistro. desarrolla el trabajo experimental.

Registro de valores paramétricos Elaborar formatos técnicos,

operacionales, segun el disefio para registrar datos,

Ficha de registro de la experimental  formulado y el ¢ qlitativos.

informacion. procedimiento metodoldgico.
. " Elaborar formatos técnicos,
Experimentacion Instrumentos técnicos utilizados. para registrar datos,
Ficha de registro de la Registro de resultados, analisis de CUANTIALVOS.
informacion. la caracterizacion ~cualitativo- Elaborar  formatos  para
cuantitativo de los diferentes registros de eventos
productos obtenidos. imprevistos.

Ref.: Hernandez-Sampieri y Mendoza, (2018); Jimenez-Escobedo, (2019).



3.8. PROCEDIMIENTO PARA LA RECOLECCION DE DATOS

En la recoleccion de datos, es necesario y fundamental, seguir un procedimiento
que consta de lo siguiente: clasificacion, registro, tabulaciéon y codificacion.
Para tal efecto; en la adquisicion de la data experimental se utilizan diversos
instrumentos digitales, equipos de laboratorio con la instrumentacion confiable. Es

decir, estos datos deben ser confiables, validados para su registro y almacenados

en un ordenador portatil para su uso en los calculos pertinentes.

3.9. TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos recolectados son analizados, procesados y los resultados evaluados con

indicadores; siguiendo las técnicas y procedimientos descritos en la Tabla 3.8.

Tabla 3.8. Organizacién de las técnicas de procesamiento y andlisis de los datos

RUBRO TECNICA INDICADOR PROCEDIMIENTOS
. Clasificar, ordenar y codificar los
Recoleccion de Plan detallado de procedimientos oo\ b oe
(7 para recolectar datos
o Datos Inventario de datos adairidos Validar su registro, garantizando
: q confiabilidad de la informacion.
A Apli acni d alcul
[~ Procesamiento Data experimental, recolectada, y plicar tecnicas de calculos
a evaluada estadisticos, matematica analitica,
o de la técnicas numéricas, gréafica, etc.
> s Modelos matematicos, relacionados m -
= Informacioén con la fenomenoloaia baio estudio Utilizar  software  aplicativo
E 9 J ' apropiados; segun sea el caso.
g Elaborar los instrumentos de
il Presentacién informacion, legible, y entendible
(J] Y Reporte documentado. por parte del grupo académico
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Analisis Interpretar las relaciones entre
g Descriptivo Andlisis  Ldgico-Matematicas, de los las variables y los datos.
»n @ modelos matematicos y correlaciones. Establecer el grado de generalizar
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E Estadistico P tratamiento de los datos.

Niveles de medicion de variables

Validar o rechazar hipétesis

Ref.: Hernandez-Sampieri y Mendoza, (2018); Jimenez-Escobedo, (2019).
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Capitulo IV

RESULTADOS Y DISCUSION

El presente capitulo proporciona los resultados de la investigacion, experimentales
y los calculados con modelos matematicos, son reportados como Tablas y Figuras.
A continuacién, de cada resultado presentado, estos son interpretados y discutidos,

considerando los fundamentos tedricos e informacién de la literatura especializada.

41 EVALUACION DEL CULTIVO MICROALGAL DE Porphyridium cruentum

4.1.1 Caracterizacion micrografica de microalga Porphyridium cruentum
Utilizando un microscopio electronico MOTIC, y camara fotografica, se obtienen
micrografias que revelan el aumento de la densidad poblacional durante el conteo

celular diario, evaluacion cada 24h, del cultivo microalgal Porphyridium cruentum.

Figura 4.1. Micrografias x40 de la evolucién de la densidad poblacional en el cultivo de microalgas P.
cruentum: (a) dia inicial; (b) después de 48 horas; (c) foto ampliada, x100.

Ref.: fotos de autor, obtenidos en el laboratorio de Cultivo de Especies Auxiliares de la UNS.

La Fig.4.1a es una imagen del dia cero, observandose densidad poblacional minima.
La Fig. 4.1b es la densidad celular en el cultivo después de 48 horas. La Fig. 4.1c
foto ampliada x100, muestra la tipica estructura semicolonial que tienden a formar

las microalgas Porphyridium cruentum, al reproducirse poblacionalmente.
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4.1.2 Caracterizacion del crecimiento poblacional de Porphyridium cruentum

Los resultados mas relevantes del crecimiento poblacional de un cultivo microalgal
de P. cruentum, en condiciones ambientales controladas, son mostrados en esta
seccion. En la seccion Anexos estan descritos los aspectos técnicos operacionales
(secciones A.2.1 — A.2.3), data experimental adquirida a nivel de laboratorio y los

calculos correspondientes (secciones A.3.1 y A.3.2).

Crecimiento celular, cultivo Porphyridium cruentum

»/K

2.0E+07

y = -2540.8x*- 886573 + 1E+06x2 - 508727x+ 674728
R? = 0.9969 p

1.6E+07
1.2E+07

8.0E+06

® Experimental

4.0£+06 ® regidon LOG
y = 3.44E+06x - 3E+06
R*=0.9958 = = = Lineal (region LOG)

0.0E+00

densidad celular N (células/mL)

1] 1 2 3 4 5 6 7 8 9
tiempo (dias)

Figura 4.2. Perfil evolutivo del crecimiento celular, en cultivo de microalgas P. cruentum, para
condiciones ambientales controladas.

En la Fig. 4.2 se muestra el perfil tipico sigmoidal del crecimiento poblacional
de un cultivo de microorganismos; especificamente para la microalga P. cruentum.
Puede observarse las Fases caracteristicas: Fase de latencia (lag, dias 0-2), Fase
exponencial (log, dias 2-6), Fase estacionaria (dias 6-7) y finalmente la Fase de
muerte (a partir del dia-7). EIl cultivo inicia con una poblacion No = 6.8E05
células/mL y alcanza una maxima concentracion Nmax = 1.743E07 células/mL en el
dia-6, con velocidad especifica de crecimiento p = 0.3885 dias™' y una productividad
diaria PD = 3.44E06 células/mL-dia. El valor de la pendiente de Fig. 4.2 representa
la Productividad diaria. Asimismo; la pendiente de Fig. 4.3b representa la velocidad
especifica de crecimiento constante. Los datos experimentales son correlacionados

con un polinomio de 4° orden para mejor visualizacién grafica, ref. Tabla A.2.
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Figura 4.3. Modelos de crecimiento poblacional, de Gompertz-Makeham y Logistico, aplicados
al cultivo de microalgas P. cruentum.

La data experimental del cultivo de microalgas P. cruentum, ver Tabla A.3, fue

correlacionada con modelos de crecimiento poblacional de Gompertz-Makeham y

Logistico, Fig. 4.3. Estos modelos matematicos, con sus ventajas y desventajas,

son utilizados como métodos predictivos cuando los microorganismos son sujetos

al control de su crecimiento a diferentes condiciones, con limitaciones de recursos

materiales y/o en medios ambientales variables, de manera efectiva.
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Los coeficientes de los modelos matematicos de crecimiento poblacional son

deducidos mediante técnicas de Optimizacion de la funcion objetivo siguiente:

\/n (Y.exp _YmOdBlO)Z
minZ = = ;  (Nd: N° datos, Np: N° parametros)
Ny —N,
Los resultados obtenidos, utilizando aplicacion SOLVER de Excel, son reportados

en la Tabla 4.1; evaluados para la data experimental Tabla A.3, ver anexos.

En la Fig. 4.4, puede visualizarse el Analisis de Dispersion con el factor de
linealidad, R? de Pearson. Los valores obtenidos, R?2= 1.0, confirman los buenos
calculos de correlacion alcanzados de los modelos de crecimiento poblacional, de
Gompertz-Makeham y Logistico, con data experimental del cultivo de microalga P.

cruentum. Asimismo; el polinomio de 4° orden también es una buena alternativa.

ANALISIS DE DISPERSION

3.50

&
3.00 y = 0.9548x+0.1478 /
R? = 0.9953 - polinomio-4 a8

w
o
e 2.50 e
=] -
E
.6: 2.00
E. y = 0.9228x+0.2287
2 -

2 1.50 R*=0.9963 - Gompertz
&
- AT
M o100 ‘ v =0.9044x +0.2755
‘5‘ : R?=0.9917 - Logistico @ Gompertz vs Experimental
>-

0.50 @ Logistico vs Experimental

polinomio vs Experimental
0.00
0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50

¥Y2(t) = Log (N/No), experimental

Figura 4.4. Andlisis de dispersion, con factor de Pearson, de los modelos matemdticos de
crecimiento poblacional en el cultivo microalgal.

En concordancia con los resultados obtenidos, considerando los fundamentos
de la literatura especializada citada en el capitulo Il y la metodologia expuesta en
capitulo lll, es fundamental caracterizar las variables controlables y parametros
caracteristicos para un cultivo de microalgas. Los modelos matematicos de

crecimiento poblacional de Gompertz y Logistico, son correlaciones muy utiles para



57

describir la cinética del crecimiento poblacional en cultivo de P. cruentum. También
es factible, utilizando correctamente, aplicar un polinomio correlacional de 4° orden.
En la Tabla 4.1, son reportados los resultados mas relevantes obtenidos al estudiar
un cultivo microalgal de P. cruentum. Todos los calculos fueron realizados en hoja

electronica Excel.

Tabla 4.1. Pardmetros caracteristicos, de la cinética del crecimiento poblacional,
en un cultivo microalgal de P. cruentum.

DATA EXPERIMENTAL

REFERENCIAS dia N (células / mL) Y1 (t) = (N/No) Y2 (t) = Log(N/No)
Promedio: 4 9.714E+06 14.2851 2.2463
Maximo: 6 1.743E+07 25.6324 3.2439
Minimo: o 6.800E+05 1.0000 0.0000
velocidad especifica Division por dia Tiempo duplicidad  Produccidn diaria
u (dias™®) D (DIV/dia) TD (dias) PD (células /mL)
0.3885 0.5605 2.2382 3.44E+06

Modelo de crecimiento poblacional, Gompertz-Makeham:
Y(t)=a (Exp(-Exp(b—c t))

Funcion / Parametros a b c Zmin

Y1 (t)=(N/No)  25.9509 1.6776 0.6245 1.5570

Y2 () = Log (NINo)  3.2302 0.9292 0.7212 0.1188

. . . ’ - a'
Modelo de crecimiento poblacional, Logistico: Y ()= m

Funcién / Parametros a b c Zmin
Y1(t)=(N/No) 24.9137  27.4043 1.0014 1.2621

Y2(t)=Log (N/No)  3.1747 7.0138 1.0335 0.1518

Modelo de correlacion, polinomio 4° orden:
Yt)=a, t'+a, t’+a, t’+a, t+a,

Funcion / Parametros a4 a3 a2 al a0

Y1 (t) =(N/No) -0.0074  -0.0678 1.3728 -0.2266 1.0742
Y2 (t) = Log (N/No) 0.0006 -0.0089 -0.0335 0.9376 -0.0158
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4.1.3 Determinacion del peso seco total y contenido de carbohidratos en la

biomasa microalgal de Porphyridium cruentum

Arredondo et al. (2017), expresan que “la concentracion celular puede ser estimada
indirectamente usando la Densidad Optica de un cultivo de microorganismos”.
Asimismo; “el peso seco total de la biomasa microalgal presente en un cultivo, se
determina usando muestras de volumen y concentracion celular conocidos, las
cuales se concentran en filtros de peso seco conocido y se secan en una estufa

hasta peso constante”, (Arredondo et al., 2017).
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Figura 4.5. Determinacién del peso seco total, en biomasa microalgal de P. cruentum
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En la Fig. 4.5 es reportado las curvas de calibracion para evaluar indirectamente el
contenido de biomasa microalgal seca, producida en cultivo de P. cruentum, a partir
del conteo celular en microscopio y/o de la determinacién de su Densidad Optica
(absorbancia medida a 640 nm). Los datos experimentales requeridos para la
evaluacion se encuentran en seccion anexos, Tablas A4 y A.5. El peso seco de
biomasa alcanzado es de 1.152-1.419 g/L, medicidon experimental; mientras que a
través de la correlacion se predice un valor de 1.317 g/L; en la literatura se reportan
valores de 1.56 - 2.05 g/L (Shorkar et al., 2018), dependiendo de las condiciones
ambientales del cultivo. Tablas de datos experimentales, a diferentes condiciones

ambientales, son reportados mas adelante.

La determinacién de carbohidratos contenidos en la biomasa microalgal
seca de P. cruentum, fue desarrollado siguiendo el protocolo propuesto por
Arredondo et al. (2017), ver Fig. A.12. Asimismo, aplicando el método de Miller
(1959), reacciodn de dilucion de cultivo microalgal con acido Dinitrosalicilico DNS,
se comprueba la presencia de carbohidratos, especificamente azucar reductor
glucosa con 15.3 %. Los datos experimentales para la curva de calibracion estan

reportados en anexos, ver Tabla A.6.

Curva de calibracidn de carbohidratos

1.200

y =10.563x-0.0184

1.000 R? =0.9986

0.800
0.600

0.400

Abs (485 nm)

0.200

0.000
0.000 0.020 0.040 0.060 0.080 0.100 0.120

-0.200
Glucosa (g/L)

Figura 4.6. Curva de calibracion para evaluar presencia de Carbohidratos, en biomasa
microalgal de P. cruentum.
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En la literatura, Shorkar et al., (2017), reporta 29% de carbohidratos totales;
mientras que Kim et al., (2017), reporta composicion de azucares reductores totales
del 27.0 — 28.8 %, siendo el componente principal la glucosa con 16.6 — 16.9%.
Estos valores comparado con el 15.3% de glucosa alcanzado en el presente
trabajo, podemos manifestar que es un valor aceptable. Las diferencias se deben
a las diversas condiciones ambientales, y también por las caracteristicas del medio
nutricional utilizado. La presencia de azucares reductores en la biomasa seca de
la microalga P. cruentum, con glucosa en mayor proporcion, garantizan el objetivo
de obtener bioetanol de tercera generacion; previamente debe hidrolizarse estos

azucares fermentables.

4.1.4 Determinacion de condiciones optimas de las variables controlables en

cultivos de microalga Porphyridium cruentum

En concordancia al Disefio Experimental Central Compuesto, ver Tablas 3.3 y 3.4,
los diferentes experimentos fueron desarrollados a nivel de laboratorio y se
obtuvieron los valores de las variables respuesta (Numero de células por mL de
cultivo, el peso seco de biomasa microalgal y la productividad), con sus respectivos
parametros operacionales (Temperatura, pH, salinidad) no manipulables pero si
cuantificables, que mantenian casi constantes y dentro de los valores citados en la
literatura para este tipo de microalgas. En la columna de tiempo, el denominador
representa el tiempo de duracién de cada cultivo, el numerador es el dia en que
fue alcanzado el maximo numero de células segun conteo celular realizado;
debe precisarse que el tiempo de inicio de cada cultivo es referenciado como
dia-0. Las Tablas 4.2 a 4.4, reportan los resultados del crecimiento poblacional de
la microalga Porphyridium cruentum, correspondientes a determinados volumenes
de cultivo (200 mL, 500 mL y 1000L); este criterio tiene por finalidad evaluar los
efectos del escalamiento. Asimismo; las Fig. 4.7 y 4.8, muestran los perfiles
caracteristicos para algunas de las condiciones del disefio experimental
establecido.

También son reportados los parametros cinéticos de crecimiento y los
coeficientes de correlacion para el modelo poblacional de Gompertz-Makeham,
evaluados para Y(t) = Log (N/No), en Tablas 4.5 a 4.7, correspondientes para cada

volumen de cultivo (200 mL, 500 mL y 1000 mL) controlado.



Tabla 4.2. Resultados experimentales, promedio, obtenidos en 200 mL de cultivo de microalga Porphyridium cruentum

Tto Variables controlables Variables Respuesta variables operacionales

N° lluminacién I_=Iujo de dosis C pobla’cién N x 1076  biomasa seca Ij\rodu’ctividad’ Producgiv. tierppo T (C) pH
(Watt) aire (LPM) (@/L) (células / mL) W(g/L) 1076 (cél./ mL-dia) (g/L-dia) (dias)
1 32.00 1.50 0.50 13.070 (£ 0.16%) 1.1200 1.2950 0.4812 | 4/s5 23.0-27.0 7.30-8.50
2 21.00 1.00 0.25 9.182 (+ 0.21%) 0.8418 1.2581 0.4797 | 4/5 245-27.0 7.30-8.50
3 21.00 1.84 0.25 13.237 (£ 0.23%) 1.0182 1.2905 0.4810 | 4/6 26.1-27.5 7.54-8.78
4 10.00 0.50 0.50 10.609 (+ 0.30%) 0.9039 1.2777 0.4805 | 4/5 245-27.0 7.30-8.50
5 39.50 1.00 0.25 12.250 (£ 0.15%) 0.9413 5.7900 0.6700 | 6/7 245-26.5 7.30-8.70
6 32.00 1.50 0.00 11.150 (£ 0.19%) 1.1020 1.4275 0.4868 | 5/8 22.5-26.5 7.30-8.50
7 21.00 1.00 0.25 8.990 (+ 0.15%) 0.8334 1.1611 0.4756 | 5/8 245-27.0 7.30-8.50
8 10.00 1.50 0.50 16.429 (£ 0.10%) 1.1169 3.9588 0.5931 6/8 20.0-23.5 7.40-8.45
9 21.00 1.00 -0.17 9.050 (+ 0.18%) 0.8360 1.8827 0.5059 3/4 245-26.5 7.85-8.45
10 2.50 1.00 0.25 0.858 (+ 1.24%) 0.4629 0.1150 0.4317 | 4/5 245-26.5 7.85-8.45
11 10.00 1.50 0.00 12.110 (£ 0.32%) 0.9354 3.5875 0.5775 6/8 22.0-26.5 7.50-8.70
12 21.00 1.00 0.25 8.203 (£ 0.40%) 0.7992 4.4352 0.6131 6/8 245-27.0 7.30-8.50
13 21.00 1.00 0.67 17.430 (£ 0.10%) 1.1520 3.4363 0.5711 6/8 20.0-23.5 7.40-8.45
14 21.00 1.00 0.25 8.950 (£ 0.23%) 0.8317 7.9833 0.7621 5/8 245-27.0 7.30-8.50
15 32.00 0.50 0.00 7.040 (£ 0.23%) 0.8060 0.8725 0.4635 5/8 23.0-27.0 7.30-8.50
16 32.00 0.50 0.50 7.890 (£ 0.28%) 0.8440 0.8500 0.4625 | 4/5 23.0-27.0 7.30-8.50
17 10.00 0.50 0.00 9.1062 (+ 0.29%) 0.8093 0.8772 0.4637 | 4/5 245-27.0 7.30-8.50
18 21.00 0.16 0.25 10.058 (+ 0.38%) 0.8799 0.9005 0.4646 | 4/6 245-26.5 7.85-8.45
19 21.00 1.00 0.25 8.124 (£ 0.29%) 0.7957 0.8893 0.4642 | 4/5 245-27.0 7.30-8.50
20 21.00 1.00 0.25 8.285 (£ 0.31%) 0.8027 0.9356 0.4661 | 4/5 245-26.5 7.85-8.45
Promedio: 21.00 1.00 0.25 10.1011 (+0.29%) 0.8916 2.2112 0.5197
Minimo: 2.50 0.16 -0.17 0.8580 (+ 1.24%) 0.4629 0.1150 0.4317
Méximo: 39.50 1.84 0.67 17.4300 (+ 0.15%) 1.1520 7.9833 0.7621
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Tabla 4.3. Resultados experimentales, promedio, obtenidos en 500 mL de cultivo de microalga P. cruentum

Tto Variables controlables Variables Respuesta Variables operacionales
T UpED ARG e eRERgR Mupse gl B @ e w®
1 32.00 1.50 0.50 24.879 (£ 0.26%) 1.2315 9.9780 0.8540 4/5 24.5-27.0 7.30-8.50
2 21.00 1.00 0.25 9.643 (+0.13%) 0.8953 8.3150 0.7834 4/6 24.5-27.0 7.30-8.50
3 21.00 1.84 0.25 11.216 (£ 0.27%) 0.9664 4.1970 0.6088 4/5 25.0-27.5 7.80-8.90
4 10.00 0.50 0.50 |15.3140 (+ 0.06%) 1.0802 3.3010 0.5709 6/8 20.0-23.5 7.40-8.45
5 39.50 1.00 0.25 25.310 (£ 0.09%) 1.4189 5.4300 0.6611 5/6 245-27.0 7.30-8.50
6 32.00 1.50 0.00 13.887 (+ 0.46%) 1.2400 2.7717 0.5484 6/8 245-27.0 7.30-8.50
7 21.00 1.00 0.25 9.328 (+ 0.39%) 0.8811 2.3212 0.5293 6/8 245-27.0 7.30-8.50
8 10.00 1.50 0.50 |12.2975 (+0.20%) 0.9523 2.3025 0.5285 5/6 23.5-27.5 7.30-8.80
9 21.00 1.00 -0.17 8.310 (+ 0.27%) 0.8350 2.1836 0.5235 4/6 24.5-27.0 7.30-8.50
10 2.50 1.00 0.25 |10.5840 (+0.32%) 0.8797 2.6083 0.5415 4/6 25.5-27.5 7.40-8.45
11 10.00 1.50 0.00 8.475 (+ 0.36%) 0.9600 1.0638 0.4760 6/8 22.5-26.5 7.40-8.50
12 21.00 1.00 0.25 10.841 (£ 0.16%)  0.9495 4.8019 0.6345 4/6 25.5-27.5 7.40-8.54
13 21.00 1.00 0.67 18.490 (+ 0.68%) 1.1270 3.2238 0.5676 6/8 22.0-26.5 7.50-8.70
14 21.00 1.00 0.25 10.104 (£ 0.94%) 0.9161 4.4663 0.6203 4/6 25.0-27.5 7.80-8.90
15 32.00 0.50 0.00 15.298 (+ 0.23%) 1.0795 1.8011 0.5073 5/8 22.5-26.5 7.30-8.50
16 32.00 0.50 0.50 20.020 (+ 0.07%) 1.2073 5.1033 0.6473 5/6 24.0-26.5 7.50-8.80
17 10.00 0.50 0.00 7.4800 (+ 0.82%) 0.7480 1.0613 0.4759 6/8 22.0-26.5 7.50-8.70
18 21.00 0.16 0.25 7.725 (£ 0.73%) 0.8086 1.8200 0.5081 4/6 24.5-26.5 7.85-8.45
19 21.00 1.00 0.25 10.150 (+ 0.91%) 0.9182 1.9441 0.5133 4/6 24.5-26.5 7.65-8.72
20 21.00 1.00 0.25 9.660 (+ 0.86%) 0.8961 1.8029 0.5073 4/6 24.8-27.2 7.30-8.50

Promedio:  21.00 1.00 0.25  13.1367(£0.41%) 0.9995 3.5248 0.5803
Minimo: 2.50 0.16 -0.17 7.4800 (+ 0.32%)  0.7480 1.0613 0.4759
Maximo:  39.50 1.84 0.67 25.310 (+ 0.09%) 1.4189 9.9780 0.8540
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Tabla 4.4. Resultados experimentales, promedio, obtenidos en 1000 mL de cultivo de microalga P. cruentum

Tto Variables controlables Variables Respuesta Variables operacionales
oD RO TP SRl oot (S e o W 6
1 32.00 1.50 0.50 | 15.188 (+ 0.38%) 1.087 2.3580 0.5369 | 8/11 24.0-27.5 7.80-8.90
2 21.00 1.00 0.25 | 11.075 (+ 0.31%) 0.990 1.8750 0.5162 4/5 24.5-26.5 7.85-8.45
3 21.00 1.84 0.25 | 14.855 (£ 0.31%) 1.0007 2.2850 0.5337 4/5 24.5-26.5 7.85-8.45
4 10.00 0.50 0.50 8.935 (£ 0.20%) 1.189 1.6633 0.5071 4/6 23.5-27.5 7.30-8.80
5 39.50 1.00 0.25 | 12.988 (£ 0.48%)  0.9927 1.3299 0.4928 5/8 25.0-27.5 7.80-8.90
6 32.00 1.50 0.00 | 12.380 (+ 0.46%) 1.060 1.4300 04971 | 8/11 24.0-27.5 7.80-8.90
7 21.00 1.00  0.25 | 11.409 (+0.30%)  1.005 1.1931 04869 | 6/10 25.0-27.5 7.80-8.90
8 10.00 1.50 0.50 | 10.890 (+ 0.23%) 0.981 0.9967 0.4785 6/8 22.5-26.5 7.40-8.50
9 21.00 1.00 -0.17 | 7.590 (£0.42%) 0.827 0.9588 04769 | e6/8 225-26.5 7.40-8.50
10 2.50 1.00 0.25 6.445 (£ 0.37%) 0.774 0.4763 0.4562 5/6 23.5-27.5 7.30-8.80
11 10.00 1.50 0.00 | 10.610 (+ 0.38%) 0.968 1.7875 0.5124 6/8 22.5-26.5 7.40-8.50
12 21.00 1.00 0.25 | 11.325 (+0.29%) 1.001 2.3212 0.5353 4/6 24.5-26.5 7.85-8.45
13 21.00 1.00 0.67 | 13.056 (= 0.24%) 0.996 1.6750 05076 | 9/11 24.0-27.5 7.80-8.90
14 21.00 1.00 0.25 | 12.560 (x 0.31%) 1.059 1.4983 0.5000 |10/11 24.0-27.5 7.80-8.90
15 32.00 0.50 0.00 8.270 (£ 0.19%) 0.859 0.7650 0.4686 5/6 23.5-27.5 7.30-8.80
16 32.00 0.50 0.50 | 13.090 (+ 0.25%) 0.997 2.9250 0.5612 4/5 24.8-27.2 7.30-8.50
17 10.00 0.50 0.00 6.645 (+ 0.30%) 0.783 0.8950 0.4741 5/6 23.5-27.5 7.30-8.80
18 21.00 0.16 0.25 8.784 (£ 0.25%) 0.812 1.3633 0.4942 4/5 24.5-26.5 7.85-8.45
19 21.00 1.00 0.25 | 11.470 (= 0.31%) 1.008 1.7337 0.5101 3/5 245-26.5 7.85-8.45
20 21.00 1.00 0.25 | 12.445 (= 0.28%) 1.053 1.5517 0.5023 4/5 24.5-26.5 7.85-8.45
Promedio: 21.00 1.00 0.25 11.001 (= 0.31%) 0.972 1.5541 0.5024
Minimo:  2.50 0.16 -0.17 6.645 (+0.30%) 0.774 0.4763 0.4562
Maximo:  39.50 1.84 0.67 15.138 (£ 0.38%)  1.189 2.9250 0.5612

63



Tabla 4.5. Pardmetros cinéticos y de correlacién poblacional, calculados, para 200 mL de cultivo de microalga P. cruentum
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Tto  Variables controlables . = CeleaiE Tiempo — Produccién  parametros de GOMPERTZ - MAKEHAN
inacié ; i i 1006 (ac?'alltl),l’I;s/n):L) especifica (Divisiones/dia) duplicidad diaria PD
B e 1 7 < 1 1 (dias-1) TD (dias) (céL/mL) a b c Zmin
1 32.00 1.50 0.50 |13.070(+0.16%) 0.1104 0.1593 6.3279  1.2950E+06| 0.8770 1.9025 1.8097 0.0421
2 21.00 1.00 0.25 9.182 (+0.21%) 0.1073 0.1548 6.1476  1.2581E+06| 0.8520  1.8483 1.7581 0.0409
3 21.00 1.84 0.25 [13.237(x0.23%) 0.1100 0.1588 6.3060  1.2905E+06| 0.8739  1.8959 1.8034 0.0420
4 10.00 0.50 0.50 |10.609 (+0.30%) 0.1089 0.1572 6.2432  1.2777E+06| 0.8652  1.8770 1.7855 0.0416
5 39.50 1.00 0.25 |12.250(x0.15%) 0.5724 0.8257 1.5483  5.7900E+06| 4.5251 1.1573 0.6118 0.1741
6 32.00 1.50 0.00 |11.150(+0.19%) 0.1959 0.2827 0.3431  1.4275E+06| 1.6261  2.1144 1.3491 0.1167
7 21.00 1.00 0.25 8.990 (+0.15%) 0.1594 0.2299 0.2791  1.1611E+06| 1.3226  1.7198 1.0973 0.0949
8 10.00 1.50 0.50 |16.429 (+0.10%) 0.4781 0.6897 2.9326  3.9588E+06| 4.4150 1.1754 0.8833 0.1274
9 21.00 1.00 -0.17 | 9.050(+0.18%) 0.0012 0.0017 0.0074  1.8827E+06| 0.0111  0.0029 0.0022 0.0003
10 2.50 1.00 0.25 0.858 (+ 1.24%)  0.1082 0.1561 7.1710 1.1500E+05| 0.3235 1.8068 1.8776 0.0150
11 10.00 1.50 0.00 |12.110(+0.32%) 0.5115 0.7379 1.7185  3.5875E+06| 4.9253  1.1146 0.8480 0.1223
12 21.00 1.00 0.25 8.203 (+ 0.40%) 0.6324 0.9123 2.1246  4.4352E+06| 6.0891  1.3780 1.0484 0.1512
13 21.00 1.00 0.67 |17.430(+0.10%) 0.3885 0.5605 2.2382  3.4363E+06| 3.2302 0.9292 0.7212 0.1188
14 21.00 1.00 0.25 8.950 (+ 0.23%) 0.9025 1.3021 5.1999  7.9833E+06| 7.5045  2.1587 1.6754 0.2760
15 32.00 0.50 0.00 7.040 (£ 0.23%) 0.1424 0.2055 5.0018  8.7250E+05| 2.8972  1.3485 1.4145 0.0820
16 32.00 0.50 0.50 7.890 (+ 0.28%) 0.1213 0.1750 5.7184  8.5000E+05| 0.7576  2.5001 1.8950 0.0291
17 10.00 0.50 0.00 |9.1062 (+0.29%) 0.1252 0.1806 59011  8.7261E+05| 0.7818  2.5800 1.9556 0.0300
18 21.00 0.16 0.25 |10.058 (+0.38%) 0.1285 0.1854 6.0580  8.9582E+05| 0.8026  2.6486 2.0076 0.0308
19 21.00 1.00 0.25 8.124 (+ 0.29%) 0.1269 0.1831 5.9831  8.8474E+05| 0.7926  2.6158 1.9827 0.0304
20 21.00 1.00 0.25 8.285 (+0.31%) 0.1336 0.1927 6.2946  9.3080E+05| 0.8339  2.7520 2.0860 0.0320




Tabla 4.6. Pardmetros cinéticos y de correlacién poblacional, calculados, para 500 mL de cultivo de microalga P. cruentum
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Tto Variables controlables p » velocidad Tiempo Produccién Parametros de GOMPERTZ - MAKEHAN
—— - . : Aoblac’lon N x especifica o ) duplicidad diaria PD
N° IIur?Vl\;Zf)lon F|UJ(0L|g&)alre d((;s/lng: 1076 (células / mL) W (dias-1) (Divisiones/dia) TD (dias) (cél/mL) a b c Zmin
1 32.00 1.50 0.50 |24.879 (+0.26%) 1.3939 2.0109 5.1673 9.978E+06 12.4181  3.0809 2.2357 0.2555
2 21.00 1.00 0.25 9.643 (+ 0.13%) 1.1616 1.6758 4.3061 8.315E+06 10.3484 2.5674 1.8631 0.2130
3 21.00 1.84 0.25 |11.216 (+0.27%) 0.5864 0.8460 2.1739 4.198E+06 5.2243 1.2961 0.9406 0.1075
4 10.00 0.50 0.50 |15.314 (+0.06%) 0.5228 0.7542 1.9381 3.743E+06 4.6577 1.1556 0.8386 0.0958
5 39.50 1.00 0.25 |25.310(+0.09%) 0.3439 0.4962 2.0903 5.430E+06 2.5968 1.3249 0.9499 0.0719
6 32.00 1.50 0.00 |13.887 (+0.46%) 1.7555 2.5326 10.6695 2.772E+07 13.2551 6.7629 4.8485 0.3672
7 21.00 1.00 0.25 9.328 (+ 0.39%) 1.4702 2.1210 8.9354 2.321E+07 11.1007 5.6637 4.0604 0.3076
8 10.00 1.50 0.50 8.690 (+ 0.20%) 0.2740 0.3953 2.7737 1.623E+06 0.9397 3.2001 1.1983 0.0230
9 21.00 1.00 -0.17 8.310 (£ 0.27%) 0.3685 0.5317 3.7310 2.184E+06 1.2640 4.3045 1.6119 0.0310
10 2.50 1.00 0.25 6.661 (+ 0.32%) 0.4402 0.6351 4.4567 2.608E+06 1.5098 5.1417 1.9254 0.0370
11 10.00 1.50 0.00 8.475 (£ 0.36%) 0.1742 0.2513 4.5895 1.064E+06 1.3514 1.5000 0.8640 0.0476
12 21.00 1.00 0.25 |10.841 (+0.16%) 0.0786 0.1134 2.0718 4.802E+05 0.6101 0.6771 0.3900 0.0215
13 21.00 1.00 0.67 |18.490 (+ 0.68%) 0.2988 0.4311 3.3791 3.224E+06 4.4838 1.4894 1.3296 0.0952
14 21.00 1.00 0.25 |10.104 (+0.94%) 0.4140 0.5973 4.6815 4.466E+06 6.2120 2.0634 1.8421 0.1319
15 32.00 0.50 0.00 |15.298 (+0.23%) 0.1452 0.2095 7.0736 1.801E+06 1.2779 2.9148 2.0483 0.0737
16 32.00 0.50 0.50 |20.020(+0.07%) 0.4823 0.6959 1.5872 5.103E+06 2.5108 1.3641 0.7280 0.0746
17 10.00 0.50 0.00 7.480 (£ 0.82%) 0.2096 0.3023 3.8515 1.061E+06 2.2051 1.2565 0.9218 0.0882
18 21.00 0.16 0.25 7.725 (£ 0.73%) 0.3336 0.4813 4.9959 1.821E+06 3.1838 1.8667 1.3329 0.1104
19 21.00 1.00 0.25 |10.150 (+0.91%) 0.3562 0.5139 5.3340 1.944E+06 3.3993 1.9931 1.4232 0.1179
20 21.00 1.00 0.25 9.660 (+ 0.86%) 0.3303 0.4766 4.9466 1.803E+06 3.1524 1.8483 1.3198 0.1093




Tabla 4.7. Pardmetros cinéticosy de correlacion poblacional, calculados, para 1000 mL de cultivo de microalga P. cruentum
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Tto Variables controlables P . velocidad Tiempo Produccion  parametros de GOMPERTZ - MAKEHAN
— - . : Aoblac{on N x especifica o ’ duplicidad diaria PD
N° IIuTwaat;:)lon Fluj(tglsl)alre d((;SIISLg: 1076 (células/ mL) W (dias-1) (Divisiones/dia) TD (dias) (cél/mlL) a b c Zmin
1 32.00 1.50 0.50 | 15.188 (+0.38%) 0.2994 0.4319 3.7962 2.358E+06 | 2.6572 1.5613 0.5883 0.0978
2 21.00 1.00 0.25 |11.075 (x0.31%) 0.2365 0.3412 3.3437 1.875E+06 | 0.7784 2.1027 1.3616 0.0233
3 21.00 1.84 0.25 | 14.855 (+0.31%) 0.2063 0.2976 41138 2.285E+06 | 0.6127 2.6444 1.7507 0.0414
4 10.00 0.50 0.50 8.935 (+ 0.20%) 0.2725 0.3931 3.4400 1.663E+06 | 0.9417 2.0703 1.5309 0.0551
5 39.50 1.00 0.25 |12.988 (+ 0.48%) 0.3894 0.5618 5.5058 1.330E+06 | 1.0088 4.3543 2.8826 0.0681
6 32.00 1.50 0.00 | 12.380 (+ 0.46%) 0.1723 0.2486 4.9744 1.430E+06 | 2.2532 1.2947 0.7290 0.1070
7 21.00 1.00 0.25 |11.409 (+x 0.30%) 0.2041 0.2908 5.4399 1.193E+06 | 0.9660 3.9450 1.4626 0.0014
8 10.00 1.50 0.50 |10.890 (+ 0.23%) 0.1386 0.1999 7.5547 9.967E+05 | 1.5943 1.6391 0.7546 0.0783
9 21.00 1.00 -0.17 7.590 (+ 0.42%) 0.1759 0.2538 5.2425 9.588E+05 | 1.2299 1.7978 0.9690 0.0441
10 2.50 1.00 0.25 6.445 (= 0.37%) 0.1640 0.1321 -0.4245 4.763E+05 | 0.6823 1.9037 0.9066 0.0340
11 10.00 1.50 0.00 |10.610 (+0.38%) 0.2804 0.4045 2.8410 1.788E+06 | 1.6239 1.6528 0.7440 0.0492
12 21.00 1.00 0.25 |11.325 (= 0.29%) 0.2066 0.2891 3.4815 2.321E+06 | 1.1373 2.5527 1.2473 0.0523
13 21.00 1.00 0.67 | 13.056 (= 0.24%) 0.2485 0.3585 3.2125 1.675E+06 | 2.2532 1.2947 0.7290 0.1070
14 21.00 1.00 0.25 |12.560 (+0.31%) 0.2100 0.3030 4.6319 1.498E+06 | 2.4645 1.2054 0.3711 0.1161
15 32.00 0.50 0.00 8.270 (= 0.19%) 0.1084 0.1563 8.3851 7.650E+05 | 0.8868 1.8388 1.3459 0.0227
16 32.00 0.50 0.50 | 13.090 (+ 0.25%) 0.2958 0.4268 2.5618 2.925E+06 | 0.6419 4.7763 1.9949 0.0237
17 10.00 0.50 0.00 6.645 (= 0.30%) 0.1725 0.2489 4.6444 8.950E+05 | 0.7125 2.2556 0.9528 0.0357
18 21.00 0.16 0.25 8.784 (= 0.25%) 0.2088 0.3013 3.7366 1.363E+06 | 0.7054 1.9875 1.2983 0.0251
19 21.00 1.00 0.25 |11.470 (= 0.31%) 0.2066 0.2897 4.3519 1.734E+06 | 0.5958 4.3530 1.6003 0.0476
20 21.00 1.00 0.25 |12.445 (= 0.28%) 0.1562 0.2254 5.0802 1.552E+06 | 0.4801 2.3202 1.4898 0.0448
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En la Fig 4.7 son mostrados algunos perfiles del crecimiento poblacional, para los
diferentes volumenes de cultivo de la microalga P. cruentum, segun reporte de los
resultados experimentales consolidados en las Tablas 4.4 a 4.6, observandose que
agregar carbono organico (glucosa) como suplemento nutricional al cultivo induce
a que la poblacién microalgal tenga un mayor crecimiento comparado al cultivo de
control alimentado so6lo con nutriente Guillard F/2, confirmandose los estudios
realizados por Andreeva et al. (2021) con otros tipos de microalgas. Puede inferirse
que la microalga P. cruentum es mixotrofica, aparte del CO2 absorbido, puede
utilizar carbono puro (glucosa) para su crecimiento y fijarlo principalmente en forma

de carbohidratos.

Crecimiento celular, N(t) vs t
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Figura 4.7. Perfiles del crecimiento poblacional, sin agregar y agregando Carbono orgdnico
(glucosa) como complemento nutricional a los cultivos de Porphyridium cruentum.

Asimismo; la Fig. 4.8 muestra los perfiles del crecimiento poblacional del cultivo
microalgal de P. cruentum, bajo la influencia de diferentes condiciones de las
variables controlables, y los efectos del escalamiento en los tres diferentes

volumenes de cultivo (200mL, 500mL y 1000mL) estudiados.
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N(t), crecimiento celular (cél/mL)
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controlables, en los cultivos de P. cruentum.

Figura 4.8. Perfiles del crecimiento poblacional, para diferentes condiciones de las variables
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Todos los datos experimentales, y los promedios consolidados en las Tablas 4.4 a
4.6, fueron analizados estadisticamente aplicando ANOVA con a = 0.05. Ademas;
el Método Superficie de Respuesta (RSM) fue utilizado para determinar los valores
optimos operacionales del crecimiento poblacional microalgal en funcién de las
variables controlables, en los volumenes de cultivo (200mL, 500mL y 1000mL)

estudiados. Los datos fueron procesados con software estadistico minitab, y Excel.

Informe de resumen de lluminacion

Prueba de normalidad de Anderson-Darling
] A-cuadrado 116

Valor p <0.005
Media 21.000
Desv.Est. 9.326
Varianza 86.973
Asimetria 0.000000
Curtosis -0.183452
N 20
Minimo 2.500
ler cuartil 12.750
Mediana 21.000
3er cuartil 29.250
Maximo 38.500
Intervalo de confianza de 95% para la media
16.635 25.365
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar
7.092 13.621

Intervalos de confianza de 95%

Media } b I

Mediana +

15 7 k51 19 20 pal 22 22 24 2%

Informe de resumen de Agitacion

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

[ A-cuadrado 116
Valor p <0.005
Media 1.0000
Desv.Est. 0.4239
Varianza 0.1797
Asimetria -0.000000
Curtosis -0.183452
N 20
Minimo 0.1591
ler cuartil 0.6250
Mediana 1.0000
3er cuartil 1.3750
Maxima 1.8409
Intervalo de confianza de 95% para la media
0.8016 1.1984
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar
0.3224 0.6191

Medi I & I
_— ¢
08 03 10 u 12

Figura 4.9. Descriptor estadistico de las variables controlables lluminacién (watts) y

Flujo de aire (agitacion por burbujeo, en LPM) en el cultivo microalgal.
Ref.: reporte del software Minitab.
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Informe de resumen de C

A-cuadrado
Valor p

Media
Desv.Est.
Varianza
Asimetria
Curtosis
N

Minimo
1er cuartil
Mediana
3er cuartil
Maximo

o 0.15080

—

0.25000

0.16119

Intervalos de confianza de 95%

Medial |

Mediana

4

020 Q25 030 035

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

1.16
<0.005

0.25000
0.21195
0.04492
-0.000000
-0.183452
20

-0.17045
0.06250
0.25000
0.43750
0.67045

Intervalo de confianza de 95% para la media

0.34920

Intervalo de confianza de 95% para la mediana

0.25000

Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estdndar

0.30957

Informe de resumen de N x 10~ 6

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.78

Valor p 0.035

Media 10.219

Desv.Est. 3.776

Varianza 14.259

Asimetria 0.14297

Curtosis 2.02091

N 20

Minimo 0.858

Ter cuartil 8.223

Mediana 9.144

3er cuartil 12.380

Maximo 18.580

Intervalo de confianza de 95% para la media
° ‘ 8 = h 8.451 11.986
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
* _E 8.441 11.861
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
2.872 5.515
Intervalos de confianza de 95%
Media | & | V I d I i .
I \ olumen de cultivo:
Mediana I L I 200 m L
] k] 10 n hrd

Figura 4.10. Descriptor estadistico de la variable controlable dosificacion carbono
orgdnico C (g/L) y variable respuesta poblacién N (células/mL) en 200 mL
de cultivo microalgal. Ref.: reporte del software Minitab.
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Media I

Mediana

Informe de resumen de N x 1076

25

—

Intervalos de confianza de 95%

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 1.27
Valor p <0.005
Media 13.137
Desv.Est. 5.535
Varianza 30.636
Asimetria 115163
Curtosis 0.22916
N 20
Minimo 7.480
Tler cuartil 9.407
Mediana 10.712
3er cuartil 17.696
Maximo 25.310
Intervalo de confianza de 95% para la media
10.546 15.727
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
9.647 14.964
Intervalo de confianza de 95% para la desviacién estandar
4.209 8.084

Volumen de cultivo:
500 mL

Media

Mediana

Informe de resumen de N x 1076

6 8 10 2 1

Intervalos de confianza de 95%

Prueba de normalidad de Anderson-Darling

A-cuadrado 0.40
Valor p 0.333
Media 11.001
Desv.Est. 2.513
Varianza 6.316
Asimetria -0.335102
Curtosis -0.608473
N 20
Minimo 6.445
ler cuartil 8.822
Mediana 11.267
3er cuartil 12.881
Maximo 15.188
Intervalo de confianza de 95% para la media
9.824 12.177
Intervalo de confianza de 95% para la mediana
9.329 12.533
Intervalo de confianza de 95% para la desviacion estandar
1.911 3.671

Volumen de cultivo:
1000 mL

Figura 4.11. Descriptor estadistico de la variable respuesta poblacion N (células/mL),
en 500 mLy 1000 mL de cultivo microalgal. Ref.: reporte del software Minitab.
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Gréfica de superficie de N x 1046 vs. Agitacion; C Gréfica de superficie de N x 1076 vs. lluminacion; Agitacion

volumen de cultivo: 200 mL uelumen eultives 2ol ml.

- B

- < o5 Agitacion 00 e lluminacion

0.25 i3 ~ 00 0 ] 0

Agitacion

Gréfica de superficie de N x 1076 vs. Agitacion; C  Gréfica de superficie de N x 1076 vs. lluminacion; Agitacion

volumen de cultivo: 500 mL volumen cultivo: 500 mL

25 ‘ 25 i
20 20
Nx 1046 Nx 1046
15 A 5 J
] - s
10 il R 10 4
1 l
e / Agitacion T—— lluminacion
R 7 05 0.0
o 025 T X
5 0.50 0.0
£ 0.75

Agitacion

Gréfica de superficie de N x 1046 vs. Agitacion; C Gréfica de superficie de N x 1076 vs. lluminacion; Agitacion

volumen de cultivo: 1000 mL volumen cultivo: 1000 mL

20
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10 p 485
30
5 / S
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0.0 D -
B 0 e
; 15 0
Agitacion

Figura 4.12. Superficie de respuesta del crecimiento poblacional de cultivo microalga P. cruentum,
en tres voltimenes diferentes de cultivo. Ref.: reporte del software Minitab.
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Aplicando el Método Superficie de Respuesta (RSM) es posible evaluar el efecto
de las variables controlables del proceso y sus interacciones sobre el crecimiento
poblacional N(t) (respuesta medida), correlacionados en el modelo predictivo

propuesto en la Tabla 4.8, como se indica:

Tabla 4.8. Pardmetros éptimos, variables controlables y de respuesta, y el modelo de

Optimizacién N(t) para predecir crecimiento poblacional en cultivo microalgal

Volumende lluminacion X1 Flujo aire X2 (LPM) Dosificacion C, N x108 (células/mL)
cultivo (watts) J X3 (glL) Méximo  Objetivo
22.6818 1.8409 0.670448 17.43 23.72

200 (mL) N(t) 10° = 6.43 + 0.321 (X1) - 6.88 (X2) - 8.0 (X3) - 0.00546 (X1)2 + 4.56 (X2)2 + 27.2 (X3)?
+0.011 (X1) * (X2) - 0.139 (X1) * (X3) +3.89 (X2) * (X3)

27.9738 1.8409 0.6705 27.841 25.31

500 (ML)  N(t) 10° = 14.69 - 0.966 (X1) - 3.55 (X2) + 4.02 (X3) + 0.02570 (X1)? + 0.450 (X2)? +
24.03 (X3)? + 0.2759 (X1) * (X2) + 0.015 (X1) * (X3) - 4.41 (X2) * (X3)

39.4997 1.8409 0.6705 17.20 19.083

1000 (mL) N(t) 108 = 1.61 + 0.3187 (X1) + 3.51 (X2) + 8.47 (X3) - 0.00549 (X1)2 + 0.316 (X2)2 -
7.20 (X3)? + 0.0065 (X1) * (X2) + 0.2299 (X1) * (X3) - 4.02 (X2) * (X3)

Ref.: datos reportados por software Minitab.

El diagrama de Pareto, Fig. 4.13, proporcionado por software estadistico
minitab, permite la evaluacion de las interacciones de las variables. La linea vertical
representa el limite entre los efectos significativos con respecto al crecimiento
poblacional de la biomasa microalgal. La longitud de las barras del grafico de
Pareto de cada parametro (A: iluminacion; B: agitacién con flujo de aire, C:
dosificacion de C organico) revela la magnitud del efecto estimado. Los graficos de
Pareto revelan que todas las variables controlables y sus interacciones tienen mas
efecto en los cultivos de 500 mL y 1000 mL, mientras que en el cultivo de 200 mL

la dosificacion de C organico (glucosa) es la que tiene mayor influencia.

Por tanto; el método de optimizacion RSM es util para identificar y mostrar el
impacto de las variables controlables en el crecimiento poblacional de biomasa
microalgal de P. cruentum. También, el modelo correlacional propuesto para
alcanzar condiciones 6ptimas operacionales es aceptable. En anexo A.3.2 se

reporta la informacién estadistica complementaria.
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Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es N x 10"6; a = 0.05)

Término 2228
I Factor Mombre
cc A lluminacion
B Agitacion
BB C C
B
A
AA
C
. Volumen de cultivo:
AC 200 mL
AB

0.0 0.5 1.0 15 2.0 2.5
Efecto estandarizado

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuestaes Nx 1076, a = 0.03)

Factor MNombre

A lluminacion
B Agitacion

C C

Volumen de cultivo:
500 mL
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Efecto estandarizado

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es N x 10*6; a = 0.05)

Término 2228
: Factor  Nombre
B lluminacion
B Agitacion
C C C
A
AA
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cC
s Volumen de cultivo:
- 1000 mL
AB

Efecto estandarizado

Figura 4.13. Grdfica de Pareto para el crecimiento poblacional, en cultivo microalgal

de P. cruentum. Ref.: reporte del software Minitab
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4.2 EVALUACION DE LA HIDROLISIS ENZIMATICA EN LA BIOMASA
MICROALGAL DE Porphyridium cruentum

4.2.1 Determinacion de la actividad enzimatica de la Celulasa

El método propuesto en la literatura (Adney B. & Baker J.,1998), procedimiento en
anexos Fig. A.11ay A.11b, es utilizado en la evaluacion experimental de Actividad
enzimatica del coéctel Celulasa, para encontrar las condiciones operacionales
Optimas necesarias en la hidrolisis enzimatica, sacarificacion de carbohidratos, de

la biomasa microalgal de P. cruentum.

Curva estandar de Glucosa (10mg/mL)
3.50
°
3.00
y = 3.7093x +0.2009
= 250 R?=0.9978 .
c .
Tp]
s 2.00 ;
=" K2
£ 150 a
o
8 100 )
Q
3
® 050 *
0.00
0.00 020 0.40 0.60 0.80 1.00 120
Densidad Optica (Absorbancia @ 540nm)
Glucosa liberada (mg/0.5 mL)
0.012
y = 0.0006x2+ 0.0014x - 0.0008
© 0.010 R%2=0.9996
o
=
8 oocs
(1]
£ 0006
N
c
[FN]
5 0004
S
=
5 0002
0.000
0.00 0.50 1.00 150 2.00 2.50 3.00 350
Glucosa liberada (mg/0.5 mL)

Figura 4.14. Evaluacion de la Actividad Enzimdtica, (a) curva estdndar de Glucosa,

calibracién con D.O; (b) Glucosa liberada con enzima Celulasa.
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Segun datos experimentales obtenidos en la evaluacion de Actividad enzimatica
del coctel Celulasa, aplicando el método citado (Adney B. & Baker J.,1998), la
condicion éptima se produce a 50 °C, pH 4.6 en medio buffer de Citrato sddico.
Segun IUPAC, ‘“la Actividad enzimatica se mide en términos de Unidades de papel
de filtro (FPU)”, que es definido como ‘la cantidad de enzima requerida para
producir un azucar reductor equivalente a 2.0 mg de glucosa”, observandose en la
Fig. 4.14b que este valor es alcanzado experimentalmente con una dilucién de
Celulasa = 0.0044; el valor calculado y obtenido de la Actividad = 84.1 (FPU/mL),
es cercano al valor de 70.0 FPU/mL obtenido por Adney y Baker (1996), que afirman
“si el procedimiento es seguido cuidadosamente, deberia dar las mismas lecturas
numéricas aproximadas obtenidas por otros laboratorios. La precision en los
ensayos con papel de filtro puede verse afectada por las propiedades fisicas

inherentes de las preparaciones de celulasa’.

Los datos experimentales ver en anexos, Tabla A.7 y Fig. A.15. Los resultados
operacionales optimos: concentracion de enzima, tiempo de reacciéon, maxima
concentracion de glucosa (como azucar reductor, determinado por método DNS),

Temperatura, pH, estan reportados en Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Pardmetros éptimos evaluados, para la Actividad enzimdtica de la Celulasa

Temperatura = 50 °C; pH = 4.6 (buffer Citrato sédico); tiempo reaccion = 60 minutos
Actividad enzimatica = 84.1 (FPU/mL); [Glucosa] = 2.0 (mg/mL)
dilucién de enzima Celulasa = 0.0044

Modelo de Monod dilucién enzima Celulasa (1:200) Dilucién de enzima Celulasa (1:400)
—aCs 0.0353C;, 0.03491C,,
a, +CS M, = 5 M, = 5
—0.0462 +Cq, —0.0458+C,,

Evaluado mediante
técnicas de Optimizacion,
con Solver. Zmin = 0.043754 Zmin =0.113162

Ref.: obtenidos aplicando procedimiento experimental IUPAC, Adney B. & Baker J. (1998).

Asimismo; aplicando método de Optimizacién con aplicacion Solver de Excel,
es posible calcular los parametros de la ecuacion de Monod para esta reaccion
enzimatica. En la misma Tabla 4.9, estan reportados los valores 6ptimos de los
parametros calculados para el modelo cinético de Monod, con su correspondiente

valor minimo de error de Optimizacion.



77

(a) Liberacion de Glucosa, en hidrdlisis enzimatica
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Figura 4.15. Perfiles: (a) Evolutivo de la reaccién enzimdtica; (b) Linealidad de

Pearson, al evaluar modelo de Monod.

4.2.2 El hidrolizado enzimatico de la biomasa microalgal

La hidrdlisis enzimatica por accién de la celulasa fue realizada para las condiciones
de “biomasa seca in natura”y “biomasa seca molida” del cultivo de P. cruentum,
adaptando al presente proceso la metodologia desarrollada por Shokrkar et al.,
(2017, 2018) y Kim et al., (2017); con las condiciones operacionales obtenidas
durante la evaluacién de la Actividad Enzimatica del complejo Celulasa, descrita en

seccion anterior. Los resultados son mostrados a continuacion:
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Figura 4.16. Perfiles de hidrélisis enzimdtica de la biomasa seca de P. cruentum., “in natura”y “molida”, con dilucion enzima 1:200.
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En la Fig. 4.16 puede observarse que la maxima efectividad en la sacarificacién es
lograda con la biomasa seca molida; es decir, la hidrdlisis enzimatica, aparte de las
condiciones de la reaccion (Temperatura, pH, agitacion, concentracion de enzima,
tiempo de reaccion) depende fuertemente de la naturaleza quimica y fisica del
sustrato, la biomasa molida ofrece una mayor area especifica y que es aprovechado
por las enzimas para catalizar mejor la reaccidon. Los resultados experimentales y

valores calculados de parametros son reportados en la Tabla 4.9.

Tabla 4.9. Hidrdlisis enzimdtica biomasa microalgal, sin y con pretratamiento mecdnico

Parametros biomasa microalgal “seca in natura” biomasa microalgal “seca molida”

[Glucosa]l] = 1.267 (mg/mL); D.O. = 0.458 (540 nm) 1.353 (mg/mL); D.O. = 0.493 (540 nm)

Rendimiento (%) = 50.66 % (g-glucosa/ g- sustrato) 54.11 % (g-glucosa/ g- sustrato)

Temperatura = 50 - 51 (°C); pH = 4.6 — 4.8 (buffer Citrato sddico); agitacién = 200 rpm

dilucién de enzima Celulasa = 0.0050 (1:200); tiempo reaccién = 8 horas, [Sustrato] = 50 (g/L)

Modelo de Monod

[ a, Cq ) _— 0.1691 CSl ) - 0.4165 C, )

X a,+Cg’ X 1.3290+Cq, X 0.8560+Cs,’
Método de Optimizacion,

con Solver de Excel. Zmin =0.014341 Zmin = 0.007302

Asimismo; la efectividad del proceso de hidrdlisis enzimatica de biomasa microalgal
de P. cruentum seca molida fue evaluada para tres tipos de diluciones del céctel
enzimatico Celulasa (1:100, 1:300 y 1:400). Los resultados, para estas condiciones

de dilucion, son reportados en la Tabla 4.10 y Fig. 4.17 que se describe:

Tabla 4.10. Hidrdlisis enzimdtica biomasa microalgal, con dilucién de enzima variable

Factor dilucion de enzima (1:100)  dilucién de enzima (1:300)  dilucién enzima (1:400)

[Glucosa] = 1.052 (mg/mL) 0.887 (mg/mlL) 0.734 (mg/ml)
D.O. = 0.371 (@ 540 nm) 0.304 (@ 540 nm) 0.242 (@ 540 nm)
Enzima = 0.0050 0.0033 0.0025

Rendimiento 48.94 % (g-azlcar/ g-sustrato) 35.76 % (g-azucar/ g-sustrato) 30.84 % (g-azlcar/ g-sustrat)

Temperatura = 50 - 51 (°C); pH = 4.6 — 4.8 (buffer Citrato); agitacion = 200 rpm; tiempo reaccion = 7 h.

Modelo de

Monod p o 04533C | . _0295224C, | 02176Cy
métodode ' —0.6263+Cq,’ X2 _0.8458+C,,"  —0.9976+C,’
Optimizacion,

con Solver Zmin = 0.001379 Zmin = 0.002964 Zmin = 0.000741
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Analogamente al caso anterior, en la Fig. 4.17 puede observarse que la maxima
efectividad en la sacarificacion es lograda con dilucion de enzima celulasa 1:200
(menos diluida, mayor concentracion y alto rendimiento) y la menor efectividad con
dilucion de enzima 1:400 (mas diluida, menor concentracidn y bajo rendimiento); es
decir, la hidrdlisis enzimatica, aparte de las condiciones operacionales (agitacion,
pH, Temperatura, tiempo reaccién) también depende fuertemente de concentracion
de la enzima. Los resultados experimentales directos, y valores calculados de
parametros de Monod, son reportados en la Tabla 4.10. Ademas; segun reportes
de la literatura, Shokrkark et al. (2017, 2018) para una concentracion de sustrato
50 g/L (biomasa de una mezcla de cepas microalgas) alcanzaron rendimiento del
57%, después de 72 horas de hidrdlisis enzimatica con céctel compuesto por cuatro
tipos de enzimas (glucosidasa, celulasa, amilasa, y amiloglucosidasa), manifiestan
que un incremento en la concentracion del sustrato mayor a 50 (g/L) disminuye el
rendimiento; mientras que Kim et al. (2014) usando sustrato biomasa de microalga
C. vulgaris, alcanzo rendimientos de 52.2 % después de 9 horas, y 69.9 % en 72
horas de reaccién de hidrélisis enzimatica por efecto de la mezcla de enzimas
celulasa y amilasa. Por tanto; los resultados obtenidos en la presente investigacion

comparativamente estan dentro de los valores estimados aceptables.

4.3 EVALUACION DE LA FERMENTACION DEL HIDROLIZADO ENZIMATICO
DE LA BIOMASA MICROALGAL DE Porphyridium cruentum

El proceso de fermentacion, de la biomasa microalgal de P. cruentum sacarificada,
se realiz6 en matraces Erlenmeyers de 250 mL de capacidad. En esta etapa para
obtener bioetanol, producto de la fermentacion de azucares reductores, la levadura
S. stipitis fue utilizada, los in6culos fueron preparados en un medio nutricional
liquido, ver anexos Tabla A.11, luego activados a 30°C y 150 rpm de agitaciéon en
el shaker, dejandolo crecer hasta obtener las condiciones requeridas. Los
volumenes de trabajo fueron 30 — 50 mL. Deben tomarse todas las medidas de
seguridad y sanitizacién, para evitar efectos contaminantes por microorganismos
extranos. En el proceso de fermentacion, muestras de 1 mL fueron tomadas, desde
el inicio del proceso y cada cierto tiempo, para medir las concentraciones de
azucares en el sustrato con método DNS, y la cantidad de bioetanol producido

mediante cromatografia de gases en un equipo 6890-GC Agilent Technologies.
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Fermentacion de biomasa microalgal hidrolizada
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Figura 4.18. Evolucidn del proceso de fermentacién del hidrolizado de la biomasa de P.
cruentum, utilizando S. stipitis.

La Fig. 4.18 muestra la evolucion de la fermentacion del hidrolizado de la biomasa
microalgal de P. cruentum utilizando levadura S. stipitis, al incrementarse el tiempo
la concentracion de azucares disminuye y del etanol producido aumenta, después
de 30 horas de fermentacion se alcanzé [etanol] = 3.6356 (g/L). EIl analisis de
cromatografia GC-MS del etanol obtenido, en tiempos diferentes de fermentacion,

es mostrado en la Fig. 4.19, observandose el incremento de su concentracion.

Kim et al. (2014), empleando hidrolizado de C. vulgaris, alcanzé rendimientos
de 89 % en 48 horas de fermentacion con S. cerevisiae. Agustini & Febran, (2019),
utilizando hidrdlisis acida (H2SOs4 y HNOs3) para la biomasa de P. cruentum,
obtuvieron rendimientos de 34.5% y 14.8% de etanol, respectivamente, en 120
horas de fermentacion con S. cerevisiae; asimismo, afirman que casi toda la mitad
de la glucosa contenida en el sustrato se consume después de 24 horas. Shokrkar
et al. (2017, 2018), informa rendimientos de 4.96 - 6.01 g/L de etanol, obtenido de
un hidrolizado enzimatico de biomasa microalgal mezclada de varias especies, en

48 horas de fermentacion con S. cerevisiae.
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Figura 4.19. Espectros de masa del Etanol, a diferentes tiempos de fermentacion del
hidrolizado de la biomasa de P. cruentum.

Ref.: proporcionado por Instituto de Investigacién y Tecnologia Agroindustrial IITA-UNS, a solicitud de autor.
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Tabla 4.11. Compendio comparativo de resultados, para el proceso de produccion de bioetanol a partir de biomasa microalgal

ETAPA INDICADORES / Fuentes Kim et al. (2014) Shokrkar et al. (2017-2018) Agustini & Febran (2019) Luca et al. (2023) Jimenez E. (2024)
Cepa= Chlorella vulgaris Mezcla de microalgas P. cruentum P. cruentum Porphyridium cruentum
medio + nutriente = agua mar + BBM agua mar + Jaworski agua mar + Johnson agua mar + Guillard F/2 agua mar + Guillard F/2
g Pablacion celular = n.d. 3.38-4.41x 108 12.10 x 108 (cél. /mL) 27.84 x 106 (cél. /mL)
F Productividad = - 9.978 x 106 (cél. /mL-dia)
=) Rendimiento = =15g/L 15¢/L 1.152 - 1.419 g/L
8 Velocidad especifica= - - 0.3439 (dias 1)
Contenido carbohidratos= 16.0-22.4 % 20.82 % carbohidratos 12.34 - 24.75, % lipidos 16.4% glucosa, 23.2% total
dias de cultivo= 14 dias 12 dias 10 dias 8 - 10, dias 6/8 dias
Método de hidrélisis =  Hidrélisis Enzimatica Hidrdlisis enzimatica Hidrdlisis acida Hidrélisis Enzimatica
Agente = Celulasa + pectinasa Glucosidasa+Celulasa+amilasa H2S04, HNO3, (1-3%) Celulasa
- Actividad enziméatica=  0.122 (celulasa) FPU/mg proteina 1000 U/g, 145000, 600 AGU/mL - 84.1 FPU/mL
A Dilucién de enzima = 0.24-0.94 mg prot/mg (pectinasa) 1:200
E [sustrato] = 1% (wiv) 50 g/L 5.0¢9lL 50.0 g/L
‘© [glucosa] = 1.48 mg/mL 66.3-95.1% 1.353 mg/mL
g Rendimiento =  35.7 % (9h), 69.9 % (72h) 0.951 g-gluc/ g-sust 23.74 % phycoeritrina 50.66 %, 54.11 %
E tiempo reaccion= 72 h 9h 60 minutos 8.0h
Temperatura= 50°C 65-95°C 100°C 50-51°C
pH, (buffer citrato sodico) = 4.8 40-65 45-4.6
agitacion = 200 rpm 400 rpm 200 rpm
= Levadura= Saccharomyces cerevisiae S. cerevisiae S. cerevisiae Scheffersomyces stipitis
Q sustrato= 200 mL 3mL hidrolisato+3mL levadura 100 mL 30-50 mL
g [etanol] = 78-89 % 4.96 - 6.01 g/L (76%) 34.5% (H2S04), 14.8% (HNO3) 3.6356; (=5.8170 g/L,48h).
e tiempo fermentacion = 48 h. 24-48h. 120 h. (5 dias) 30h,
E Temperatura = 30°C 30°C 20°C 30°C
ﬁ pH, (buffer citrato sddico) = 4.8 46-6.5 4.2 45-46
(™ agitacion = 200 rpm 150 rpm 150 rpm
PRODUCTO FINAL bioetanol bioetanol bioetanol lipidos, pigmentos bioetanol
Ref.: Informacion recopilada y adaptada por el autor (Jimenez E. M., 2024), de las fuentes citadas. n.d.: no disponible.
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La Tabla 4.11 reporta datos comparativos, estructurados por etapas del proceso,
con datos recopilados de diversas publicaciones en la literatura, relacionados con
el presente estudio. A partir de los resultados observados, entre las ventajas mas
notables a favor del proceso de produccion de etanol de tercera generacion,

utilizando microalgas como materia prima, podemos afirmar:

v' El cultivo microalgal tiene una duracién promedio de 8 a 12 dias. Dependiendo
de la especie, y condiciones de cultivo, es posible inducir la generacion de gran
cantidad de biomasa microalgal, con ciertas caracteristicas de concentraciones
requeridas de sus componentes bioquimicos (carbohidratos, lipidos, proteinas,

pigmentos, etc.)

v En la sacarificacion, es mas favorable utilizar la hidrélisis enzimatica, en caso
de hidrdlisis quimica trabajar con bajas concentraciones para evitar situaciones

contaminantes no deseadas. El factor econédmico también debe ser evaluado.

v’ El utilizar la levadura S. stipitis, favorece la fermentaciéon de mayor cantidad de
azucares reductores, comparado con la S. cerevisiae; y por ende aumenta la

capacidad de producir etanol en menor tiempo.

Los procesos tecnolégicos para producir etanol son similares, la diferencia
radica en el tipo de materia prima a utilizar, la cual debe contener carbohidratos
(celulosa y almidon) acumulados en sus paredes y estructura interna. Para producir
bioetanol de tercera generacién, a partir de microalgas, el proceso consta de las
etapas siguientes: 1) cultivo de microalgas, Il) sacarificacion mediante hidrélisis de

biomasa microalgal, y IllI) fermentacion del hidrolizado.

Al término del analisis y discusion realizado, consideramos haber alcanzado los
objetivos propuestos y resuelto las interrogantes del problema de investigacién. El
procedimiento experimental se desarrollé segun disefo planificado. Los resultados
obtenidos, muy halagadores, ratifican que los modelos matematicos conceptuales
y los correlacionales, utilizados para validar los datos experimentales adquiridos,
describen con buena aproximacion la fenomenologia operacional. Por tanto, el
estudio realizado representa una herramienta util generadora de conocimientos,
para analizar y escalar el proceso de produccion de etanol de tercera generacion,

también como referencia para la evaluacion de procesos similares.
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Capitulo V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

51.1.

5.1.2.

5.1.3.

5.1.4.

El estudio demostré que, disponiendo de una sélida base tedrica y con
evidencia experimental, es posible la extraccion de azucares y producir

bioetanol de tercera generacién desde biomasa microalgal de P. cruentum.

En el cultivo controlado de P. cruentum, los valores 6ptimos de las variables
operacionales determinados mediante el Método de Superficie de
Respuesta, fueron: Intensidad de luz LED 27.97 W, 1.84 LPM de aire,
dosificacion de glucosa 0.67 g/L. Obteniéndose, para cultivo 500mL:
poblacion 27.84 x10° (células/mL), rendimiento 1.419 g-biomasaSecall,
velocidad especifica 0.3439 dias™', productividad 9.978 x 108 (células/mL-
dia), parametros del modelo de crecimiento celular de Gompertz-Makeham
(@ = 25968, b = 1.3249, ¢ = 0.9499). Las variables intervinientes:
Temperatura (22-27.5 °C), pH (7.0 - 9.0) y salinidad (37-38 %), se

mantuvieron dentro del rango de valores previstos en la literatura.

El contenido de glucosa en la biomasa microalgal seca total fue 16% aprox.
La adicién de carbono organico (glucosa), como suplemento nutricional,
coadyuvd a aumentar la velocidad de crecimiento poblacional de la biomasa
microalgal en el cultivo, acumulando mas carbohidratos, generalmente como

exopolisacaridos.

El complejo de Celulasa, utilizado en la hidrdlisis, tuvo una Actividad
enzimatica de 84.1 FPU/mL, para una dilucion de enzima 1:250 y [Glucosa]
= 2.0 mg/mL; valores obtenidos en las condiciones operacionales optimas
de 50 °C, pH = 4.6 (buffer de Citrato sddico), y en una hora de

termorreaccion.



5.1.5.

5.1.6.

51.7.
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La hidrdlisis enzimatica proporcioné 1.267 mg/mL y 1.353 mg/mL de
azucares reductores, desde la biomasa microalgal seca natural y molida
respectivamente. Los rendimientos fueron 50.66% y 54.11% (g-azucares
reductores/g-sustrato), respectivamente, en ocho horas de termorreaccion;
demostrando que éste unico paso de hidrdlisis es suficiente para la
sacarificacion de la biomasa. Ademas, que es menos téxica que la hidrolisis

quimica (acida o alcalina).

La fermentacion del hidrolizado sacarificado, produjo 3.6356 (g/L) de
bioetanol, en 30 horas de fermentacion con S. stipitis. Ademas, la S. stipitis
puede fermentar mayor cantidad de azucares reductores, como las

pentosas, que la S. cerevisiae; con la capacidad de producir etanol.

En la evaluacion fenomenoldgica del proceso, modelos matematicos
apropiados diversos fueron utilizados y con buena precision de calculos para
los resultados. EI crecimiento poblacional celular puede predecirse
utilizando modelo Logistico, de Gompertz-Makeham, y también correlacion
polinébmica de 4° orden. El Método de Superficie de Respuesta es util para
encontrar las condiciones Optimas del crecimiento celular en cultivo
microalgal. El método de linealidad es utilizado para evaluar el rango de la
enzima Celulasa y su actividad correspondiente. La ecuacion de Monod, en
paralelo con técnicas matematicas de Optimizacién, permitié evaluar la data
experimental adquirida y obtener los valores de los parametros cinéticos Km

y Vmax de la enzima Celulasa.
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5.2. RECOMENDACIONES

5.21.

5.2.2.

5.2.3.

5.2.4.

5.2.5.

Aprovechar los resultados obtenidos para consolidar esta plataforma
tecnolégica y proseguir estudios afines; reconociendo la importancia de la
cepa P. cruentum como materia prima para obtener valiosos productos
bioactivos, como: bioetanol, pigmentos (ficoeritrina), polisacaridos (xilosa,
glucosa, galactosa, manosa, etc.), entre otros. Asi como también,
aprovechar los subproductos (acidos organicos y alcoholes superiores)
generados en la hidrélisis enzimatica y durante la fermentacion del

hidrolizado de la biomasa microalgal.

Evaluar otros nutrientes alternativos en cultivo de P. cruentum, para
reemplazar el medio Guillard F/2 utilizado en este estudio, que permita
alcanzar un desarrollo eficiente del cultivo microalgal y también de menor

costo para que el proceso sea econdmicamente competitivo.

Evaluar otras cepas de microalgas, que contengan cantidades apreciables
de carbohidratos y permitan obtener productos similares, tales como
Spirogira sp. que tiene la ventaja de no contener lignina, Scenedesmus,

Chlorella vulgaris, Arthrospira platensis y Dunaliella salina.

Ensayar con otras enzimas termoestables, como: b-glucosidasa, a-amilasa,
pectinasa y la amiloglucosidasa, que podrian hidrolizar eficazmente la

biomasa de microalgas para la produccién de etanol.

Es muy importante mantener las condiciones de salubridad y sanitizacion,
en todas las etapas del trabajo experimental, para evitar contaminacion por

agentes microbioldgicos externos que pueden afectar la cepa y el proceso.
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A.1. MATERIALES Y EQUIPOS

A.1.1. Materiales e instrumentos de laboratorio

a) Material de vidrio y afines.- placas Petri, tubos de ensayo, pipetas graduadas y
descartables, micropipetas, viales de vidrio y plastico, tubos falcon de 50 mlL,
Erlenmeyer, probetas, vasos de precipitados, envases y cristaleria conexa, botellas de

plastico de 1y 3 L, mangueras 3/16”,etc.

(b)

Figura A.1. Material de laboratorio, varios: (a) tubos Falcon; (b) tubos viales; (c) probeta y
Erlenmeyer; (d) pipeta descartable, pipeta graduada y micropipeta.

b) Instrumentacién y otros.- cdmara Neubauer Marienfeld, termémetros, pH-metro,
refractdmetro de salinidad, flujémetro, valvulas de plastico, soportes y accesorios, etc.

—
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Figura A.2. Instrumentos de laboratorio, varios: (a) cdmara Neubauer; (b) pH-metro de
mesa y portdtil; (c) refractometro de salinidad y termémetro digital; (d)
flujometro y vdlvulas.
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A.1.2. Materia prima y reactivos quimicos

» Cepa de microalgas Porphyridium cruentum, adquirida del Institute Algae
Research and Supply Inc., 1405 Buena Vista - Carlsbad, CA 92008 USA,
www.htpp://AlgageResearchSupply.com

» Solucion nutritiva F/2 (formula de Guillard y Rither), adquirida del Institute

Algae Research and Supply Inc.
» Enzima: complejo Celulasa (NS22086), de laboratorio NOVOZYMES.

» Soluciones de glucosa, solucion buffer de citrato de sodio, preparados
segun Norma NREL/TP-42628, (Adney y Baker, 1996).

» Reactivo DinitroSalicilico DNS, laboratorio Sigma.

» Agar-Agar, 1.5 % y 3%, preparada en laboratorio segun protocolos.
» Levadura Scheffersomyces stipitis (pichia stipitis)

> Acido acético, hidréxido de sodio.

» Agua de mar, de playa El Dorado - Nuevo Chimbote, salinidad 37-38%
aprox; esterilizada segun protocolos.

» Agua destilada.

» hipoclorito de sodio (lejia), material de limpieza varios.

(b)

Figura A.3. (a) cepa de microalga Porphyridium cruentum; (b) medio nutriente F/2; (c) complejo
enzimadtico Celulasa; (d) Glucosa anhidra.


http://www.htpp/AlgageResearchSupply.com
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A.1.3. Equipos de laboratorio y complementos varios
a) Equipos de Ilaboratorio.- microscopio electronico MOTIC mod.
Phantera, Espectrofotometro Scientific mod. Génesis 20; centrifuga
digital DATHAN Scientific Ce.D50.6; balanza analitica PRECISA XB-
320M; pH-metro; agitador de plataforma Shakers Lab-Line Instruments;
agitador vortex Thermolyne Maxi Mix Il; Termoreactor HACH modelon
DRB-200; sistema de enfriamiento, sistema de iluminacién fluorescente

y LED; bafio de ultrasonido; ventilador de aire; estufa eléctrica.

b) Complementos varios.- laptop Acer mod. Aspire 5, Intel Core i7 y 12

GB RAM; software con licencia académica (Excel, Polymath, Minitab).

|

Figura A.4. equipos de laboratorio: (a) microscopio electronico MOTIC; (b) Espectrofotometro
SCIENTIFIC; (c) agitador vortex; (d) centrifuga digital; (e) agitador de plataforma
Shaker. (Ref.: equipos propiedad de la UNS).
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A.2. PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO

A.2.1. La cepa y el cultivo de microalga Porphyridium cruentum

Figura A.5. cepa de microalga Porphyridium cruentum en medio Agar-Agar 3%,
cultivada para su conservacién en placas Petri y tubos viales.

Figura A.6. cultivos microalgal en medio apropiado, a diferentes condiciones, con
escalamientos de 200 mLy 1000 mL.

A.2.2. Dinamica del crecimiento celular, conteo celular y densidad 6ptica

(b)

Figura A.7. (a) conteo celular, del cultivo microalgal; (b) lectura de Densidad dptica.
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A.2.3. Cosecha de biomasa microalgal, método peso seco

Figura A.8. (a) cosecha y centrifugado de biomasa microalgal cultivada; (b) Determinacién
del peso seco total de biomasa microalgal.

A.2.4. Determinacion de la Actividad de la enzima Celulasa

Figura A.9. (a) complejo enzimdtico Celulosa; (b) buffer citrato de sodio, solucién patrén de
glucosa y reactivo DNS.

(b)

Figura A.10. Evaluacion de Actividad enzimdtica: (a) termorreaccién de sustrato con
Celulasa, a 50°C; (b) método de Miller, con DNS, andlisis de Densidad dptica.
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PREPARACION DEL BUFFER CITRATO (para celulasa de Trichoderma r.)

Solucion patrén: icido citrico monohidratado 210 g, agua destilada 750 mL,
NaOH 50-60 g; diluir hasta 1000 mL. Agregar el NaOH, paulatinamente y
agitando lentamente, hasta alcanzar pH = 4.5

Solucion buffer de trabajo: diluir solucidn patron hasta 0.050 M y pH=4.8

- )
/ ENSAYO DEL PAPEL DE FILTRO, SACARIFICACION DE CELULASA \

Sustrato: tira (1.0 x 6.0 cm) de papel filtro Whatman, enrrollado y colocado al
interior de los tubos ensayo (13 x 100 mm)

Procedimiento: afiadir 1.0 mL del buffer citrato pH=4.8 y 0.05M, este tampdn
debe saturar la tira de papel filtro. Agregar 0.5 mL de enzima diluida
adecuadamente en buffer citrato (utilizar minimo dos muestras por cada
\dilucién de enzima). Incubar a 509C, durante 60 minutos exactos. /

1

/ ESTANDARES DE GLUCOSA \

Solucion patrén: usando glucosa anhidra preparar una solucién (10 mg/mL),
gue debe sellarse y almacenar congelada.

Diluciones de trabajo: preparar diluciones de Glucosa de la manera
siguiente:

1.0 mL + 0.5 mL de tampén citrato = 1:1.5 = 6.7 mg/mL (3.35 mg/0.5

mL).

1.0 mL + 1.0 mL de tampdn citrato = 1:2.0 = 5.0 mg/mL (2.5 mg/0.5 mL).

1.0 mL + 2.0 mL de tampén citrato = 1:3.0 = 3.3 mg/mL (1.65 mg/0.5

U /
U

/ BLANCO, CONTROLES, ENSAYOS Y ESTANDARES \

Blanco, Reactivo: 1.5 mL buffer citrato-NaOH.

Control, Enzima: 1.0 mL buffer citrato + 0.5 mL diluciéon Enzimatica
adecuada

Control, Sustrato: 1.5 mL buffer citrato + tira papel filtro (masa g)

Ensayo, Enzimdtico: 1.0 mL de buffer citrato + tira papel filtro (masa g) + 0.5
mL dilucidn Enzimatica adecuada; minimo dos muestras por dilucién
enzimatica.

Estdndar, Glucosa: 1.0 mL buffer citrato + 0.5 mL dilucién glucosa
preparada, (x4)

roedimiento: los tubos (Blanco, Controles, Ensayo Enzimatico y /

Figura A.11a. Método de Adney y Baker, (1998), para evaluar actividad de cdctel enzimdtico Celulasa
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/CUANTIFICACIGN DE AZUCARES REDUCTORES CON REACTIVO DNS\

(acido DiNitroSalicilico)

Procedimiento: todos los tubos con muestras deben haber sedimentado, o
centrifugarlos brevemente. De cada tubo, correspondiente a muestras
inoculadas anteriormente, tomar alicuotas de 0.5 mL de solucion cristalina para
trasvasar a un nuevo tubo y donde debe agregarse 0.5 mL de DNS.

Los nuevos tubos, conjuntamente, deben colocarse en un bafio de agua
hirviendo a 100 °C por cinco minutos. Luego, enfriar en agua con hielo por tres
minutos.

Inmediatamente se afiaden 5.0 mL de agua destilada a cada tubo, se deja

Finalmente; para determinar la intensidad del color formado, realizar la lectura

s

CALCULOS

Realizar una regresion lineal a la curva de calibracion, despejando la variable

Qosar por 10-12 minutos, después esta nueva dilucidn se agita brevemente.

L

concentracién en funcién de la absorbancia medida, y reemplazar datos
obtenidos.

Usando esta curva estandar, determine la cantidad de glucosa liberada para
cada tubo de muestra después de restar el blanco de enzima.

Estime la concentracion de enzima que habria liberado exactamente 2.0 mg de
glucosa mediante una gréfica de la glucosa liberada frente al logaritmo de Ia
concentracién de enzima. Para encontrar la concentracién de enzima
requerida, tome dos puntos de datos que estén muy cerca de 2.0 mg y dibuje
una linea recta entre ellos, use esta linea para interpolar entre los dos puntos y
encuentre la dilucion de la enzima que produciria exactamente 2.0 mg de
equivalentes de glucosa de azucar reductor.

0.37

Filter Paper Activity = (units / mL)

[enzyme]

releasing 2.0 mg glucose

Figura A.11b. continuacién del método de Adney y Baker (1998,) para evaluar actividad de Celulasa
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A.2.5. Determinacién de Carbohidratos, en la biomasa microalgal

Extraer 10 mL de cultivo Porphyridium cruentum, luego
centrifugar a 10000 rpm durante 10 minutos

U

Secar |la biomasa microalgal de PC, a 452C durante 24 horas

<:

cada tubo de ensayo, y mantener a temperatura ambiente

<:

Anadir 1 mL de acido sulfarico 1.0 M, en muestras de 5Smg por ]
sonicar durante 5 minutos ]

@

Agregar otros 4mL de acido sulfdrico 1.0 M, a cada tubo de
ensayo, luego colocarlos en termobario a 1002C durante 1 hora.

¢

Retirar los tubos del termobafo, enfriar hasta temperatura
ambiente, centrifugar a 1200 rpm y 102C durante 15 minutos

¢

Separar el extracto acido, medir el volumen y pasar a tubo limpio.

[ ejar macerar las muestras contenidas en los tubos de ensayo, y

Tomar una alicuota, calculada, y completar hasta 1 mL de H2504

at

agitar para mezclar y dejar reposar durante 40 minutos.

(=

Agregar 5 mL de H2504 concentrado, en campana extraccion,
enfriar a temperatura ambiente y leer OD a 485 nm

P
En las muestras, agitadas en vortex, agregar 1 mL de Fenol al 5% ]

Figura A.12. Procedimiento para determinar carbohidratos en biomasa microalgal.
Ref.: Arredondo et al., 2019; Miller G., (1959)
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A.2.6. Hidrdlisis enzimatica de la biomasa microalgal

(C)

Figura A.13. (a) Biomasa pretratada; (b) incubacién en Shaker, hidrélisis enzimdtica con
Celulasa; (c) método de Miller, y Densidad éptica, evaluando aziicar liberada.

A.2.7. Fermentacion del hidrolizado, obtencion de bioetanol 3G

Figura A.14. (a) activacion S. stipitis; (b) hidrolizado; (c) proceso de fermentacion,
hidrolizado + S. stipitis, a 30°C en shaker; (d) bioetanol.
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A.3. INFORMACION TECNICA.

A.3.1. Tablas y Figuras, de datos experimentales

Tabla A.1. Conteo celular cultivo de Porphyridium cruentum , Seawater (G201_SPC-02)

012024 12024 o5z 06012024 T 0120 w0120 10012024 1204
Data N° dial-A dialB [dial’] dialA dial-B [dial*] dia2A dia2-B [dia2*] diad-A diald-B [dia3] diadA diad-B [diad] diad-A diaS8 [dia5*] diaf-A dial-B Hiad*] diaT-A  dial-B Hiar] diaBA dialB [diag]
1 o 6 3 2 ] 6 15 12 14 28 32 30 43 38 41 57 63 60 68 75 72 71 66 69 64 55 62
2 1 4 3 4 7 6 14 14 14 25 35 30 38 45 42 50 60 55 70 B5 68 B3 71 67 57 B3 60
3 2 3 3 7 ] 8 12 17 15 30 29 30 43 36 40 55 62 59 &4 74 69 67 64 66 63 56 60
4 5 2 4 5 & 6 15 18 17 28 28 28 37 33 a5 59 2] 60 68 70 69 70 BE 68 62 48 55
5 3 4 4 ] B B8 i1 7 14 25 33 29 35 41 40 56 58 57 53 B4 69 BB 72 69 61 B5 63
[ 4 i 3 4 & 5 14 14 14 36 23 30 41 37 39 45 58 54 68 73 71 61 69 65 70 54 B2
7 (i} 4 2 & b3 T 13 19 16 26 28 27 45 38 42 52 57 55 75 63 72 68 72 70 65 61 63
8 3 3 3 7 & i 14 14 14 28 31 30 36 48 41 35 63 60 66 76 71 ] 69 68 64 59 62
9 1 3 2 3 5 4 12 19 16 30 27 29 43 48 46 64 56 60 62 75 72 70 71 7 59 56 58
10 2 5 4 5 9 7 14 ir 16 24 32 28 35 46 43 60 61 [38 63 72 68 B6 72 69 61 B1 61
1 4 1 3 & 8 7 12 17 15 26 31 29 40 43 42 61 63 62 66 70 68 67 64 66 63 55 61
12 5 [1] 3 3 9 9 12 17 15 25 26 28 37 48 43 59 61 60 &4 74 69 61 76 69 65 58 62
13 2 1 2 5 7 6 13 16 15 a7 32 30 43 39 41 55 2] 61 68 72 70 63 71 67 61 67 64
14 1 4 3 3 8 6 12 18 15 28 26 27 34 43 i9 61 60 61 70 75 73 70 ] 70 61 56 59
15 1] 3 2 4 ] 5 14 7 16 26 36 31 32 51 42 57 57 57 74 70 72 B3 71 67 64 54 59
16 4 2 3 7 B8 8 14 i7 16 27 33 30 43 36 40 59 62 61 ] 75 72 63 72 68 65 B3
17 1 3 2 4 5 5 12 18 15 a5 31 28 37 43 40 52 63 58 75 63 69 ] 66 &7 55 57 56
18 1] 5 3 3 B8 & 11 i7 14 23 32 28 38 39 39 57 62 60 70 72 71 B1 70 66 61 B3
19 2 4 3 5 7 3 14 17 16 29 31 30 37 43 40 64 56 60 62 BS 67 70 66 68 59 B2 61
20 7] 2 4 8 9 ] 15 14 15 23 36 30 43 43 43 55 63 59 ] 70 68 &7 71 69 61 B6 64
21 1 4 3 4 ] 7 12 18 15 31 28 30 44 38 41 54 61 58 68 70 69 70 66 68 55 B3 59
23 4 2 3 7 & 7 11 21 16 26 26 26 37 42 40 55 B0 58 66 73 70 B1 70 66 62 59 61
23 1 5 3 3 5 4 £ 17 13 28 EX 30 42 41 42 50 66 58 53 80 67 67 62 65 55 B8 62
24 5 3 4 3 8 7 12 18 15 30 29 30 44 42 43 56 60 58 71 73 72 65 ] 67 43 B1 55
25 1 4 3 5 7 6 14 13 14 31 25 28 40 47 44 65 53 61 73 E7 70 B3 71 67 59 67 63
Potiacion| 58 T8 68 139 183 156 i 46 369 689 ™ 720 995 1046 10 LYl 1513 1467 1684 1802 1743 1647 1726 1687 1521 1505 1513
Promedo| 2.3 31 27 5.2 13 62 128 166 147 06 30.0 288 18 418 408 56.8 60.5 587 674 721 67 659 690 675 608 602 605
N (ciiml) | 5-58+05  7.s0e+05  6.BOE+05| 1.28E+08 1.636+06 L.56E+06 | 3.mE+06 4.1s+08 3.69E+06| s.5sE+08 7.51E+08  7.20E+06 9.95E+06 1ose+07  102E+07 | 1aze+07  1516+07 1ATE+07| 168E+07 1806+07 LT4E0T (1656407 1736407 1.69Es07 | 1520407 1516407 1.51B07|
Error 095% 0E1% 0.23% 0.16% 0.20% 0.14% 0.20% 0.05% 017%
camara Neubauer Volumen medio (ML) | [luminacién  Flujpde  Dosifica C T(0) N Salinidad
(mms) (ml) Seawater  Inéculo | LED (Watf) aire (LPM)  (glL) P % NaCl

0.1 0.0001 100 100 21 1.0 0.67 20.0-22.5 7.40-8.45 38.0
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Tabla A.2. Cdlculos de pardmetros cinéticos, caracteristicos, de un cultivo de
microalgas Porphyridium cruentum

Concentracion celular velocidad Division  Tiempo Produccién

dia microalgal especifica pordia duplicidad diaria

N (cél. /mL) (N/No) Log(N/No) L (dias™) D (DIV/dia) TD (dias) PD (cél/mL)
0 6.800E+05 1.0000 0.0000 - - - -

1 1.560E+06  2.2941 0.8303 0.8303 1.1979 0.8348 8.80E+05
2 3.685E+06 5.4191 1.6899 0.8596 1.2401 0.8064 2.13E+06
3 7.200E+06 10.5882 2.3597 0.6698 0.9663 1.0348 3.52E+06
4 1.021E+07 15.0074 2.7085 0.3488 0.5032 1.9873 3.01E+06
5 1.467E+07 21.5735 3.0715 0.3629 0.5236 1.9099 4.47E+06
6 1.743E+07 25.6324 3.2439 0.1724 0.2487 4.0208 2.76E+06
7 1.687E+07 24.8015 3.2109 -0.0330 -0.0475  -21.0348 -5.65E+05
8 1.513E+07 22.2500 3.1023 -0.1086 -0.1566 -6.3849  -1.74E+06
Ref.: ecuaciones, seccién 2.2.4.1, Promedio:  0.3885 0.5605 2.2382 3.44E+06
son aplicados a la data Maximo: 0.6698 0.9663 4.0208 4.47E+06
experimental de Tabla A.1. Minimo:  0.1724 0.2487 1.0348 2.76E+06

Tabla A.3. Modelos matemdticos de crecimiento poblacional, aplicados para evaluar un cultivo
microalgal de Porphyridium cruentum, 200 mL.

DATA EXPERIMENTAL EVALUACION DE MODELOS Y = f(t)
Concentracion celular microalgal Modelo et LD
Fecha  dia GOMPERTZ-02 LOGISTICO POLINOMIO-04
N (célimL) Yl= Y2= Gl= G2= Ll1= L2= P4l= P42=
(N/No) Log(N/No) Y1(t) Y2(t) Y1(t) Y2(t)  YL(t) Y2(t)
03012024 0 6.80E+05 1.0000 0.0000 0.1229  0.2567 0.8771 03962 1.2390 0.0365
04012024 1 1.56E+06 2.2941 0.8303 1.4767  0.9430  2.2512 0.9083 2.6737 1.0847
05012024 2 3.69E+06 5.4191 1.6899 5.5915 17752  5.3029 1.6818 5.8550 1.8129
06012024 3 7.20E+06  10.5882 2.3597 11.4070  2.4145 10.5634 2.4128 10.4601 2.3369
07012024 4 1.02E+07  15.0074 2.7085 16.7104  2.8040  16.6197 2.8541 15.8542 2.7317
08012024 5 1.47E+07  21.5735 3.0715 20.5014  3.0154 21.0540 3.0527 21.0905 3.0315
09012024 6  1.743E+07  25.6324 3.2439 22.8735  3.1239  23.3418 3.1302 24.9102 3.2297
10012024 7 1.69E+07  24.8015 3.2109 24.2547  3.1781  24.3123 3.1588 25.7425 3.2789
11012024 8 1.51E+07  22.2500 3.1023 25.0283  3.2048  24.6893 3.1690 21.7046 3.0909
Promedio 4  9.714E+06  14.2851 2.2463 14.2185  2.3017 14.3346 2.3071 14.3922 2.2926
Maximo 6  1.743E+07  25.6324 3.2439 25.0283  3.2048  24.6893 3.1690 25.7425 3.2789
Minimo 0  6.800E+05  1.0000 0.0000 0.1229  0.2567 0.8771 0.3962 1.2390 0.0365

Ref.: aplicacion de modelos matematicos expuestos en la seccidn 2.2.4.1, a datos de Tabla A.1.



107

Tabla A.4. Determinacion de la Densidad Optica de cultivo microalgal, y del peso seco total de

biomasa, de microalgas Porphyridium cruentum

Data Relacién

Volumen para dilucién (mL)

Absorb. D.O. Trasmitancia

biomasa microalgal (g)

Concentracion celular

No  dilucién  ysoluto  vsolvente  Viotal (@ 640 nm) (%) himeda seca (g/mL) (L)

0] 1:1.0 45.00 0.00 45.00 0.653 22.233 0.314 0.048 1.07E-03 1.067
1 1:1.5 30.00 15.00 45.00 0.449 35.563 0.250 0.030 6.67E-04 0.667
2 1:2.0 22.50 22.50 45.00 0.314 48.529 0.209 0.020 4.44E-04 0.444
3 1:3.0 15.00 30.00 45.00 0.256 55.463 0.185 0.014 3.11E-04 0.311
4 1:4.0 11.25 33.75 45.00 0.212 61.376 0.188 0.012 2.67E-04 0.267
5 1:5.0 9.00 36.00 45.00 0.162 68.865 0.151 0.010 2.22E-04 0.222
6 1:10.0 4.50 40.50 45.00 0.112 77.268 0.116 0.004 8.89E-05 0.089
1 1:15.0 3.00 42.00 45.00 0.076 83.946 0.091 0.002 4.44E-05 0.044

Ref.: procedimiento experimental en Arredondo et al., (2017).

Tabla A.5. La Densidad Optica y su correlacién con la concentracién celular microalgal
de Porphyridium cruentum

Data Relacion
dilucion

N2

Absorbancia

Transmitancia

Concentracion celular microalgal

D.0. (@ 640 nm) (%) (células/mL)  (células/L) (g/mL) (g/L)
0 1:1.0 0.653 22.233 6.485E+06 6.485E+09 1.07E-03 1.0667
1 1:1.5 0.449 35.563 3.885E+06 3.885E+09 6.67E-04 0.6667
2 1:2.0 0.314 48.529 2.880E+06 2.880E+09 4.44E-04 0.4444
3 1:3.0 0.256 55.463 1.575E+06 1.575E+09 3.11E-04 0.3111
4 1:4.0 0.212 61.376 1.310E+06 1.310E+09 2.67E-04 0.2667
5 1:5.0 0.162 68.865 9.850E+05 9.850E+08 2.22E-04 0.2222
6 1:10.0 0.112 77.268 5.800E+05 5.800E+08 8.89E-05 0.0889
7 1:15.0 0.076 83.946 3.000E+05 3.000E+08 4.44E-05 0.0444

Tabla A.6. Datos de calibracidn, para evaluar presencia de
carbohidratos, en dilucién de cultivo microalgas

Solucién Concentracién Densidad Optica
Ne estandar H2S04 (g/L) Abs. (@485 nm)
1 0 1000 0.000 0.000
2 200 800 0.024 0.214
3 400 600 0.048 0.486
4 600 400 0.072 0.737
5 800 200 0.096 1.006
6 1000 0 0.120 1.155
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Tabla A.7. Diluciones de enzima Celulasa (solucién patrén 1:20)

Data Relacion

Volumen para dilucién (mL)

Concentracion final Enzima

Densidad Optica

N° dilucion  Citrato buffer  Enzima (1:20)  Vtotal  [Enzima]  Relacion dilucion ~ (Absorbancia @540 nm)
1 1:5.0 0.600 2.400 3.00 0.0100 1:100 0.833
2 1:7.5 0.400 2.600 3.00 0.0067 1:150 0.538
3 1:10 0.300 2.700 3.00 0.0050 1:200 0.346
4 1:15 0.200 2.800 3.00 0.0033 1:300 0.179
5 1:20 0.150 2.850 3.00 0.0025 1:400 0.095
Curva estandar de enzima Celulasa, DNS
0.0120

5 0.0100 .

£

=

@ 0.0080

£

™~ )

é 0.0060

= 0 y = 0.01x+ 0.0015

@ 0.0040 — R?=0.9978

= ) o

& 0.0020 i

0.0000
0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00
D.O. (Absorbancia @ 540nm)

Figura A.15. curva estdndar de calibracion, para evaluar Actividad Enzimdtica de celulasa.

Tabla A.8. Glucosa liberada por cdéctel enzimdtico Celulasa

Data  Densidad Optica

Concentracién

Concentracion final Enzima

Ne (Abs. @540nm) [Glucosa] (g/0.5L) [Enzima]  Relacién dilucién
1 0.826 3.265 0.0100 1:100
2 0.538 2.197 0.0050 1:200
3 0.337 1.451 0.0025 1:400
4 0.277 1.228 0.0017 1:600
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Tabla A.9. Hidrdlisis enzimdtica de biomasa microalgal, con dos tipos de pretratamiento

Data tiempo

Muestra-<01> (biomasa seca in natura)

Muestra-<02> (biomasa seca molida)

N2  (min.) D.O. [glucosa]  (dG/dt) (g/L- [Cs] Yield D.O. [glucosa] (dG/dt) (gi.-  [Cs] Yield
(540 nm)  (mg/mL) h) (mg/mL) (%, 9/9) (540nm)  (mg/mL) h) (mg/mL) (%, 9/9)
0 0 0.102 0.390 0.003286 2.110 0.00 0.287 0.845 0.002872 1.655 0.00
1 5 0.094 0.370 0.003257 2.130 14.79 0.274 0.813 0.002829 1.687 32.53
2 10 0.112 0.414 0.003228 2.086 16.57 0.283 0.835 0.002786 1.665 33.42
3 15 0.129 0456 0.003199 2.044 18.24 0.297 0.870 0.002744 1.630 34.80
4 30 0.156  0.523 0.003112 1.977 20.90 0.363 1.033 0.002615 1.467 41.30
5 60 0.188 0.601 0.002938 1.899 24.06 0.381 1.077 0.002358 1.423 43.07
6 90 0.216 0.670 0.002764 1.830 26.81 0.407 1.141 0.002101 1.359 45.64
7 120 0.252 0.759 0.002590 1.741 30.36 0.415 1.161 0.001845 1.339 46.43
8 180 0.295 0.865 0.002242 1.635 34.60 0.437 1.215 0.001331 1.285 48.59
9 240 0.350 1.000 0.001894 1.500 40.02 0.457 1.264 0.000817 1.236 50.56
10 300 0.404 1.134 0.001547 1.366 45.34 0.472 1.301 0.000303 1.199 52.04
11 360 0.429 1.195 0.001199 1.305 47.80 0.479 1.318 -0.000210 1.182 52.73
12 420 0.458 1.267 0.000851 1.233 50.66 0.493 1.353 -0.000724 1.147 54.11

Temperatura = 50 - 51 (2C); pH = 4.6 - 4.8 (buffer Citrato sédico); dilucidén enzima 1:200;

Agitacion shaker = 200 rpm; [Sustrato] = 2.5 (mg/mL) biomasa microalgal P. cruentum

Tabla A.10. Hidrdlisis enzimdtica de biomasa microalgal, con tres tipos de dilucion enzima Celulasa

Muestra-<01> (dilucién 1:200)

Data tiempo

Muestra-<02> (dilucién 1:300)

Muestra-<03> (dilucién 1:400)

Ne (min.) D.O. [glucosa] [Cs] Yield D.O. [glucosa]  [Cs] Yield D.O. [glucosa] [Cs] Yield

(540nm)  (mg/mL)  (mg/mL) (%, 9/g) (540nm) (mg/mL) (mg/mL) (%, 9/0) (540nm) (mg/mL) (mg/mL) (%, g/g)
0 0 0.336 0.966 1.184 0.00 0.255 0.766 1.384 0.00 0.216 0.670 1.480 0.00
1 15 0.323 0.934 1.216 43.44 0.220 0680 1470 31.64 0.198 0.626 1.524 29.12
2 30 0.312 0.907 1.243 4218 0.235 0.717 1433 3737 0.211 0.658 1.492 32.67
3 60 0.339 0.973 1.177 45.27 0.258 0.774 1376 38.28 0.227 0.697 1.453 33.01
4 120 0.348 0.996 1.154 46.31 0.270 0.803 1.347 37.02 0.234 0.715 1.435 31.98
5 240 0.365 1.037 1.113 48.25 0.286 0.843 1.307 37.48 0.243 0.737 1.413 32.21
6 360 0.369 1.047 1.103 48.71 0.303 0.885 1.265 37.60 0.245 0.742 1.408 31.41
7 420 0.371 1.052 1.098 4894 0.304 0.887 1.263 35.76 0.242 0.734 1.416 30.84

Temperatura =50 - 51 (2C); pH = 4.6 - 4.8 (buffer Citrato sddico);

Agitacidn shaker = 200 rpm; [Sustrato] = 2.15 (mg/mL) biomasa microalgal P. cruentum
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Tabla A.11. Composicién de nutrientes y de la solucién de sales, utilizada en los medios de

cultivo de fermentacién para S. stip

itis

Nutriente Concentracion Sales Concentracion
(a/L)
Fuente de carbono: Hidrolizado microalgas 75 mL/100 mL CaCl2.H20 1.25
extracto de levadura Scheffersomyces Stipitis 3glL Zn0 0.30
(NH4)2S04 3g/lL FeS04.7H20 0.90
KH2PO4 2 gL CuS04.5H20 0.025
MgS04.7H20 11glL CoCl 0.025
Solucién de sales 1mL/L H3BOs 0.05
Tampon citrato pH: 4.5 10 mL/L MnSQO4.H.0 0.19
NaMo0Q4.2H20 0.035
HCl cc <13 mLL
Ref. Castillo A., (1994)
Arealx10,000)
20] Y=aX+bh
1 a=20919.36
™ b =-997.1853
80 RA2 =0.9996061
] R = 0.9998030
4-0—2 External Standard
20] Calib.Curve:Linear
] Origin:Not Forced
20 Weight:None
1.0—5
] Mean RF : 20239.09
Mﬂo s 10 's 20 25 a0 35  Cone RFSD :631.5412
RF %RSD : 3.120404
Level| Conc. |  Areal | Date Processed : 11/06/2024
1 0.50000 [@ 10,198 145827
2 1.0000 | [ 19,140 e
3 2.0000| v 40,946
4 3.0000 & 61,373
5 4.0000 v 83.025

Figura A.16. curva estdndar de calibracion, para evaluar Etanol. Ref.: [ITA-UNS, (2024)
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A.3.2. Tablas de calculos estadisticos

Informacién reportada por el software minitab, al procesar la data experimental,

Tablas 4.2 — 4.4, del crecimiento microalgal de P. cruentum.

Tabla A.12. Regresion de superficie de respuesta, en volumen de cultivo 200 mL

N x 1076 vs. (lluminacién; Agitacion; Carbono organico)

Coeficientes codificados

Término Coef EE del coef. Valor T Valorp FIV
Constante 8.44 1.20 7.06 0.000

[luminacién 1.06 1.16 091 0.383 2.26

Agitacion 1.30 1.16 1.12 0.290 2.26

Carbono (C) -0.0731 0.0876 -0.84 0.423 3.79

[luminacién*Iluminacién -0.661 0.755 -0.88 0.402 1.02

Agitacion*Agitacion 1.140 0.755 1.51 0.162 1.02

c*C 0.00573 0.00254 2.26 0.048 3.81

[luminacién*Agitacion 0.06 1.01 0.06 0.955 1.00

[luminacién*C  -0.0221 0.0588 -0.38 0.714 2.26

Agitacion*C  0.0282 0.0588 0.48 0.642 2.26

Resumen del modelo

) R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
2.86530 65.57% 34.58% 0.00%

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 156.325 17.3695 2.12 0.129
Lineal 3 22.816 7.6053 0.93 0.463
Iluminacion 1 6.845 6.8454 0.83 0.383
Agitacion 1 10.243 10.2435 1.25 0.290
C 1 5.727 5.7269 0.70 0.423
Cuadrado 3 67.858 22.6192 2.76 0.098
Iluminacion*[luminacion 1 6.299 6.2991 0.77 0.402
Agitacion*Agitacion 1 18.719 18.7188 2.28 0.162
C*C 1 41.782 41.7824 5.09 0.048
Interaccién de 2 factores 3 3.080 1.0266 0.13 0.943
Iluminacion*Agitacion 1 0.027 0.0271 0.00 0.955
Iluminacion*C 1 1.164 1.1645 0.14 0.714
Agitacion*C 1 1.888 1.8882 0.23 0.642
Error 10 82.100 8.2100
Falta de ajuste 5 81.006 16.2012 74.06 0.000
Error puro 5 1.094 0.2187
Total 19  238.425



Ecuacion de regresion en unidades no codificadas

Nx 10”6

= 6.43 + 0.321 lluminacién - 6.88 Agitacién - 8.0 C

- 0.00546 lluminacién*Iluminacién + 4.56 Agitacién*Agitacion + 27.2 C*C
+0.011 iluminacién*Agitacion - 0.139 Illuminacion*C + 3.89 Agitacion*C

Optimizacion de respuesta:

N x 1076 - volumen de cultivo 200 mL

Parametros
Respuesta Meta Inferior Objetivo Superior Ponderacion Importancia
Nx1076 Maximo 0.858 17.43 1 1
Solucion
N x 1076 Deseabilidad
Solucién iluminacion Agitacion Carbono Ajuste compuesta
1 22.6818 1.84090 0.670448 23.7220 1
Prediccion de respuesta miltiple
Variable Valor de configuracion
iluminacién 22.6818
Agitacion 1.8409
Carbono 0.670448
Respuesta Ajuste EE de ajuste ICde95% IP de 95%
Nx10"6 23.72 4.23 (14.30; 33.14) (12.34; 35.10)
Optima lluminac Agitacio c
Alto 39.4997 1.8409 0.6704
JathLil [22.6818] [1.8409] [0.6704]
Bajo 2.5003 0.1501 0.1704
O . -] e e = t-———————4 r ]|
e . / /
S ~ / /
/ /
/ /
Nx 1046 / f
Méximo J_// /
y = 23,7220 /
d = 1.0000 //
i P
-~ 9 '
- P " *
M s i
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Tabla A.13. Regresién de superficie de respuesta, en volumen de cultivo 500 mL

N x 1076 vs. (lluminacién; Agitacion; Carbono organico)

Coeficientes codificados

Término Coef EE del coef. Valor T Valorp FIV
Constante 8.455 0.393 21.50 0.000

iluminaciéon 4.285 0.383 11.19 0.000 2.26
Agitacién 1.496 0.383 3.91 0.003 2.26
Carbono 0.0237 0.0288 0.82 0430 3.79
iluminacién*iluminaci6on 3.109 0.248 12.53 0.000 1.02
Agitacién*Agitacion 0.113 0.248 0.45 0.660  1.02
Cc*C 0.005052 0.000835 6.05 0.000 3.81
iluminacién*Agitacion 1.517 0.333 4.56 0.001  1.00
iluminacién*C 0.0024 0.0193 0.13 0902 2.26
Agitacion*C -0.0320 0.0193 -1.66  0.129 2.26

Resumen del modelo

) R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)

0.942050 98.48% 97.10% 89.53%
Andlisis de Varianza
Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 573.216 63.691 71.77 0.000
Lineal 3 125.237 41.746 47.04 0.000
Iluminacion 1 111.095 111.095 125.18 0.000
Agitacion 1 13.542 13.542 15.26 0.003
C 1 0.600 0.600 0.68 0.430
Cuadrado 3 161.418 53.806 60.63 0.000
Iluminacion*[luminacion 1 139.343 139.343  157.01 0.000
Agitacion*Agitacion 1 0.183 0.183 0.21 0.660
Cc*C 1 32.507 32.507 36.63 0.000
Interaccién de 2 factores 3 20.868 6.956 7.84 0.006
Iluminacion*Agitacion 1 18.421 18.421 20.76 0.001
Iluminacion*C 1 0.014 0.014 0.02 0.902
Agitacion*C 1 2.433 2.433 2.74 0.129
Error 10 8.875 0.887
Falta de ajuste 5 7.452 1.490 5.24 0.047
Error puro 5 1.423 0.285

Total 19 582.090



Ecuacion de regresion en unidades no codificadas
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N x
1076

= 14.69 - 0.966 iluminacion - 3.55 Agitacion + 4.02 C
+0.02570 iluminacién*iluminacion + 0.450 Agitacion*Agitacion + 24.03 C*C

+0.2759 iluminacién*Agitacién + 0.015 iluminaciéon*C - 4.41 Agitacion*C

Optimizacion de respuesta:

N x 10726 - volumen de cultivo 500 mL

Parametros
Respuesta Meta Inferior Objetivo Superior Ponderaciéon Importancia
Nx1076 Objetivo 7.48 25.31 27.841 1

Solucion

Solucién iluminacién Agitacion Carbono

N x 10”76 ajuste

Deseabilidad compuesta

1 27.9738 1.84090 0.670448 25.31 1.00000
Prediccion de respuesta miltiple
Valor de
Variable configuracion
iluminaciéon 27.9738
Agitacion 1.8409
Carbono 0.670448
Respuesta Ajuste EE de ajuste IC de 95% IP de 95%
Nx 1076 25.31 1.48 (22.01; 28.61) (21.40; 29.22)
Optima lluminac Agitacio &
Alt 39.4997 18409 0.6704
D:1000 5P [27.9738] [1.8409] [0.6704]
Bajo 2.5003 0.1591 -0.1704
Nx 1046
Obj: 25.310 ,
y=2310 | _ _ _ _ _ _ _¥__ o ____ AL ___
d = 1.0000 / A /_,
P d — e
./_/’/ e _,.-l"f../




115

Tabla A.14. Regresidn de superficie de respuesta, en volumen de cultivo 1000 mL

N x 1076 vs. (lluminacién; Agitacion; Carbono organico)

Coeficientes codificados

Término Coef EE del coef. ValorT  Valor p FIV
Constante 10.158 0.246 41.23 0.000
Iluminaciéon 1.131 0.240 4.71 0.001 2.26
Agitacion 2.067 0.240 8.61 0.000 2.26
Carbono (C) 0.1271 0.0180 7.05 0.000 3.79
iluminacion*iluminaciéon  -0.665 0.155 -4.27 0.002 1.02
Agitacion*Agitacion 0.079 0.155 0.51 0.622 1.02
C*C -0.001514 0.000523 -2.89 0.016 3.81
iluminacion*Agitacion 0.036 0.209 0.17 0.866 1.00
iluminacion*C  0.0367 0.0121 3.03 0.013 2.26
Agitaciéon*C  -0.0292 0.0121 -2.41 0.037 2.26

Resumen del modelo

S R-cuadrado R-cuadrado(ajustado) R-cuadrado (pred)
0.590301 97.10% 94.48% 88.02%

Analisis de Varianza

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 9 116.523 12.9470 37.16 0.000
Lineal 3 50.909 16.9698 48.70 0.000
Iluminacion 1 7.739 7.7387 22.21 0.001
Agitacion 1 25.857 25.8565 74.20 0.000
C 1 17.314 17.3142 49.69 0.000
Cuadrado 3 8.984 2.9948 8.59 0.004
Iluminacion*Iluminacion 1 6.363 6.3635 18.26 0.002
Agitacion*Agitacion 1 0.090 0.0900 0.26 0.622
C*C 1 2919 2.9192 8.38 0.016
Interaccién de 2 factores 3 5.230 1.7434 5.00 0.023
Iluminacion*Agitacion 1 0.010 0.0104 0.03 0.866
[luminacion*C 1 3.198 3.1979 9.18 0.013
Agitacion*C 1 2.022 2.0221 5.80 0.037
Error 10 3.485 0.3485
Falta de ajuste 5 1.522 0.3045 0.78 0.606
Error puro 5 1.962 0.3925

Total 19 120.007
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Ecuacion de regresion en unidades no codificadas

Nx1076 = 1.61+0.3187 iluminacién + 3.51 Agitacién + 8.47 C
- 0.00549 iluminaciéon*iluminacion + 0.316 Agitacion*Agitacién - 7.20 C*C
+0.0065 iluminacién*Agitacion + 0.2299 iluminacién*C - 4.02 Agitacion*C

Optimizacién de respuesta:
N x 10%6 — volumen de cultivo 1000 mL

Parametros

Respuesta Meta Inferior Objetivo Superior Ponderacion Importancia

N x 10"6 Objetivo 6.445 19.083 20.9913 1 1

Solucién

N x 10*6 Deseabilidad
Solucién iluminacion Agitacién Carbono Ajuste compuesta

1 39.4997  1.84090 0.670448 17.1996  0.850977

Prediccién de respuesta multiple

Valor de

Variable configuracion
lluminacion 39.4997

Agitacion 1.8409

Carbono 0.670448

EE de
Respuesta Ajuste ajuste IC de 95% IP de 95%

N x 106 17.20 1.30 (14.31; 20.09)  (14.03; 20.37)
Sptirna lluminac Agitacio C
om0 4 e e gt

Bajo 2.5003 0.1501 -0.1704
) - e i T ”/,. e

N x 1046 p ) P

Obj: 19.0830 v /

y=17.1996 o 4

d= 085098 2

f
s
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Tabla A.15. Composicion de medios nutricionales, de Guillar y Ryther, para cultivo microalgal

Nombre del compuesto  Férmula quimica F (masa/L) F/1 (masa/L) F/2 (masa/L)*
MACRONUTRIENTES:
Nitrato de sodio NaNOs 150 mg 75 mg
Fosfato monobasico de sodio NaH,>POy4 10 mg 5mg
Fe sequestrene FeCls-EDTA 10 mg -
Silicato de sodio hidratado ~ Na,Si03.9 H,O 30-60 mg 15-30 mg
TRAZA DE METALES (oligoelementos):
Sulfato de cobre Cu (S04).5 H,0 0.0196mg  El medio F/1 es el 0.01 mg
Sulfato de zinc Zn (SO4).7 H,O 0.044 mg gz)idlg Fmtlz_m %gniﬂg 0.022 mg
Cloruro de cobalto CoCly.6 H,0 0.020mg  solucion al 25% de 0.01 mg
“tris”  (hidroximetil)
Cloruro de manganeso MnCl>.4 H,0 0.360 mg amino-m.etano, que 0.18 mg
Molibdato de sodio NapMoOy.2 H,0 0.0126 mg ;S Zz?gé?;\,: mfﬁngg 0.006 mg
Naz.EDTA+ NayCigHigNog . 500 mg "is” porfitro) - a6 g
Cloruro férrico FeCl3.6 H,O - 3.15mg
VITAMINAS:
Tiamina-HCl CigH17N40S 0.20 mg 0.1mg
Biotina CigH1gN203 S 1.0 ug 0.5ug
B12 1.0ug 0.5ug

Agua de mar (filtrada y esterilizada)

pH (de solucion final)
puede ajustarse con NaOH o HCI 1M

Enrasar, la mezcla de compuestos, todo a un litro
6.5-7.0 71-73 72-80

Ref: (*) se utilizé Nutrientes F/2, adquirido del Instituto Algae Research Supply, CA. USA. Guillard and Ryther, (1962).
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Figura A.17. Diagrama de flujo con las principales materias primas y procesos utilizados
para la produccion de etanol 2G. (Ref.: Mussato et al., 2010)



Tabla A.16. Andlisis composicional de biomasa algal seleccionada

Macroalgas Carbohidratos (g/g) Proteinas (g/g) Lipidos (g/g) Referencias
Laminaria japonica 0.56 0.08 0.01 Shi et al. (2011)
Ecklonia stolonifera 0.48 0.13 0.02 Jung et al. (2011)
Undaria pinnatifida 0.40 0.15 0.02
Hijikia fusiforme 0.28 0.05 0.01
Gelidium amansi 0.61 0.16 0.03
Porphyra tenera 0.35 0.38 0.04
Gracilaria verrucosa 0.33 0.15 0.03
Codium fragile 0.32 0.10 0.01
Microalgas Carbohidratos (g/g) Proteinas (g/g) Lipidos (g/g) Referencias
Chlorella vulgaris 0.38 0.49 0.007 Yunet al. (2012)
Chlorella sp. 0.25 0.41 0.11 Sun et al. (2011)
Chlorella sorokiniana 0.14 0.14 Roy et al. (2014)
Nanochloropsis oceanica 0.33 0.10 0.34 Xia et al. (2013)
Chlamydomonas reinhardtii 0.17 0.48 0.21 Becker (2007)
Porphyridium cruentum 0.40-0.57 0.28-0.39  0.09-0.14 Becker (2007)
Dunaliella bioculata 0.04 0.49 0.08 Demirbas (2010)
Tetraselmis maculata 0.15 0.52 0.03
Prymnesium parvum 0.25-0.33 0.28-0.45 0.22-0.38
Scendesmus quadricauda 0.23 0.47 0.019
Scendesmus dimorphous 0.21-0.52 0.08-0.18  0.16-0.40
Spirogyra 0.33-0.64 0.06-0.20  0.11-0.21
Scendesmus obliquus 0.10-0.17 0.50-0.56  0.12-0.14 Becker (2007)
Chlorella vulgaris 0.12-0.17 051-0.58  0.14-0.22
Spirulina maxima 0.13-0.16 0.60-0.71  0.06-0.07
Spirulina platenensis  0.08-0.14 0.46-0.63 0.04-0.09
Anabaena cylindrica  0.25-0.30 0.43-0.56 0.04-0.07
Synechococcus sp.  0.15 0.63 0.11
Dunaliella saliana  0.32 0.57 0.06
Chlorella pyrenoidosa  0.26 0.57 0.02
Euglena gracilis  0.14-0.18 0.39-0.61 0.14-0.20
Arthrospira platensis ~ 0.44 0.45 Cheng et al. (2012)

Ref.: Dass & Varanasi (2019).
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Tabla A.17. Ventajas y limitaciones de estanques abiertos y fotobiorreactores.

Sistema produccioén

Ventajas

Limitaciones

Relativamente barato

Pobre productividad de biomasa

Facil de limpiar Se requiere gran area de tierra
Estanque yijizq tierras no agricolas Limitado a unas pocas cepas de algas
Entradas de baja energia Mezclado pobre, utilizacion de luz y CO:
Mantenimiento fcil Los cultivos se contaminan facilmente
Gran superficie de iluminacion. Algn grado de crecimiento de la pared
Adecuado para cultivos al aire libre Ensuciamiento
Fotobiorreactor tubular

Relativamente barato
Buenas productividades de biomasa

Requiere gran espacio de tierra

Gradientes de pH, oxigeno disuelto y CO2, a lo largo
de los tubos

Fotohiorreactor placa plana

Alta productividad de biomasa
Facil de esterilizar

Baja acumulacion de oxigeno
Templado facilmente

Buen camino de luz, con gran superficie de

iluminacion
Adecuado para cultivos al aire libre.

Escalamiento dificil

Dificil control de temperatura

Pequefio grado de estrés hidrodindmico
Algun grado de crecimiento de la pared

Fotobiorreactor de columna

Compacto

Alta transferencia de masa

Bajo consumo de energia

Buena mezcla con bajo esfuerzo cortante

Facil de esterilizar, Fotoinhibicion y
fotooxidacion reducidas.

Area de iluminacion pequefia

Caro, comparado con estanques abiertos
Esfuerzo cortante

Construccion sofisticada

Ref.: Das & Varanasi, (2019); Aro, (2016); Alam et al., (2015); Enamala et al., (2018)

Tabla A.18. Enzimas utilizadas en la degradacion de la pared celular de microalgas

Especies de microalgas Enzimas Condiciones Tasa de Referencias
sacarificacion
Cellulase, Pectinase Cellulase (0.122 FPU/mg); Pectinase (240
. B -glucosidase IU/mg protein); Amylase (16 FAU/mL);
Chlorella vulgaris Amylase, Xylanase ~B-glucosidase (10 U/mL); Xylanase (100
w . U/mL); Chitinase (0.2 U/mL); Lysozyme
Chitinase (4000 UimL); Sulfatase (50 UjmL)
Lysozyme Sulfatase ' ;
ysosy 50 °C and pH 4.8 for 72 h 9% Kim et al. (2014)
Glucanase Glucanase (0.3 mL/g biomass);
Chlorella vulgaris Protease Protease (0.2 mL/g biomass);
Chlamydomonas reinhardtii 50 °C and pH 4.5 for 5 h 9088 b i Gl 01
Cellulases Celluclast 1.5 L (60 pL/3 g biomass);
Chlorella sorokiniana Amylases Novozyme 188 (30 uL / 3 g biomass); 100 % Hernandez et al. (2015)
55°CandpH4.5for 72 h
Bunalielaerioleets Amyloglucosidase 0.4 mL enzyme/g biomass; 55 °C pH 5.5 80.9 % Lee etal. (2013)
Chlamydomonas reinhardtii z-an?ylsze i 120 KNUIg (300 AGU/mL); )
myloglucosidase 50 - 65 °C; pH 4.5 - 5.5; para 10 — 60 min 56 % Choi et al. (2010)
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