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Resumen

Resumen

Dentro los contaminantes mas agresivos de la industria azucarera y sus derivados se
encuentran las vinazas de destileria. En este trabajo se presentan los resultados de la
evaluacion del crecimiento de Chlorella vulgaris en diferentes concentraciones de vinaza,
ademas de la caracterizacion fisico-quimica de dicho residual, explicando de forma general el
efecto de los componentes de la vinaza, sobre el crecimiento de esta microalga y su contenido
clorofila a. El empleo de la vinaza como medio de cultivo no solo provee una opcién para el
aprovechamiento de sus propiedades fisico quimicas, sino que ademas, la biomasa de C.
vulgaris obtenida presenta un alto valor agregado, considerando que entre sus aplicaciones
mAas recientes se encuentra su empleo como fuente renovable de energia en la produccion de
biocombustibles. Por dltimo se realizé6 un disefio preliminar de una planta piloto para la
obtencion de biomasa microalgal, y se evalué su factibilidad técnica y econémica, reportdndose

pérdidas constituyendo esta planta poco rentable.




Abstract

Abstact

Inside of the most aggressive pollutants in the sugar industry and their derived are the still
vinazas. In this work the results of the evaluation of the growth of Chlorella vulgaris are
presented in different vinaza concentrations; besides the physical-chemical characterization of
having said residual, explaining in a general way the effect of the components of the vinaza, on
the growth of this microalge and their contained chlorophyll to. The employment of the vinaza
like half of non alone cultivation provides an option for the use of its chemical properties
physique, but rather also, the biomass of C obtained vulgaris presents a high added value,
considering that he enters its more recent applications she is its employment as renewable
source of energy in the biocombustibles production. Lastly she was carried out a preliminary
design of a plant pilot for the obtaining of biomass microalgal, and their technical and economic
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Introduccion

INTRODUCCION

Las microalgas constituyen un grupo de organismos unicelulares pertenecientes a sistemas
acuaticos o humedos, los cuales, eventualmente, presentan mas diferencias que semejanzas
entre si (Lourenco 2006). Existen registros de cultivos de microalgas realizados hace mas de
mil afios con fines alimenticios en China, México y paises del centro-este de Africa. Sin
embargo, la “domesticacion” de las microalgas comenzé a mediados del siglo XX (Chen et al.
2009). Actualmente el mercado de las microalgas se basa en la acuicultura, en la produccion
de biomasa nutritiva para la alimentacién y en la produccion de compuestos de alto valor

agregado, como antioxidantes (Spolaore et al. 2006).

En la Ultima década se registré un aumento de las investigaciones dirigidas al cultivo masivo de
microalgas debido a que representan una fuente de biomasa que puede ser empleada en la
produccion de biocombustibles y biofertilizantes (Xu, Miao et al. 2006, Demirbas 2009). Los
combustibles derivados de biomasa vegetal emitirian menos gases de efecto invernadero
(GHG) a la atmdsfera que los combustibles fosiles. Actualmente las tecnologias asociadas al
empleo de microalgas en estos sistemas se encuentran en estado de investigacion y desarrollo
con el objetivo principal de abaratar su produccién, por lo cual la basqueda de medios de
cultivo alternativos para obtener mayor biomasa con un menor costo, se hace imprescindible,
en este sentido, Chlorella vulgaris parece ser una especie promisoria. Segun (Krohn et al.
2010) la “fiebre de las microalgas” se origind por los altos valores de productividad de lipidos
por area que algunas especies serian capaces de alcanzar. Sin embargo estas productividades
aun no han sido obtenidas y ademds serian necesarias innovaciones tecnoldgicas en el sector
para que la produccion de biodiesel a partir de microalgas represente un proceso viable, tanto

en el aspecto econdmico como en el energético (U.S. DOE 2010).

La vinaza es un residual liquido industrial considerado un desecho, y debido a las grandes
cantidades generadas de este material se empezé a investigar en opciones para el

aprovechamiento de sus propiedades fisicoquimicas (Santos et al., 2007).

En este trabajo se evalla la factibilidad del uso de diferentes concentraciones de vinaza como
medio alternativo de C. vulgaris, con el proposito de establecer cultivos densos para la

produccion de biomasa.




Introduccion

Por lo que se plantea como problema cientifico que: A pesar del desarrollo y aplicabilidad de
los cultivos de microalgas a gran escala, aun se presentan inconvenientes con los costos de
produccion de la biomasa y su calidad, dependiendo del uso final, lo que esta relacionado
fundamentalmente con los gastos por concepto de medios de cultivo y energia. En la actualidad
ha aumentado el interés por la biomasa de especies como Isocrhrysis galbana,
Nannochloropsis sp y Chlorella sp en la produccion de biocombustibles; sin embargo, resulta
imprescindible la basqueda de alternativas viables para reducir al maximo los gastos en medios
de cultivo, garantizando una alta concentracién de biomasa rica en lipidos, en el menor tiempo
posible.

Con el propésito de solucionar el problema anterior se plantea como hipétesis del trabajo la
siguiente: En dependencia de la concentracion, la vinaza permite un crecimiento adecuado de

Chlorella vulgaris.

Teniendo como objeto el Cultivo de Chlorella vulgaris y como campo de accién la variacion del

crecimiento en relaciéon con diferentes concentraciones de vinaza.
El objetivo general de la investigacién es:

Evaluar las potencialidades de la vinaza como medio de cultivo para la produccion de biomasa

de C. vulgaris.

Para validar la hipotesis y resolver el problema cientifico planteado, los objetivos especificos

del trabajo son:

« Evaluar la variacion de pardmetros de crecimiento de C. vulgaris en relacién con el

medio de cultivo.

+ Comparar pardmetros de crecimiento y composicion pigmentaria de biomasa de
Chlorella vulgaris desarrollada en diferentes concentraciones de vinaza y en medio

Bristol (control) en cultivos aireados y no aireados.

« Disefiar una planta de obtencion de aceite de algas para realizar de forma preliminar la
evaluacion econémica del proceso y determinar los indicadores econdmicos de

rentabilidad.
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1.1. Aspectos generales de las algas.

El término alga no posee un valor taxondmico formal. Es utilizado para designar a un grupo de
organismos con origenes evolutivos diferentes pero que comparten la capacidad de realizar el
proceso de fotosintesis 0 que se encuentran relacionados a formas pigmentadas (Barsanti y
Gualtieri 2006; Lourenco 2006). Se encuentran como organismos microscopicos solitarios o
macroscopicos como organismos multicelulares y como conglomerados de células (Barsanti y
Gualtieri 2006).

Se estima que existen entre 1 y 10 millones de especies de algas, de las cuales la mayoria
serian microalgas. Este ensamblado de organismos puede ser tanto procariota como eucariota.
La gran diversidad del grupo se refleja en el tamafio, tipos de metabolismo, estructura celular,
hébitat, organizacion y morfologia celular, pigmentos, polisacaridos estructurales y de reserva y
metabolitos especificos (Barsanti y Gualtieri 2006).

1.2. Clasificacion.

Histéricamente los miembros procariotas del grupo de algas se clasificaron en dos divisiones:
Cyanophyta y Prochlorophyta, y los miembros eucariotas se agruparon en nueve divisiones:
Glaucophyta, Rhodophyta, Heterokontophyta, Prymnesiophyta (también conocida como
Haptophyta), Criptophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta y Chlorophyta.
(Barsanti y Gualtieri 2006).

En la siguiente tabla se muestra la clasificacién de las algas segun Barsanti y Gualtieri (2006).

Tabla 1.1. Clasificaciéon de algas.

Reino Division Clase
Prokaryvota Eubacteria Cyanophyta Cyanophyceae
Prochlorophyta Prochlorophyceae
Glaucophyta Glaucophyceae
Rhodophyta Bangiophyvceae
Florideophyceae
Heterokontophwyta Chryvsophyoeac
Nanthophyce
Eustigmatophy ae
Bacillariophyceae
Raphidophyc
Eulkaryota Dicrtvochophyceae
Haprtophyta Haptophyceae
Cryvprophyta Cryvptophyvceae
Dinophyta Dinophyceae
Euglenophyta Euglenophyceae
Chlorarachniophyta Chlorarachniophyceace
Chlorophyta Prasinophyceaec
Chlorophyceae
Ulvophyceae

Cladophorophyeeae
Bryopsidophyceae
Zwvegnematophyceae
Trentepohliophyceae
Klebsormidiophyceae
Charophyceae
Dasveladophyceac
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1.3. Microalgas: caracteristicas generales y sistemas de cultivo.

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos microscépicos que al igual que las plantas
contienen clorofilas; son capaces de fijar CO, y liberar O, a la atmésfera. Existen mas de 30
000 especies, muchas de ellas sin estudiar. Las hay de organizacion procariética
(cianobacterias) y eucariotica. Pueden crecer durante todo el afio y presentan un corto ciclo
vital; pueden crecer ademas en diversos ambientes. Algunas son extremdfilas en cuanto a
temperatura (termofilicas), pH (aciddfilas y alcalofilas). Representan las plantas de mayor
velocidad de crecimiento de la Tierra; pueden crecer cien veces mas rapido que los arboles,
tanto que su peso puede llegar a duplicarse diariamente (Serra, 2009).

Hoy es indiscutible la importancia econémica de las microalgas, que a diferencia de las plantas
superiores, contienen relativamente pequefas cantidades de material estructural y muchos de
los componentes celulares son de reconocido valor econémico. Contienen una gran cantidad
de pigmentos esenciales que bajo la accion de la luz solar y de sustancias inorganicas simples
como dioxido de carbono, compuestos nitrogenados y fosforados, a través del proceso
fotosintético, son transformados en compuestos organicos complejos como carbohidratos,
lipidos, proteinas, que posteriormente se acumulan en las células y en los tejidos de los
organismos simples y superiores. Por el proceso de fotosintesis también regulan el contenido
de oxigeno y diéxido de carbono en la atmdsfera, colaborando en el control del efecto
invernadero, las lluvias acidas y el adelgazamiento de la capa de ozono (Travieso y Benitez,
1998).

1.3.1. Requerimientos principales de los cultivos de microalgas.

Se han desarrollado diferentes medios para el cultivo de microalgas que van desde las
formulas para enriquecer el agua de mar natural, hasta el uso de medios artificiales. Estas se
desarrollan y multiplican en relaciéon a las condiciones fisicoquimicas del medio. En términos
generales son los macronutrientes o factores limitantes del crecimiento los que se requieren en
cantidades relativamente grandes, mientras que los llamados micronutrientes se necesitan en
menores cantidades. En la siguiente tabla 1.2 se exponen los requerimientos principales de los
cultivos y los valores aproximados de los pardmetros fisicos, ya que los requerimientos de
nutrientes son particulares de la especie que se vaya a cultivar en las condiciones concretas de

cultivo.
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Tabla 1.2. Requerimientos principales de los cultivos de microalgas (Kinne, 1979).

COMPUESTOS
REQUERIMIENTOS VALORES
QUIMICOS
Luz 2,000 — 4,000 lux
o Temperatura 15-22°C
Fisicos Salinidad 0.37%o
pH 7-9
Redox
C CO,CO4 g/100 ml
N N,oNH4+ N03 g/lOO ml
P PO, g/100 ml
Nutritivos S SO, /100 ml
Na, K, Ca, Mg Sales g/100 ml
Fe, Zn, Mn, B, Br, Si Sales mg/100 mi
Cu, Co, gjl;/ Sr, Rb, Sales ig/100 ml
Vitaminas B, tiamina, biotina ig/100 ml

1.3.2. Sistemas extensivos e intensivos de cultivo.

De forma general las microalgas pueden ser cultivadas tanto en estanques como en recipientes
cerrados, llamados biorreactores o fotobiorreactores como se puede observar en la Figura 1.1.
Actualmente, se estan investigando los mejores sistemas, debido a que no existe unanimidad
de criterios. Los sistemas de cultivos pueden ser de dos tipos: extensivos e intensivos.
(Anexo 1)

Figura 1. Sistemas utilizados para el cultivo de microalgas: (a) estanque abierto, (b)
Fotobiorreactor de placa delgada, (c) Fotobiorreactor tubular inclinado y (d) Fotobiorreactor
continuo horizontal.
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1.3.2.1. Sistemas extensivos.

El sistema extensivo est4 basado en el aprovechamiento de la produccion natural, donde el
control sobre depredadores y competidores es muy limitado o no existe, tampoco sobre los
parametros fisico-quimicos del agua. El esquema de produccion se caracteriza por el uso de
extensas areas para el cultivo, en el cual las actividades fundamentales se limitan a la

obtencion y confinamiento de organismos a una densidad normalmente baja y conocida.

Ejemplo de ello lo constituyen los estanques en sistemas abiertos que no son mas que
depdsitos artificiales construidos encima o debajo del nivel del suelo que permiten a las algas
mantenerse en movimiento en el medio, de forma que todas reciban la misma cantidad de luz y
nutrientes. El riesgo de este tipo de sistemas de cultivos es la alta probabilidad de ser
contaminados por otros tipos de algas. En general, para el cultivo en sistemas abiertos se
buscan cepas que puedan crecer bajo condiciones en las que a otros organismos les resultaria
dificil desarrollarse, como pH, temperaturas y requerimientos nutritivos especificos. Los
estanques empleados en el cultivo de microalgas pueden llevar o no removedores de agua. En
la actualidad, las investigaciones sugieren el empleo de removedores de agua, con dos
finalidades: conseguir que el agua no se quede estancada, ya que esto ocasionaria posibles
adherencias de las microalgas a las paredes de los estanques, lo que dificultaria su cosecha e
incrementar el intercambio del agua con el oxigeno del aire. Por su parte, la remocién supone
un gasto energético y econémico que, en algunos casos, puede ser muy elevado. (Calderén,
2012).

Un sistema alternativo para el crecimiento de algas es mediante invernaderos. Aunque se
reduce el area de cultivo se solucionan muchos problemas que poseen los sistemas abiertos:
menor probabilidad de contaminacion por especies no deseadas, pueden cultivarse un mayor
namero de especies, el periodo de cultivo es mayor, ya que existe control de la temperatura y
puede incrementarse la cantidad de CO, en el ambiente, con lo que también aumentaria la tasa

de crecimiento de las algas (Europe, 2010).

1.3.2.2. Sistemas intensivos.

Por su parte, el sistema intensivo es el sistema de produccién basado en un elevado dominio
tecnolégico, expresado en el control estricto de la poblacion de cultivo (densidad y talla) y el
aprovechamiento 6ptimo del espacio disponible. Asi pues, contempla al mismo tiempo el
control estricto de los depredadores y competidores, la calidad del agua y de la alimentacion.

Es comun dentro de este esquema el empleo de sistemas de aireacion, filtracion, produccién

6
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de alimento vivo, desinfeccién y prevencion de enfermedades. Dependiendo del grado de
sofisticacion, puede incluir la recirculacion del agua de cultivo, el uso de organismos mejorados
genéticamente, el control automatizado de la calidad del agua y de la alimentacion (Gémez
1997).

Los fotobiorreactores son sistemas de cultivo cerrados, los cuales incorporan luz blanca y
natural y donde las condiciones son mas controladas que en los sistemas abiertos. Un
fotobiorreactor es un sistema donde se generan las condiciones necesarias para el desarrollo
de la fotosintesis en los microorganismos, tanto para propositos de investigacion, como para la
obtencién de biocombustibles alternativos (Europe, 2010). En estos equipos las microalgas no
solo reciben la radiacién natural, sino que aprovechan también la radiacién artificial, siendo esto
una gran ventaja frente a los estanques. Sin embargo, ello supone unas instalaciones y unos
costos econémicos y energéticos adicionales a considerar en la seleccion de uno u otro

sistema de cultivo.

Para lograr altas productividades en el cultivo intensivo se necesita conocer y controlar factores

gue inciden en el crecimiento microalgal, a continuacién se describen algunos de ellos.
1.4. Factores que inciden en el crecimiento microalgal.

El factor mas importante que incide en el cultivo intensivo de microalgas es la radiacion solar,
sin ella es imposible el crecimiento de las cepas, incluso suministrandoles di6xido de carbono y
otras fuentes de carbono para su crecimiento. Similares criterios son asumidos por [(Aiba,
1982), (Becker, 1994)], al expresar que este factor influye en la cinética de la fotosintesis y que

en general los sistemas de cultivos de microalgas estan limitados por la luz.

Igualmente (Barsanti y Gualtieri, 2006) sefalan, para las algas en general, la influencia del
mencionado factor en la velocidad fotosintética y esta a su vez depende de la naturaleza de los
nutrientes y del mezclado, asi como de factores biolégicos como la edad y la especie. Otros
factores como el pH, la temperatura y la salinidad son también incidentes. Especificamente en
las microalgas, (Kumar et al., 2010) incluyen ademas otros factores del entorno que afectan el
crecimiento como el oxigeno disuelto (OD) y los niveles de elementos toxicos, como metales
pesados. Finalmente, este crecimiento puede ser afectado por condiciones de funcionamiento
del reactor como tiempo de residencia hidraulico, transferencia de gas y equipos de mezclado,
debido a ello se afecta la disponibilidad de CO,, disminuyendo la velocidad de crecimiento y la

exposicion de luz. Carlsson y Beilen (2007) agregan a los factores bioldégicos que pueden




Capitulo 1: Revision Bibliogrdfica

limitar las velocidades de crecimiento, el desarrollo de otros microorganismos, que originan la

competencia por los constituyentes del sistema.

1.4.1.1. Intensidad de la luz.

La luz constituye un factor fundamental en todo cultivo de microalgas, tanto por si misma como
por sus interrelaciones con otros parametros. La radiacion utilizable fotosintéticamente (PAR)
esta dentro del rango del espectro visible (400 — 700 nm). Representa la fuente de energia para
la fotosintesis, y tanto la intensidad luminosa como la longitud de onda y el fotoperiodo (que
marca el mecanismo para muchos ritmos cicardianos) afectan al crecimiento y metabolismo

microalgal (Lips and Avissar 1986).

Los sistemas de cultivo, principalmente los fotobiorreactores, son optimizados en su geometria
para alcanzar la mayor area iluminada posible, lo que resulta que se alcancen mayores tasas
de crecimiento y como consecuencia cultivos mas densos. Obtener cultivos mas densos es el
objetivo del proceso donde se desea obtener mayor productividad en biomasa, sin embargo un
aumento de la densidad celular puede causar un sombreado, disminuyendo el area iluminada y
consecuentemente la tasa especifica de crecimiento. Una solucién para este problema es el
aumento de turbulencia a través de sistemas eficientes de aireacion. Un fendmeno muy
observado en medios de cultivos techados, que también afecta el crecimiento de las

microalgas, es el de fotoinhibicion, el cual se puede observar en la Figura 2.

Velocidad maxima
de crecimiento

Regién de
wmax fotoinhibicion™]
max

2

—

1
H . x
] Constante de saturacion
{ deluz

! -

de crecimiente—p

Velocidad especifica

0 Lix

0 Intensidad de luz
—_—

Figura 2. Efecto de la intensidad de luz en la velocidad especifica de crecimiento de las
microalgas; Chisti (2007).
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1.4.1.2. Mezclado.

El mezclado es necesario para evitar la sedimentacion y principalmente para favorecer el
intercambio de gas entre las algas y el medio de cultivo. En este sentido, (Becker, 1994) apunta
gue el mezclado es un parametro clave para el desarrollo adecuado de las microalgas en
bioreactores, ya que bajas velocidades de mezclado obstaculizan la transferencia de masa
gaseosa, conducen a la aparicion de zonas estancadas, donde la luz y los nutrientes son
insuficientes y pudieran prevalecer condiciones andxicas/anaerdbicas, dando como resultado
una disminucion de la productividad; asi como la viabilidad del cultivo pudiera también estar
comprometida por la produccion y acumulacién de compuestos téxicos. Contradictoriamente,
altas velocidades de mezclado pueden causar cortes perjudiciales a las células segun
(Carlsson y Beilen, 2007), ademas de exigir mayor consumo de energia. (Jaouen et al., 1999)
reportan los métodos mas comunes de mezclado en bioreactores, dentro de ellos se
encuentran el bombeo, la agitacion mecéanica y la inyeccién de gas. El bombeo, reportado
también por (Barsanti y Gualtieri, 2006), ofrece una buena eficiencia de mezclado, pero baja
velocidad de transferencia de gas; el estrés hidrodinamico asociado incrementa con la
velocidad de rotacion de bombeo. Difiere la agitacibn mecanica con el método anterior en
presentar mejor transferencia de gas; sin embargo, este tipo de agitacion puede causar un
significativo estrés hidrodinamico, lo cual puede ser manejado por medio del uso adecuado de
bafles para crear un patrén de turbulencia controlada, segun (Kumar et al., 2010) en un estudio
mas reciente. (Richmond y Cheng-Wu, 2001) sefialan que la inyeccion de gas (burbujeo)
produce menor estrés hidrodinamico, mientras mantiene buena transferencia de gas y una
aceptable eficiencia de mezclado; por lo que supera a los métodos anteriores. Por este motivo,
este método de mezclado debe ser seleccionado para el cultivo intensivo de microalgas. No
obstante, (Pulz, 2001) especifica que el dafio celular aumenta al aumentar la concentracion de
biomasa, debido a que son necesarios niveles superiores de agitacion de manera exponencial
para mantener una alta densidad en el cultivo a un nivel de mezclado predefinido. (Barbosa et
al., 2003) sugieren un método para minimizar este problema que consiste en mantener una
menor entrada de gas por la boquilla, de manera tal que se reduce el estrés y el consecuente

dafio a la célula.
1.4.1.3. Nutrientes.

Dentro de los nutrientes fundamentales que favorecen el desarrollo de la biomasa microalgal se
encuentran el carbono, el nitrogeno y el fésforo. Muchos de los medios de cultivo estan

compuestos por estos nutrientes para lograr un adecuado crecimiento. (Becker, 1994) sefala
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gue al igual que el carbono, el nitrégeno es un elemento importante que se requiere para la
nutricion microalgal, por ser un constituyente de los &cidos nucleicos y las proteinas, esta
directamente asociado con el metabolismo primario de las microalgas. (Green y Durnford,
1996) reportan que para el rapido crecimiento las especies se adaptan mejor al amonio que al
nitrato como fuente primaria de nitrégeno. Bajo privacion parcial de nitrogeno, éstas crecen a
bajas velocidades, pero producen significativamente mas lipidos, los cuales son compuestos de
reserva sintetizados bajo condiciones de estrés, incluso a expensas de mas baja productividad,
segun (Lardon et al., 2009). (Kumar et al., 2009) sefialan que el fosforo es el tercer nutriente
mas importante para el crecimiento microalgal, y que los fosfatos pueden ser suministrados en
exceso debido a que no todos los compuestos fosforicos son biodisponibles (por ejemplo, los
combinados con iones metalicos). En el caso de las microalgas marinas, (Green, 1996) sefiala,
gue el agua de mar suplementada con fertilizantes comerciales de nitratos y fosfatos es
comunmente usada para la produccion de microalgas. Sin embargo, (Becker, 1994) considera
la adiciébn de, metales trazas (Mg, Ca, Mn, Zn, Cu y Mb) y vitaminas, para mejorar los

resultados del cultivo.
1.4.1.4. pH.

El rango de pH para la mayor parte de las especies de algas cultivadas esta entre 7y 9, con el
rango 6ptimo entre 8.2 y 8.7. En el caso de cultivos de alta densidad algal, la adicién de CO,
permite corregir el incremento del pH, el cual puede alcanzar valores limites de pH 9 durante el
crecimiento algal (Barsanti y Gualtieri, 2006). Unanimemente, (Kumar et al., 2010) sefialan que
para algunas especies de microalgas el pH idéneo es el neutro, mientras que para otras es
superior. Al unisono, (Hu et al., 1998) reportan el crecimiento de la Spirulina platensis a pH 9.
Por el contrario, (Kodama et al., 1993), informan un valor menor para la Chlorococcum littorale,
pH 4. (Kumar et al., 2010) completan que la relacién existente entre la concentracion de CO, y
el pH en un bioreactor microalgal, se debe al subyacente equilibrio quimico entre tales especies
quimicas como CO,, H,CO3;, HCO3 y COz* . El incremento de la concentracion de CO, puede
conducir a una mayor productividad de la biomasa, pero puede también disminuir el pH, el cual
puede tener un efecto adverso sobre la fisiologia microalgal. No obstante, debido al suministro
del CO; al cultivo de microalgas en estanques abiertos ha provocado un incremento del pH
hasta valores entre 10-11 (Oswald, 1988). Este incremento, también sefialado por (Barsanti y

Gualtieri, 2006) con anterioridad, pudiera llevar a la inhibicién del crecimiento.
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1.41.5. Temperatura.

La temperatura es un parametro importante para toda especie; en las microalgas existe una
temperatura 6ptima mediante la cual se logra, junto a factores como intensidad luminosa, pH,
concentracion de CO, y salinidad, altas velocidades de crecimiento. En este sentido, se ha
reportado en la literatura rangos Optimos de temperatura. Por ejemplo, (Tamiya, 1957) sefala
un intervalo de temperaturas 6ptimas de crecimiento de 15 — 26 °C reportadas para algunas
especies, con densidades de células maximas obtenidas a 23 °C. Igualmente, (Barsanti y
Gualtieri, 2006) acotan la tolerancia de la mayoria de especies de microalgas entre 16 y 27 °C,
aunque estas pueden variar con la composicion del medio de cultivo, la especie, y la cepa
cultivada. Un valor intermedio de 18 — 20 °C es el mas empleado, las temperaturas menores
gue 16 °C disminuiran el crecimiento, mientras superiores que 35 °C son letales para un
namero de especies. Ademas, apuntan que los cultivos deben ser mantenidos a la misma
temperatura a la cual fue colectada la especie; organismos polares (<10 °C); templados (10 -25
°C); tropicales (> 20 °C). De acuerdo con estos enfoques, (Mufioz y Guieysse, 2006) plantean
gue la temperatura, es uno de los factores principales que regula las respuestas celulares
tanto, morfoldgicas como fisiolégicas de las microalgas; sin embargo, no precisa un rango
Optimo de temperatura como sefalan (Barsanti y Gualtieri, 2006). Al igual que estos Ultimos
investigadores (Ono y Cuello, 2003) afirman que las temperaturas Optimas varian entre las
especies microalgales; aunque, esta cuantificacion también esta influenciada por otros

parametros del entorno, tales como la intensidad de luz, explicado con anterioridad.
1.4.1.6. Compuestos téxicos.

Existen elementos que pueden ser toxicos para las microalgas, dentro de ellos se encuentran
los metales pesados y varios gases, como O,, NO,, SO,, y NH; informan (Yang y Gao, 2003).
La literatura reporta mayoritariamente al O, como elemento téxico fundamental para estas
especies. Las concentraciones asimilables de CO, varian grandemente entre las especies
microalgales, como se ha discutido previamente. Comunmente en agua dulce las microalgas
exhiben cambios en las caracteristicas fotosintéticas cuando crecen a concentraciones de CO,
alrededor de 5% (v/v). Estos cambios incluyen baja afinidad por el CO,, superior sensibilidad
fotosintética por el O,, superiores puntos de compensacion de CO,, y baja actividad de
anhidrasa carbonica El efecto de trazas de gases acidos (NOx y SO,) en el crecimiento
microalgal ha sido determinado usando ambos gases modelos [(Maeda et al., 1995), (Ferreira

et al., 1998)] y los gases de combustion real (Matsumoto et al., 1995).
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La tolerancia de una cepa de Chlorella ante NO, y SO, ha sido examinada por (Maeda et al.,

1995) y han encontrado que la cepa puede crecer bajo la adicién de elementos trazas.

Segun (Kumar et al., 2010) una causa de baja productividad es la disminucién del pH del medio
cuando la concentracion de SO, es alta (> 400 ppm). En contraste, NO a ~300 ppm no influye
directamente en el crecimiento microalgal debido a que el NO absorbido por el medio de cultivo
es convertido a NO, , y asi puede ser utilizado ademas como fuente de nitrégeno. La
fotosintesis produce altas concentraciones de oxigeno disuelto; por ejemplo mayores que 35
mg/L pueden inhibir los procesos metabolicos (Carvalho et al., 2006). Ademas, las microalgas
estan cargadas negativamente en sus superficies, asi pueden adsorber cationes polivalentes
con fuerza; esta capacidad de intercambio de iones es la base del potencial microalgal para

remover metales pesados en aguas residuales (Mufioz y Guieysse, 2006).

1.5. Cinética de crecimiento.

Sefalan (Lee et al., 2002) que la velocidad de crecimiento depende de la energia luminosa
absorbida por las células. Inicialmente, la velocidad de crecimiento es elevada cuando es
usado un indculo pequefio y cantidades suficientes de nutrientes. Los microorganismos exhiben
su maxima velocidad de crecimiento en la fase exponencial mientras no esté limitada la luz. Sin
embargo, a medida que aumenta el numero de células se incrementa el efecto de "sombra”, de
este modo decrece la velocidad de crecimiento especifica como respuesta a la energia
luminosa recibida por unidad de biomasa. Una interesante caracteristica de esta fase descrita
por [(Becker, 1994), (Liere y Walsby, 1982)] y citada por (Lee et al., 2002) es que la biomasa
total del cultivo se incrementa linealmente con el tiempo, debido a que la produccién por unidad
de tiempo es proporcional a la absorcion de luz. Esta fase de crecimiento lineal en cultivos
batch es una caracteristica de los microorganismos fotosintéticos durante el crecimiento
fotoautotrofico. Asi, el conocimiento de los factores determinantes a partir de la velocidad de
crecimiento lineal puede suministrar una estrategia para optimizar la productividad del cultivo
algal. Han sido propuestos varios modelos para la cinética de crecimiento microalgal en cultivos
batch y continuos [(Lee et al., 1987), (Lehana, 1990), (Molina et al., 1994), (Ryland et al.,
2000)]. Un modelo monodimensional fue propuesto por (Lee et al.,, 2002) para calcular la
velocidad de crecimiento lineal de microorganismos fotosintéticos en fotobiorreactores de panel

plano durante cultivacion a batch, expresado por la Ecuacion 1.1:

nr;:?l. — m.IDg{Iﬁ .fj(ﬁ'—].:l lIC—E
dt oL ' '
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donde K y |, son parametros de operacion, im, &, a, Is, e Ic son propiedades inherentes de la
cepa, y L representa la geometria del fotobiorreactor. El mismo se derivd de una combinacion
del fendmeno de atenuacion de luz y de la curva respuesta de luz basada en la ley de Lambert-
Beer y la ecuacién de Monod, respectivamente. La ley de Lambert-Beer es un simple modelo
utilizado para calcular la absorcién de luz y la profundidad de penetracién, representada por la
Ecuacion 1.2:

LOQ[I—D ) =a-X-x

A 1.2

donde Iy, I, & X, y x denotan la intensidad de luz incidente, la intensidad de luz a una
profundidad x, el coeficiente de absorcion de luz especifico, la concentracion celular, y la

distancia de la superficie iluminada, respectivamente.

1.6. Fotosintesis en algas.

La fotosintesis es el proceso mas importante en el metabolismo de las algas. Estas utilizan la
energia solar para metabolizar el diéxido de carbono (CO,) a metanal (CH,O) liberando
oxigeno molecular (O,). Las moléculas de CH,O constituyen los bloques responsables de la
formacion de moléculas de glucosa en las microalgas. La Ecuacién 1.3 describe el proceso

universal de la fotosintesis.
€05 + Hy0 + fotém — CH,0 + 0, 1.3

En este proceso de fotosintesis el CO, se metaboliza a compuestos organicos como azucares
utilizando la energia solar. La Ecuacién 1.4 representa este proceso de manera general.
6 €03 + 6H,0 — CHy3 05 + 60, 1.4

De acuerdo con la Figura 3 la luz es primeramente absorbida por la antena de pigmentos del
fotosistema (PS) | y Il. La energia absorbida es transferida al centro de reaccion de clorofilas:
P680 en el fotosistema Il y P700 en el fotosistema |. La absorcion de un fotén de luz por el
fotosistema Il remueve un electrén del P680. Con la carga positiva resultante, el P680 es lo
suficientemente electronegativo para remover un electron de una molécula de agua. Cuando
estos pasos ocurren cuatro veces, requieren de dos moléculas de agua, una molécula de
oxigeno y cuatro protones (H") los cuales son liberados. Los electrones son transferidos a
través de la plastoquinona al complejo citocromo b/f (Pq y Cit b/f en la Figura 3) donde se
proporciona la energia para la quimiosintesis. La activacion del P700 en el fotosistema |

permite recoger los electrones del complejo citocromo b6/f (PC en la Figura 3) elevandolo a un
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alto potencial redox que, después de pasar por la ferrodoxina, es capaz de reducir el NADP+ a
NADPH produciendo energia (Martin, 2010).

foton NaDPH NADP

Membrana
tilacoidal

2H,0 0,+4 I

Fotdlisis del agua He

Transporte de electrones

Figura 3. Diagrama esquematico de la fotosintesis (Martin, 2010).

1.7. Propiedades particulares de las microalgas y ventajas de su cultivo.

La biomasa microalgal esta constituida aproximadamente por 20 - 30% de lipidos, de 40 - 50%
de proteinas y el resto son carbohidratos, que en algunas especies pueden llegar hasta el 55%
de la biomasa, y otros compuestos de importancia menor (Borowitzka 1988, Benemann et al.
1998; Spolaore et al, 2006). Se constituyen asi en el producto del mas eficiente estado de
produccion de biomasa en el ciclo de la naturaleza, siendo reconocidas como un excelente

recurso medioambiental y biotecnoldgico.

En contraste a la mayoria de las bacterias y el total de los hongos y levaduras, las microalgas
por su capacidad fotosintética pueden alcanzar grandes rendimientos solamente con energia
solar adecuada y una fuente de carbono como el CO, o bicarbonatos, ademas de nutrientes de
facil disponibilidad (Olguin, 1984; Apt y Behrens, 1999).

Algunas especies son capaces de crecer sobre sustrato organico, en presencia 0 ausencia de
luz (Travieso y Benitez, 1998; Apt y Behrens, 1999; Miao y Wu, 2006). La capacidad de estos
microorganismos de poder crecer en ambientes diferentes y adversos a muchos otros
organismos vegetales, se debe a la variedad excepcional de lipidos y de otros compuestos
inusuales, que estan en condiciones de sintetizar (Guschina y Hardwood, 2006).

Entre los distintos grupos de organismos fotosintéticos, las microalgas resultan ser uno de los

mas eficientes en utilizar la energia solar. Por lo general, las plantas superiores presentan una
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eficiencia fotosintética alrededor del 2% o0 menos. Las microalgas, gracias a su simplicidad
estructural, tienen una eficiencia fotosintética superior y segun las condiciones ambientales y
de cultivo, pueden alcanzar hasta 4 - 8%. Asi por ejemplo, se tienen estimaciones de
productividades tan altas como 60 — 80 t de peso seco / ha/ afio; en contraste con cultivos
convencionales que producen entre 10 - 30 t/afio (Olguin, 1984; Kojima y Lee, 2001; Salazar
Gonzélez, 2006). Esta caracteristica las hace extremadamente productivas.

Las microalgas son convertidores mucho mas eficientes de la energia solar que cualquier
planta terrestre conocida, porque crecen en la suspension donde tienen el acceso ilimitado al
agua y acceso mas eficiente al CO, y a los nutrientes (Salazar Gonzélez, 2006)

De importancia particular es que las microalgas pueden ser cultivadas todo el afo, y
cosechadas continuamente.

Pueden crecer en tierras marginales en las regiones aridas del mundo, en ambientes salinos e
hipersalinos de baja calidad o en aguas residuales cargadas de nutrientes, que no son buenas
para la irrigacion agricola o el consumo para los seres humanos o los animales (Derner y col.
2006) y los cultivos de esa manera no compiten con la agricultura tradicional por cantidad o
calidad de suelos (Thomas, 1983; Ciferri y Tiboni, 1985; Hall, 1986; Richmond, 1986c). Los
cultivos algales también tienen un consumo de agua mas bajo que la cantidad requerida por los
cultivos tradicionales (Heussler, y col., 1978c; Vieira Costa, 2004). Si uno considera que el
agua usada se puede utilizar luego para la irrigacién, los cultivos algales son aun mas
ventajosos.

Las microalgas crecen al igual que las bacterias, es decir, de manera exponencial. Es un
crecimiento muy rapido, ningln vegetal terrestre da un crecimiento de ese tipo. Las plantas
necesitan un tiempo mas prolongado. (Derner y col. 2006).

Por ser organismos unicelulares, su biomasa entera posee los productos de interés, a
diferencia de las plantas superiores en las que los productos recuperables se encuentran en
sitios u o6rganos especificos, lo que dificulta su extraccion. Debido a esto, la induccion
fisiologica para la produccién de compuestos de interés comercial como proteinas, lipidos,
glicerol, pigmentos, enzimas y biopolimeros es facilmente realizable (Cohen, 1993; Richmond,
1986; Romero y col. 2001; Romero y Otero, 2004; Derner y col. 2006).

Otra ventaja que tienen las microalgas es que su cultivo no requiere el uso de los pesticidas y
herbicidas que deben usarse con los vegetales terrestres para alejar plagas (Vieira Costa,
2004). Reconociendo estas valiosas propiedades, se iniciaron diferentes lineas en el campo de
la investigacion aplicada de microalgas, desde la década del 40 y que estuvieron influenciadas

por factores socioeconémicos de cada época.
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1.8. Principales usos de las microalgas.

La biomasa proveniente de algas (Figura 4) se ha empleado histéricamente como fertilizante y
como fuente de alimento tanto para animales como para humanos. Las microalgas también son
empleadas en algunos procesos de la ingenieria ambiental como el tratamiento biolégico de
efluentes y la bio-remediacion. Algunas especies producen compuestos quimicos muy Utiles
como aminodcidos, vitaminas, carotenoides, &cidos grasos, polisacaridos y antibidticos. Los
avances técnicos y biotecnoldgicos han permitido, y permitirdn ain mas en el futuro, el empleo
de las microalgas en areas tan diversas como la alimentacion, la industria cosmética, la
industria farmacéutica (descubrimiento de metabolitos secundarios con potencialidad
farmacoldgica), la agricultura, la acuicultura y la remediacion del medio ambiente (Richmond.
2004). En cuanto a su aplicacién energética, son utilizadas como materia prima para la
produccion de biodiesel, biometano (Spolaore, 2006), biohidrégeno (Melis, 2002) y bioetanol
(Greenwell, H et al., 2010).

En la actualidad la biomasa algal se utiliza en aplicaciones varias, dada la propia versatilidad de

las microalgas y su diversidad. Destacan las siguientes aplicaciones:

» Agropecuarias: Mejoran la produccién vegetal como abono vy fertilizante y sirven como

complemento alimenticio del ganado.

+ Alimenticias: Forman parte de la tradicibn gastronémica de China, Jap6n y Corea,
especialmente la especie Porphyra, por sus propiedades nutritivas y organolépticas (olor y
sabor). En la "poliacuicultura ecoldgica”, las algas sirven de complemento dietético para

peces 0 moluscos de granjas de cultivo.

* Farmacoldgicas: Muy utilizadas en la medicina tradicional oriental, actualmente se estan
empleando para combatir un nimero de afecciones y enfermedades cada vez mayor,
gracias a su poder gelificante, antitumoral, antioxidante, anti-Glceras, anticolesterol, entre

otras.

+ Cosmeéticas: Los extractos de algas se emplean en todo tipo de productos para el
tratamiento de ufias rotas, acné, arrugas, seborrea, e incluso para la caida del cabello, el
rejuvenecimiento de la piel, la obesidad o la celulitis. Asimismo, su capacidad fotoprotectora

se esta utilizando para el desarrollo de cremas solares

» Medioambientales y energéticas: Como restauradoras de zonas contaminadas, depuradoras
de efluentes o como bio-indicadores para conocer el estado de un ecosistema. Asimismo, su

uso como combustible, para generar bioetanol (metano), hidrégeno o biodiesel es otra linea
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fructifera de investigacion (Anexo 2). También contribuyen a la reduccién de la
concentracion de diéxido de carbono atmosférico, mediante la reduccién de las emisiones
y/o la absorcion del diéxido de carbono producido en exceso, conocido como “secuestro de
carbono”. La utilizacion de microorganismos fotosintéticos con capacidad de absorber CO,
de la atmésfera, podria ser una alternativa de reforestacion. Las microalgas, por ejemplo,
son las principales responsables por la absorcion biolégica de CO, atmosférico en océanos
gue cubren las % partes de la superficie del globo terrestre. Este proceso, juntamente con la
difusion directa de CO, en el agua impide la acumulacién de gases de efecto invernadero.

Figura 4. Biomasa algal concentrada(a) y seca (b).

1.9. Cultivo sobre residuales.

El cultivo de microalgas sobre residuales permite el aprovechamiento y la transformacién de los
nutrientes inorganicos contenidos en estas aguas para favorecer el crecimiento de las mismas,
funcionando este como medio de cultivo abaratando los costos de produccién de la biomasa,
con la consecuente produccién de oxigeno, para mejorar la calidad del efluente, llevando a
cabo una eficiente bioconversién de la energia solar, en la utilizacion y eliminacién de materia

organica, con el doble efecto de la biorremediacion.

1.10. Chlorella vulgaris: cultivo y aplicaciones.

Rodolfi y colaboradores (2010) estudiaron alrededor de 30 cepas de microalgas para elegir la
mejor productora de lipidos y el género Nannochloropsis junto con Isocrhrysis resulté como uno
de los mejores candidatos para la produccion de aceite de algas (Garcia Molina et al. 2001).
Varios investigadores, en cambio, se han centrado en Chlorella sp. (Moser 2004, Miao and Wu
2006) que parece ser una buena opcién para la producciéon de biodiesel puesto que aunque
existen otras especies tan productivas como esta, posee una gran capacidad para crecer en

diversos sustratos asi como una gran adaptabilidad a disimiles condiciones ambientales, otros

17




Capitulo 1: Revision Bibliogrdfica

factores a tener en cuenta a la hora de seleccionar una cepa como candidata para la

produccion de biodiesel (Montero-Sanchez, Gallo et al. 2013).

En un estudio sobre la productividad de lipidos en cinco especies de microalgas, Montero
Sanchez (2013) explica que tres de las microalgas en estudio, Nannochloris sp., Dunaliella
salina y Chlorella vulgaris se presentan como posibles fuentes de lipidos para la industria
(Tabla 1.3.) al presentar contenidos lipidicos de 51, 29 y 28%, respectivamente, valores que
concuerdan con los referidos por Mata y colaboradores (2010) (Mata, Martins et al. 2009).
(Anexo 3)

Tabla 1.3. Contenido de aceite y productividad de las microalgas reportados por (Montero-
Sanchez, Gallo et al. 2013).

. P P ivi . :
Especie de . or rodu,ctllwdad Productividad de biomasa
microalgas ciento de de lipidos (gLd?)
g lipidos (mgLd?) g

y  Scenedesmus 15.3 2.40 0.020
acuminatus

2 Nannochloris sp. 51.0 1.46 0.003

3 Dunaliella salina 29.2 5.42 0.020

4 Chlorella vulgaris 27.8 42.49 0.150

5 Haematococeus 13.4 11.96 0.090

pluvialis

La biomasa resultante de los cultivos de Chlorella sp especificamente; cultivada en condiciones
mixotroéficas a cielo abierto y con residuales puede usarse como suplemento vitaminico idéneo
para la alimentacién animal, ya que contiene elevadas concentraciones de tiamina, riboflavina,
biotina y &cido nicotinico (Quintana et al., 1999). También se propone para el consumo humano
la biomasa crecida sobre residuales de destilerias de aceite de palma por su concentracién de

proteinas, minerales, 4cidos grasos y bajo contenido de colesterol (Sivalingam, 1983).

En general esta biomasa es apta para el alimento animal y en algunos casos para el consumo
humano, y por dltimo y no menos importante para la produccion de biocombustibles y

biofertilizantes.

1.11. Caracterizacion de la vinaza.
La vinaza es un residuo industrial del proceso de la destilacion alcohdlica que posee
caracteristicas propias, que lo convierten en un agente muy contaminante del medio ambiente,

incrementan la temperatura del cuerpo receptor de agua cuando son vertidas y disminuyen la
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cantidad de oxigeno disuelto disponible, cuando no son neutralizadas puede disolver algunos
metales. Esta contiene todos los componentes del mosto que han sido arrastrados por el vapor
de agua asi como cantidades de azucar residual y componentes volétiles, ademas posee
materia organica abundante que incluye una cantidad considerable de fenoles y sus polimeros,
los cuales son dificiles de degradar biolégicamente y poseen propiedades antimicrobianas y
fitotxicas que impiden el tratamiento eficiente por degradacion microbiologica, especialmente
aerobia (Cobos, 2007).

De manera general los constituyentes de las vinazas son los siguientes:

* Sustancias inorganicas solubles en las cuales predominan los iones K, Ca y SO,.
* Células muertas de levadura.

» Sustancias organicas resultantes de los procesos metabdlicos de levaduras y

microorganismos contaminantes.
* Alcohol y azucar residual.
» Sustancias organicas insolubles.
« Sustancias orgéanicas volétiles. (Garcia y Rojas, 2006).

Su composicién depende de las caracteristicas de la materia prima usada en la produccion de
alcohol, del sustrato empleado en la fermentacion, del tipo y eficiencia de la fermentacion y
destilacion.
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Capitulo 2: Desarrollo experimental y analisis de resultados.
2.1. Materiales y Métodos.

Se realizé un estudio exploratorio descriptivo para evaluar la factibilidad del uso de la vinaza a
diferentes concentraciones para el cultivo de Chlorella vulgaris. Este fue desarrollado en los
Laboratorios de Ecotoxicologia del Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA) de

la Universidad de Oriente.
2.2. Descripcion de la especie.

La cepa utilizada fue aislada del medio local, especificamente de un estanque dedicado al
cultivo de ciprinidos en la estacion de acuicultura de Maffo, Contramaestre, y mantenida en el
cepario del Laboratorio de Ecotoxicologia del CNEA (Figura 2.1) con el codigo F010102-A,
donde se conserva en condiciones adecuadas desde el 2002, afio en que fue aislada, tanto en

el Banco Maestro como en el Banco de Trabajo, en medio Bristol sélido y liquido.

-
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Chiorella vulgaris - b % Chioreifa vuigaris (cepa local)
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Jmsiien| MO (10x100) imiento dig / , h | Imagen al MO (10x100) con ratamiento digital 3%
Chiorella vulgeris
CNEA. Laboratorio de Ecotoxicologia

Imagen al MO (10x100) con tratamiento digital

Figura 2.1. Imagenes de Chlorella vulgaris. Cepario del Laboratorio de Ecotoxicologia del
Centro Nacional de Electromagnetismo Aplicado (CNEA).

Para su clasificacion se utilizaron las claves dicotomicas tradicionales y se siguieron los
criterios de varios autores (Sant’Anna 1984, Van den Hoek, Mann et al. 1995). Ademas, se
consultaron expertos en Cuba y Japdn, y las bases de datos ALGATERRA y NIES (NIES 2001,
AlgaTerra 2002). La cepa fue depositada en el cepario de la Empresa Genix, del Ministerio de

la Agricultura, en Ciudad de La Habana.

El género Chlorella pertenece a la clase Trebouxiophyceae (NIES 2001); orden Chlorococcales

(Chlorellales segun Kouwets) (Van den Hoek, Mann et al. 1995) familia Oocystaceae (Bourrelly

20




Capitulo 2: Desarrollo experimental y andlisis de resultados.

1990). Chlorella vulgaris es un alga verde unicelular de agua dulce; las células se presentan
aisladas aunque eventualmente pueden formar agregados; tiene forma esférica y un tamafio
gue oscila entre 2 y 6 um. Cada célula posee un pirenoide y un cloroplasto parietal Unico en
forma de copa, con abertura irregular, que ocupa gran parte del volumen celular (Sant’Anna
1984). Se reproduce solamente por autésporas (Van den Hoek, Mann et al. 1995). Presentan
una pared celular celulésica rigida que dificulta su digestibilidad por animales monogastricos
(Becker 1994); esta es fina, lisa y estd compuesta fundamentalmente por esporopolenina (Van
den Hoek, Mann et al. 1995), que es un politerpeno resistente a la degradacion (Soeder and
Hegewald 1988). Las especies del género tienen marcadas diferencias en cuanto al
comportamiento ante factores como la salinidad, acidez y elevadas temperaturas (Kessler
1986), aunque de forma general, toleran amplios intervalos de salinidad y de pH (Oh-Hama and
Miyachi 1988). La mayoria de las especies del género crecen con gran facilidad, lo que
favorece el desarrollo de sus cultivos; debido a esto frecuentemente se utilizan como modelo
biolégico en investigaciones fisioldgicas y bioquimicas (Van den Hoek, Mann et al. 1995). Esta
microalga es una de las especies mas abundantes y frecuentes en la flora de las aguas
residuales y lagunas de oxidaciéon (Lincoln and Earle 1990); crece rapidamente a elevadas

temperaturas y tolera hasta 37 °C en condiciones de cultivo a cielo abierto.

2.3. Lbégica de experimentacion.

Se establecen cultivos en un cuarto acondicionado utilizando mezclas de vinaza residual
previamente caracterizada y medio Bristol, el cual ademas se utiliza s6lo como medio control

en condiciones experimentales generales (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Condiciones experimentales para el cultivo de Chlorella vulgaris sobre vinaza y
medio Bristol. No aireados y aireados.

Control Vinaza Vinaza Vinaza Vinaza
NO AIREADOS .
Bristol  10omL  somL  25mL  125mL
Volumen de cultivo (mL) 150 150 150 150 150
Temperatura (°C) 20+ 2° 20+ 2° 20+ 2° 20+ 2° 20+ 2°

Concentracién inicial
19.25 26.77 15.9 32.02 22.4
(*10*cél/mL™)

21




Capitulo 2: Desarrollo experimental y andlisis de resultados.

Intensidad de la luz (ULE m?s™) 75 75 75 75 75
pH 7 7 7 7 7
AIREADOS Control Vinaza 100 mL  Vinaza 50 mL
Bristol
Volumen de cultivo (mL) 250 250 250
Temperatura (°C) 20+ 2° 20+ 2° 20+ 2°
Concentracion inicial (*10*cél/mL™) 17 18 14
Intensidad de la luz (ULE m?s™) 58.59 58.59 58.59
pH 7 7 7

Se establecen cultivos estaticos simulando las condiciones de lagunas de oxidacion, sin
consumo de energia para el mezclado, para el ensayo de diferentes concentraciones de
vinaza. Ademas se desarrollan cultivos aireados para el desarrollo de la cinética de crecimiento

bajo condiciones de luz continua durante 15 dias.

2.4. Descripcion de los experimentos.

Se establecen cultivos continuos de 250 y 150 mL a partir del in6culo en frascos de vidrio
cilindricos de 250 y 150 mL. Para el desarrollo de los mismos se utilizé vinaza procedente de la
destileria Heriberto Duquesne, la misma fue decantada y filtrada para eliminar residuos sélidos

sedimentables e impurezas y se esterilizan en autoclave a 121 °C durante 15 min.

Experimento 1: Se establecen cultivos no aireados de 150 mL (1, 2, 3, 4, 5) con 0, 12.5, 25, 50

y 100 mL de vinaza respectivamente.

Experimento 2: Se establecen cultivos aireados de 250 mL (A, B, C, D) y al cabo de los cinco

dias son restituidos los mismos. Los medios A y C son restituidos con 100 mL medio Bristol,

mientras que los medios B y D son restituidos con 100 mL y 50 mL de vinaza respectivamente.
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Caracterizacion fisico-quimica de los medios de ensayo:

Los medios artificiales se usan principalmente para fines experimentales, aunque existen
algunas especies que no crecen en medios artificiales por factores desconocidos ya que se ve

afectado su crecimiento.

Las principales formulas utilizadas van desde el agua de Miguel, que data de 1910,
desarrollada por Allen-Nelson; el medio de End-Schereiber de 1934, hasta férmulas especificas

para familias como la formula del Laboratorio Haskins de Nueva York para diatomeas.

En términos generales son los macro-nutrientes o factores limitantes del crecimiento, el
carbono, nitrégeno, fésforo, silicio, magnesio, potasio y calcio, que se requieren en cantidades
relativamente grandes, mientras que los llamados micronutrientes (Hierro, Manganeso, Cobre,
Zinc, Sodio, Molibdeno, Cloro y Cobalto) se necesitan en menores cantidades (Paoli Li Alfaro
2010).

El medio utilizado para el mantenimiento y desarrollo de estos cultivos fue el sugerido por
Bristol (Tabla 2.2).

Tabla 2.2. Formulacion del medio Bristol. Fuente: (Gomez 1997).

Macroelementos Oligoelementos
(gL™)
NaNO, 1.000 Solucién algal (8.3 g L™)
CacCl, x 2H,0 0.025 (EDTA 39.80% + Fe 10.20% + Zn 0.53% + Mn 0.44%
MgSO,x 7H,O 0.075 + Mo 0.56% + Co 0.46% + Cu 0.49% + Tiamina 0.162%
K,HPO, 0.075 + Biotina + Cianocobalamina 0.008%
K,HPO, 0.175 + Excipiente Vitaminico 0.390%)
NacCl 0.025

Se utiliza el nitrato de sodio (NaNOs) como fuente de nitrégeno. La disolucion de
oligoelementos se esterilizé a 121 ‘C durante 15 min, por separado de los macroelementos. La
disolucién de oligoelementos se prepara a partir de la formulacion comercial Algal, de Nutricion
avanzada, S.A. Estos constituyen el punto de partida para el establecimiento de los cultivos de
ensayo. En todos los casos fueron utilizados para los subcultivos en la fase exponencial de

crecimiento (Tabla 2.3).
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Tabla 2.3. Efectos de algunos nutrientes en el crecimiento de las algas.
Nutrientes Efectos en el crecimiento de las Algas
Calcio y Magnesio Son subproductos de fotosintesis.

Extremamente toxico a las algas en rango de
Cobre 0.1 - 3.0 ppm. Algunas pueden llegar a tolerar
al cobre como por ejemplo los Protococcus.

Calcio No es esencial para muchas algas.
Silice Necesario para crecimiento de las diatomeas.
Toxico para muchas algas; se utiliza en un
Cloro
rango de 0.3 - 3.0 ppm.
Un exceso de este puede traer como
Hidroxido de calcio (lime) consecuencia su muerte (se introduce para
alteracion del pH).
No tienen efectos tdxicos en diatomeas. Se
Fenoles

tolera hasta una concentracion de 1.9 mg/L.

2.5. Caracterizacion de la vinaza.

La vinaza es un residuo industrial del proceso de la destilacion alcohdlica que posee
caracteristicas propias, que lo convierten en un agente muy contaminante del medio ambiente,
incrementan la temperatura del cuerpo receptor de agua cuando son vertidas y disminuyen la
cantidad de oxigeno disuelto disponible, ademéas cuando no son neutralizadas pueden disolver
algunos metales. Esta contiene todos los componentes del mosto que han sido arrastrados por
el vapor de agua asi como cantidades de azucar residual y componentes volatiles, también
posee materia organica abundante que incluye una cantidad considerable de fenoles y sus
polimeros, los cuales son dificiles de degradar biolégicamente y poseen propiedades
antimicrobianas y fitotbxicas que impiden el tratamiento eficiente por degradacion

microbioldgica, especialmente aerobia (Cobos, 2007).

Su composicion es muy variable (Cuellas, 2008) y su contenido de materia organica es elevada
(Gémez et al., 2000). Se conoce que la vinaza ha sido tratada por métodos biolégicamente
convencionales, fundamentalmente anaerobios, pero bajo estas condiciones, el color y algunos
compuestos de dificil biodegradabilidad permanecen inalterables (Bermudez et al., 2000), por

otra parte, se conoce su aplicacion al suelo, considerada como una fertilizacién de elevada
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eficiencia pues, ademas de dar a la tierra los nutrientes necesarios, causa una mejora en las

condiciones fisicas, quimicas y bacteriol6gicas de esta (INESCO, 1979; Sobral et al., 1988).

Estas aguas residuales cuentan con una concentracion rica de nutrientes que permitan el
desarrollo de las microalgas que requieren nitrdgeno y fosforo para su crecimiento (Ge, Liu, &
Tian, 2011), usualmente el requerimiento de nitrogeno es de 0,1 a 0,14 en fraccion masica
(Posten & Schaub, 2009). El cultivo de las mismas en aguas residuales tiene dos objetivos,
proveer de nutrientes a las microalgas para su desarrollo y reducir la carga de nutrientes en las

mismas (tratamiento terciario).
De manera general los constituyentes de las vinazas son los siguientes:

- Sustancias inorganicas solubles en las cuales predominan los iones K, Ca y SO,.
- Células muertas de levadura.

- Sustancias organicas resultantes de los procesos metabdlicos de levaduras y

microorganismos contaminantes.
- Alcohol y azlcar residual.
- Sustancias organicas insolubles.
- Sustancias orgénicas volétiles. (Garcia y Rojas, 2006).

Su composicién depende de las caracteristicas de la materia prima usada en la produccion de
alcohol, del sustrato empleado en la fermentacion, del tipo y eficiencia de la fermentacion y

destilacion.

En la Tabla 2.4. se muestra la composicién quimica promedio de las vinazas estudiadas, asi
como los valores maximos y minimos. El contenido de DQO de las vinazas aunque elevado,
como es caracteristico de este tipo de residual, se encuentra muy por debajo de los 100 000
mg. mL™*, a menudo reportados en la literatura (Al-Widyan and Al-Shyoukh 2002).
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Tabla 2.4. Composicion quimica de las vinazas.

Desv.

Promedio Xmax Xmin n
Estand.

DQOt g/L 71,20 29,27 168,4 26,4 49

DBOt g/L 49,94 7,68 63,3 38,4 14

pH 4,47 0,43 6,4 4 46

ST g/L 52,67 4,15 60,46 45,47 14

STF g/L 12,61 0,90 13,7 11,12 6

STV g/L 38,67 4,29 44,25 33,05 6

SST g/L 10,70 512 18,03 1,42 14

SSF g/L 3,39 2,91 8,89 0,91 6

SSV g/L 7,31 6,14 17,26 1,47 6

SDT g/L 41,97 8,11 52,54 30,7 6

SDF g/L 9,23 2,67 12,19 4,18 6

SDV g/L 31,08 8,24 40,38 19,1 6

CE mS/cm 8,36 2,86 13,41 6,6 5

Sulfatos g/L 15,81 29,53 76 2,893 6
Nitrégeno g/L 0,21 0,10 0,322 0,02 6

Fésforo g/L 0,11 87,53 181,16 0,189 6

Calcio g/L 0,55 0,34 1,2 0,26 6
STVIST 0,75 0,02 0,77 0,73 6
SSV/SST 0,68 0,64 2,07 0,28 6

2.6. Condiciones generales de los cultivos de ensayo.

Se establecen cultivos sobre el residual asi como controles en medio Bristol. La cinética de
crecimiento se sigue durante 15 dias.

2.6.1. Ajuste de parametros de cultivo.

e pHytemperatura.

El pH fue medido después de la esterilizacion de cada uno de los medios, para lo que se

emplearon tiras Panreac con escala de color (3.8 - 5.5y 6.0 - 8.1 u).

Los cultivos se desarrollan en una camara de cultivo con una temperatura promedio de 20 + 2
°C. La temperatura fue medida con un termémetro electrénico profesional Quartz de Oregon

Scientific.
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e Aireacion.

El flujo de aire aplicado a los cultivos fue de 0.45 L min™, para ello se emple6 aire atmosférico
durante 15 dias. Se mantuvo el flujo constante para garantizar las condiciones 6ptimas para el

crecimiento.
e Medicion de la densidad de flujo foténico (DFF).

Los cultivos se mantuvieron en régimen de luz continua, para lo cual se utilizaron lamparas
fluorescentes Daylight F40T 12/D 40 W PHILIPS. La DFF fue ajustada diariamente utilizando
un Luxémetro Digital Voltcraft MS/1300 (200-50000 Iux) con sensor instalado
permanentemente, fotodiodo integrado y un filtro sensible a la radiacién fotosintéticamente
activa (PAR). La DFF fue de 75 UE m™s™ para los no aireados y 58.59 PHE m?s™ para los
aireados. Para la conversion de lux a pE m?s™ se utilizé el factor de conversién: 51.2 (Ginzburg
1987).

2.7. Determinaciones experimentales.
2.7.1. Determinaciones sobre células en cultivo.
e Densidad celular.

La densidad celular se determina por recuento diario de una alicuota del cultivo en camara de
recuento hematol6gica Neubauer mejorada, utilizando un microscopio 6ptico MOTIC (40x). Se
realizaron diluciones en agua destilada siempre que fue necesario, de forma tal que el nimero

de células contadas por campo en 1 mm? se encontrase entre 30 y 300. (Figura 2.2)

Figura 2.2. Cadmara de recuento hematologica Neubauer mejorada.
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A partir de los datos diarios de densidad celular se determina la tasa de crecimiento, esta se
calcula mediante la expresion:

1 = INN/No /(t-to) = [(t-to)/g TIn2

Donde:

Ny No: densidades celulares (cél.mL™)

ty y to: tiempos

g: coeficiente del crecimiento balanceado

¢ Determinacion de la concentracion de clorofila a.
Las células fueron recogidas por centrifugacién a 14 630 rpm, 10 min en una centrifuga Sigma
1-14, a partir de voliumenes preestablecidos (2 mL). El sobrenadante se retira cuidadosamente

y se recoge la biomasa, a la que se afiade un volumen determinado de metanol (1 mL).

Las muestras se resuspenden con ayuda de un vértex; se centrifugan durante 10 min a 14 630
rpm para clarificar el sobrenadante. La lectura espectrofotométrica de las muestras se realiza
a 665 nm, en un espectrofotbmetro Genesys 10UV con un paso de luz de 1 cm, y un rango de
resolucion de 1 nm (Anexo 4). Para el calculo de la concentracion de clorofila a se utiliza como

coeficiente de extincion molar a 665 nm (74.46 mL mg*cm™) (Rivas, Fontes et al. 1992).

El contenido de clorofila a se calcula mediante la siguiente formula, aplicando la Ley de
Lambert Beer y por acidificacibn de la muestra, se determinan las concentraciones de

feopigmentos para corregir los valores obtenidos.

ug clorofila a mL™= 13.43 x (A 4s)* (vol. extracto/ vol. cultivo)

Después de la determinacién de clorofila se realizan las correcciones pertinentes con las
lecturas a 750 nm para la turbidez y la correccién mediante la resta de la concentracién de
feopigmentos los que se determinan a través de la acidificacion de la muestra en extracto
metandlico con 0.1 mL de HCI (3M), luego se agita y después de 5 min se leen los

feopigmentos a la misma longitud de onda (665 nm). Los resultados se expresan en pigm cél™.
¢ Integridad y morfologia de las algas.

Se evalud la integridad de las células en cultivo por medio de la observacion al Microscopio

optico, observandose que al aumentar los dias estas iban disminuyendo en cuanto a su tamafo
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debido a la presencia de determinados compuestos (fenoles, amonio, etc.) presentes en la

vinaza que traen como consecuencia la inhibicion del crecimiento celular.
2.8. Andlisis de los resultados.

2.8.1. Cultivos estéaticos.

Se estudid el cultivo de C. vulgaris en medios estéaticos simulando lagunas de oxidacién sin
consumo de energia para el mezclado con diferentes concentraciones de vinazas,

determinando el crecimiento celular y la concentracion de clorofila a.

Como se presenta en la Figura 2.3, los cultivos de C. vulgaris inoculados con vinaza, mostraron

evidencias de efecto tdxico en los parametros medidos en dichos experimentos.
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Figura 2.3. Cinética de cultivos de Chlorella vulgaris no aireados (150mL) con diferentes

concentraciones de vinaza y control con medio Bristol.

Del analisis del grafico se infiere que C. vulgaris es capaz de crecer sobre el residual; sin
embargo, se afecta la densidad celular, lo que resulta evidente al comparar contra el control,
sin embargo en el procedimiento experimental vemos que el mayor crecimiento se observa en
primer lugar en el cultivo con menor concentraciéon de vinaza (12.5 mL), seguido por el control

lo que puede explicarse debido a que la vinaza como ha sido mencionado anteriormente
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contiene nutrientes que permiten el crecimiento microalgal y enriquecieron el medio, aunque
también contiene elementos que afectan el crecimiento, pero al ser este el experimento de
menor concentracion de vinaza, las cantidades afiadidas son asimilables por la C. vulgaris que
tiene una gran adaptabilidad a diferentes medios. En los demas experimentos al aumentar la
concentracion de vinaza aumentan los nutrientes en el medio a la vez que los elementos

limitantes del crecimiento contenidos en ella por lo que la densidad celular fue menor.
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Figura 2.4. Variacion de la concentracion de clorofila a por célula (pg cél.”) en cultivos de
Chlorella vulgaris no aireados (150 mL) con diferentes concentraciones de vinaza y control con

medio Bristol al dia 15 de cultivo.

En el caso de la concentracion de clorofila a (Figura 2.4.), pigmento primario presente en todas
las algas vemos como la mayor cantidad de la misma se obtiene en el control seguida por el
cultivo con menor concentracion de vinaza (12.5 mL), luego disminuye bruscamente cuando se
aumenta la concentracion del residual a 25 mL; valor a partir del cual ocurre un aumento

progresivo de la concentracion de clorofila con el aumento de la concentracion de vinaza, por lo

30




Capitulo 2: Desarrollo experimental y andlisis de resultados.

gue podemos decir que al inhibirse el crecimiento, los nutrientes contenidos en el medio son
empleados en la produccién de clorofila.

Comparando los resultados obtenidos en cuanto a densidad celular y concentracién de clorofila
a en los experimentos no aireados, podemos concluir que la vinaza en bajas concentraciones
enriguece el medio provocando un efecto favorable en la densidad celular sin afectar mucho la
concentracion de clorofila ya que las sustancias limitantes que aporta todavia son asimilables
por esta especie de microalga, sin embargo al aumentar la concentracion de vinaza se limita el
crecimiento disminuyendo la densidad celular y se ejerce el efecto contrario en la concentracion
de clorofila a, ya que los nutrientes aportados por la vinaza son utilizados en la produccion de la
misma.

2.8.2. Cultivos aireados.

Parte de los medios de cultivos aireados de C. vulgaris son restituidos por vinaza en su fase de
crecimiento exponencial mostrando evidencias de efecto toxico al igual que en los cultivos
estéticos. Figura 2.5.
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Figura 2.5. Cinética de cultivos de Chlorella vulgaris aireados (250 mL) expuestos a diferentes

concentraciones de vinaza y control con medio Bristol.
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Se realizan cuatro experimentes en los cuales se restituye parte del medio al sexto dia de
cultivo, en dos de ellos se restituye por medio Bristol fresco en diferentes proporciones, como
ambos manifestaron resultados similares se hallé6 una media y se tom6 como control. En los
restantes parte del medio de cultivo fue restituido por diferentes concentraciones de vinaza, lo
cual afect6 drasticamente el crecimiento de C. vulgaris con respecto al control; comportamiento
que podria deberse a la muerte celular inmediata de un porcentaje significativo de la poblacion;

al incorporarse sustancias toxicas, mostrando un comportamiento con tendencia a la muerte.

En estos experimentos aireados se calcula la tasa de crecimiento maxima (umax) que resultoé ser
mayor para el control con un valor de 4.33 dias™ practicamente el doble con respecto a las
tasas maximas de crecimiento de los experimentos donde se restituyd parte del medio con
vinaza en cantidades de 50 mL y 100 mL, cuyos resultados fueron 2.49 y 2.45,
respectivamente, lo que evidencia una limitacion en el crecimiento con el aumento de la

concentracion de vinaza.

De los analisis realizados se infiere que; la vinaza limita el crecimiento de dicha microalga no
resultando una alternativa para el desarrollo en cultivos densos, sin preparacion previa, lo que
puede estar relacionado con las grandes concentraciones de amonio y nitrito presentes en la
misma, siendo algunas microalgas sensibles a altas concentraciones de amonio lo cual resulta
perjudicial ya que pueden inhibir su crecimiento, esto puede estar relacionado con un aumento
del pH interno, debido a la penetracion de moléculas de hidroxido aménico no disociadas
(Morris, 1974). Por encima de pH 7, el NH; libre se hace disponible, y la difusion de este
aumentara el pH interno, a diferencia del NH," (Gomez, 1997). De igual manera, el nitrito en
altas concentraciones puede inhibir el crecimiento microalgal (Cresswell and Syrett, 1982). La
vinaza presenta también melanoidinas, téxicas para los microorganismos a cultivar en ese
medio (Fitzgibbon et al., 1995, Verma, 1976),

Una via para solucionar esta probleméatica seria la mezcla de la vinaza con otros residuales
disponibles que aporten los elementos deficitarios, una vez que se haya diluido la misma hasta
concentraciones de sustancias toxicas permisibles para el crecimiento de las microalgas. Las
aguas residuales del proceso azucarero o de otras industrias de produccion de alimentos
podrian ser empleadas con este fin. Resulta valido sefialar que ya han sido evaluadas algunas
alternativas para la produccién de microalgas a partir de residuales, como por ejemplo, los

residuales de la industria lactea. (Gonzélez, C., 2006; Gomez Luna, L, 2011)
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Sin embargo para la clorofila tiene un efecto contrario ya que al inhibirse el crecimiento por
sustancias toxicas presentes en el medio, los nutrientes disponibles son utilizados por las

microalgas para la produccion de clorofila a.
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Capitulo 3: Disefio preliminar de una planta para el cultivo de biomasa.

3.1. Disefio preliminar de una planta piloto para la obtencién de biomasa microalgal.
El proceso cultivo de microalgas para la obtencion de biomasa consta de varias etapas.

A continuacion se muestra la figura 3.1, el diagrama de bloque del proceso.

l Vinaza
Agua
Dilucion
Luz solar ™
Indculo :)t Cultivo
coa/oz l
f Cosecha

F;Imacenamientu

Residual Liquide

L UL

Figura 3.1. Diagrama de bloque del proceso.
3.2. Seleccion preliminar del equipamiento.

La seleccion de los equipos se realiz6 mediante el texto de Disefio y Economia de los Procesos

de Ingenieria Quimica (Ulrich, 1985)
3.2.1. Tanques de Almacenamiento.

El tanque que se usara para la preparacion de la materia prima (diluciéon) sera un tanque

cilindrico de fondo cénico elevado para facilitar el suministro por gravedad a la siguiente etapa,
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se necesita ademas un tanque cilindrico de fondo plano para el almacenamiento del producto

final.
3.2.2. Estanque.

El cultivo de biomasa microalgal se desarrollara en estanque a cielo abierto, en condiciones
mixotréficas y con la utilizacion de residuales como una fuente barata de nutrientes, para
reducir los costos de produccion. Se propone la instalacién de un solo estanque (forma circular)
ya que se abaratan los costos de construccién, agitacion, transportacion de inéculo, etc. Uno de

los parametros mas importantes sera la profundidad del estanque la cual no excedera de 1 m.

3.2.3. Filtro.

Para la cosecha de la biomasa se utilizara un filtro que por su modo de operacién pueden ser
de accion periddica o continuos (por ser este un proceso a Batch se selecciona el primero). Los
filtros de accion periddica se usan en la produccion industrial fundamentalmente para pequefias
producciones, aunque necesitan de mayor cantidad de trabajo de los operarios. Se selecciona
el filtro prensa de marcos y platos, estos se fabrican en un amplio rango de tamafios, son
aparatos compactos que ocupan poco espacio y pueden presentar una superficie de filtracion
de hasta 140 m?% en la actualidad se fabrican también con descarga automatica y con
mecanismos automaticos para armar y desarmar la instalacion, aunque presenta dificultad a la

hora de extraer la torta y al recambiar la bolsa.
3.3. Balance de materiales.

Para la realizacion de los balances se parti6 de una disponibilidad de 50 L de vinaza diluida y
las productividades de biomasa y lipidos reportados por (Montero Sanchez.; 2013) para la
especie Chlorella vulgaris en este medio, siendo las mismas 0.150 g/l/d y 42.49 mg/l/d
respectivamente. Tomando como base de célculo 1 dia.Se realizan los balances parciales de
biomasa en base a la funcién total del proceso (Figura 3.2.). Se inoculan 5 x 10° células mL™,
ya que con este valor de inoculacion se obtuvo el mayor crecimiento y el menor tiempo de
generacion de la especie Chlorella vulgaris en un estudio realizado en México segun

revfitotechia@hotmail.com.
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Vinaza diluida Inéculo

I

Luz solar
—_—

CcO,

Proceso de obtencién de
biomasa

Biomasa
—

l

Residuales liquidos

Figura 3.2. Funcion total del proceso.

Ecuaciones:

Entra + Genera — Consume = Sale (1)

mi + mgv + mgc + mg Ls = mT (2)

Donde:

mi: masa de biomasa en el in6culo

mg v: masa de biomasa generada por la vinaza

mg c: masa de biomasa generada por el carbono

mg Ls: masa de biomasa generada por la luz solar

mT: masa total de biomasa

Tc: Tasa de crecimiento (50 mL)
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Tabla 3.1. Balances parciales de biomasa.

Datos Ecuaciones Resultados
Inéculo =5 x 10° células mL™. mi= Inéculo* Factor de conversion*
Volumen a inocular. -
Volumen a inocular=50 L. mi=22.59
Factor de conversion=9*10"*
g/cél. mg v= Productividad* Volumen a inocular mgv=7.5¢g
Productividad=0.150 g/L. mT= mi+ mi*Tc mT=79.53 g
mg ¢=0.59 mg Ls=49.03
mi +mgv +mgc + mg Ls = mT
Tc=2.49 g

3.4. Dimensionamiento de los equipos.

3.4.1 Tanques de Almacenamiento. (un tanque de fondo cénico para la dilucién y uno de
fondo plano para el almacenamiento de la biomasa).

Tabla 3.2. Disefio (Tanque de dilucién)

Pardmetros Valores UM
Volumen 0.05 m?
Didmetro 0.3 m
Altura 0.6 m
Material de construccién PVC
Temp. de almacenamiento 30 °C
Presion de trabajo 1 atm
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Tabla 3.3. Disefio (Tanque de almacenamiento de biomasa).

Parametros Valores UM
Volumen 0.085 m?®
Diametro 0.4 m
Altura 0.9 m
Material de construccion PVvC
Temp. de almacenamiento 30 °C
Presion de trabajo 1 atm

3.4.2. Estanque.

Tabla 3.4. Disefio del estanque

Parametros

Valores UM
Volumen 0.05 m?
Altura 1 m
Area 0.07 m?
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3.4.3. Filtro

Tabla 3.5. Disefio (Filtro de Marcos y Platos).

Pardmetro
Masa de sdlidos en la
torta /unidad de
volumen de liquido
Masa de solidos /Masa
de liquido( Xs)
Masa de sdlidos en la
suspension/unidad de
volumen de liquido
Masa de sdlidos en la
torta/unidad de volumen
filtrado(C)

Superficie de filtracién

(S)

3.5. Sistemas auxiliares.

3.5.1. Sistema de bombeo.

Datos

x=0.25

x=0.12

ps=1270Kg/m?®

pt=937 Kg/m?®

hmarco=0.08m

Vfiltrado: 0,05

m

3

Ecuacion

Cs=Xs*ps

Cs

1- Cs
Xt* pt

S:CV/Xt* pt*h

Resultado

0.33

0.14

177.8

418.36

S=0.85m?

Se emplea la bomba centrifuga de flujo axial por las caracteristicas de los fluidos a tratar. Esta

es una de las bombas mas importantes y populares en la industria de proceso quimico; valiosa

para mover grandes volumenes con bajos diferenciales de presién. Tienen bajos costos de

instalacion y mantenimiento.
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Tabla 3.6. Disefio (Bomba para llevar la biomasa con vinaza 'y medio al filtro).

Parametro Datos Ecuacion Resultados
AZ=3m S CLMY L AV? \in
=48sT \ p ’ g; 2 ’ E;, p
v=15m/s f=0,026
AE=Z2—-Z1 _
D=0,019m Fig 3.9
£ 0.0031 Pa*s wp = (1L TK| v hpt=4.9m
W 0. o=\ T2k () pt=4.
Carga p: 1216 Kg/m® Re=15736
v*D*p
Re=——*—
YK=4.09 H H=7.4m
L=15m

WW=6.18*10"*m?>
Flujo(m?/s) Qv=0Qm*p 0.0006
p: 1216Kg/m?®

"N = 8504 _ p*g*H*Q N=3.53kW

p .
otencia 10001]

Fuente: Rosabal

Tabla 3.7. Tabla de calculo de Coeficiente de Resistencia local.

K
Accesorios
Cantidad Total

Entrada en un
tubo desde un
o 0.5
depadsito de gran

volumen
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Codos de 90°
estandar

3 2.25

Valvulas
compuerta 2 0.34

abierta

Salida de un
tubo a un gran 1 1

depdsito

zK 4.09

3.5.2 Sistema de inyeccién del CO..

El sistema de inyeccion de CO, consiste en un cilindro de metal con una llave de salida y una
valvula de seguridad, que contiene el CO, a alta presion, del orden de 60 a 80 bar con un
manorreductor a la salida que regula la presién de salida hasta los 0,5 a 1 bar provisto de un
medidor de presion (mandémetro), que indica tanto la presion de salida del CO, como la presion
a la que se encuentra el gas en el interior del cilindro. Una vez controlada la salida del gas a
baja presién hay que afinar todavia mas su salida, para ello se dispone de una valvula de
aguja que consiste en una aguja conica sujeta a un tornillo, de manera que al actuar sobre él
deja pasar mas o menos cantidad de gas por el menor o mayor asiento del cono en su

alojamiento.
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3.6. Analisis econdmico.

3.6.1. Estimacién del costo total de inversion.

Costo de adquisicidn del equipamiento

Indice
COStOActuaI — COStoOriginal - Actual
Indice,,. .
Original
indice actual..........coevvvveenn.. 567,3
indice original.......................... 356 afio 1991 (Peters, 1991)
Tabla 3.8. Costo de adquisicién del equipamiento.
No de Costo
Equipos original | Costo actual ($) Referencia bibliogréfica
Equipos ©)
Estanque 1 10
Sistema de www.biod2.luzardomarine.com
y 1 500
Inyeccion CO2
Tanques 2 1500 2 389,04
Filtro 1 2059.52 | 3 280,19
Bombas 1 500 796,35
Peters, 1991

Valvulas 5 60 95,56
Costo Total

9842.2
($).

La estimacion del costo total de inversion se realizé utilizando los factores de proporcion y las
ecuaciones correspondientes a la tabla 17 del Peters, adaptandola a las caracteristicas de la
inversion.

CTI = Costo Fijo de Inversion (CFI) + Inversiéon de Trabajo (IT)

CTI=CFI +1IT

IT=15% CTI

42



http://www.biod2.luzardomarine.com/

Capitulo 3: Diseiio preliminar de una planta piloto para el cultivo de biomasa.

CFI = Costos directos + C.indirectos + Derecho de contrato + Contingencia

Tabla 3.9. Estimacion del Costo Total de Inversion.
Estimacion de los Costos Directos
Componentes %

Costo del equipamiento (E)

Instalacién 39% E
Instrumentacion 13% E
Instalaciones eléctricas 10% E
Tuberias 31% E
Facilidades de servicio 55% E
CD

Estimacion de los Costos Indirectos

Componentes %

Ingenieria y supervision 32% E

Cl

CD + ClI

Otros Componentes %

Derecho de contrato 5% (CD + CI)
Contingencia 10% (CD + ClI)

Costo Fijo de Inversién (CFI)

Costo Total de Inversion(CTI)

3.6.2 Costos Totales de produccién.

Costo ($)
9842.2
3838.45
1279.48
984.22
3051.08
5413.21
14 566

Costo ($)
3149.5
3149.5

17 715.94

885.79
1771.59

20 373.32
23 968.61

Para la estimacion del costo total de produccion se utilizaron los factores de proporcion y las

ecuaciones correspondientes que se encuentran en la tabla 27 del Peters.
CTP = Costo de fabricacion (CF) + Gastos Generales (GG)

CTP = CF+ GG

CF = Costos directos (CD) + Cargos Fijos (Cf) + Costos Indirectos (CI)
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CF=CD + Cf+ClI

GG = Distribucién y venta (DV) + Admon (A) + Inves. y Des.(ID)

CFI -VR

Depreciacion =
vd

VR: valor residual, asumimos VR=0
VD: vida util igual a 15 afios.
Tabla 3.10. Estimacion del Costo Total de Produccion.

Estimacion de los Costos Directos

Componentes

%

Materia prima ( in6culo, benceno, vinaza, CO5,)

Mano de obra

Supervisiéon

Requerimientos
Mantenimiento y reparacion
Suministro

Estimacion de Cargos Fijos
Componentes

Depreciaciéon

Impuestos

Seguros

CF =3257.35

15% Mano de obra

2%CFl

0,5% CFlI

%

1%CFI

0,4% CFlI

Costo ($)
880

1 005
150,75
1215
891,64

222,90

Costo ($)
2972,13
203.73

81.49
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Estimacion de los Costos Indirectos

Costos indirectos 50%(Mantenimiento y reparacion+ 1185,38

Mano de obra +Supervision)

Gastos Generales

Componentes % Costo ($)
Administrativos 2% CTP 174.24
Distribucion y ventas 2%CTP 174.24
Investigacion y desarrollo 5%CTP 435.60
GG =0,09 CTP

Como CTP = CD + CF+ Cl + GG, sustituyendo las ecuaciones obtenidas en las tablas

anteriores tenemos que:

CTP = 8712.12 $/afio

3.6.3. Célculo de la Ganancia

Ganancia= Precio de venta del producto-CTP

Tabla 3.11. Determinacion de la ganancia.

Producto Precio Cantidad Anual Valor del Producto ($/afio)
(Kg/afo)

Biomasa 1.25 ($/kg) 20 25

seca

Ganancia ($) -8712.12
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Conclusiones.

Conclusiones.

1. Se pueden utilizar las vinazas de destileria como medio de cultivo para la obtencion de
biomasa microalgal, pues contienen todos los macro y micronutrientes necesarios para
el cultivo de C. vulgaris, objeto de estudio del presente trabajo.

2. La presencia de sustancias toxicas en las vinazas de destileria inhiben el crecimiento
microalgal, por lo que se hace indispensable la preparacion previa de esta materia
prima, constituyendo una fuente barata de nutrientes.

3. Se confirma que en condiciones de estrés se inhibe el crecimiento microalgal, pero se
sintetizan otros compuestos de alto valor agregado, como es el caso de la clorofila a.

4. El andlisis econdmico para una planta piloto de produccion de biomasa con capacidad
de 50 L/dia de vinaza diluida demostr6 que no es factible , obteniéndose como resultado
un costo total de inversion de $23 968.61 y un costo total de produccion de 8712.12
$/afo, respectivamente, reportando pérdidas de 8712.12 $/afio.
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Recomendaciones

Recomendaciones

1. Incluir en el estudio la mezcla con otros sustratos para suplir el déficit de nutrientes

provocado por la dilucion de la vinaza.
2. Evaluar el efecto del CO, en el cultivo a escala de laboratorio con vistas a un futuro

escalado de la planta.
3. Estudiar a escala de laboratorio la productividad de lipidos en la biomasa microalgal,

como base para la produccién de biodiesel.
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Anexos

Anexo 1. Diferencias entre el desarrollo extensivo e intensivo (Elisa, 2000)

Acuicultura intensiva

Acuicultura extensiva

exogenos.

Necesidades imperativas
de alimentos compuestos
equilibrados.

1. Medio fisico. Maximo de productividad. Baja productividad.
humano v economico Aplicacion de tecnologias Costes de funcionamiento

sofisticadas. con consumo reducidos.
de energia. Disponibilidad de aguas de
Medios urbanizados o buena calidad v en
proximos a sociedades de cantidades suficientes.
consumeo en donde el poder
de compra es elevado.

2. Especies a cultivar Especies nobles que Todo tipo de especies.
soportan fuertes densidades
y condiciones de vida
artificiales.

3. Reproduccion Densidades elevadas. Sistemas de produccion
Necesidad de sistemas de por medios naturales o a
produccion (hatcheries). partir de semuillas/alevines

obtenidos en hartcheries.

4. Alimentacion Se obtiene mediante aportes | Raramente se aportan

alimentos.
Se pueden efectuar
fertilizaciones organicas.
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Anexo 2. Productos energéticos a partir de algas.
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Anexo 3: Contenido de aceite de algunas microalgas (Chisti, 2007).

Microalga Oil Content (% dry wt) Figura

Botryococcus braunii 25-75
Chlorella sp. 28-32
Crypthecodinium cohnii 20
Dunaliella primolecta 23
Isochrysis sp. 25-33
Monallanthus salina >20
Nannochloropsis sp. 31-68
Neochloris 35.54

oleoabundans

Nitzschia sp. 45-47
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Phaeodactylum
tricornutum

Schizochytrium sp.

Tetraselmis suecica

20-30

50-77

15-23
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Anexo 4. Lectura espectrofotométrica de las muestras a 665 nm, en el espectrofotometro
Genesys 10UV con un paso de luzde 1 cm, y un rango de resolucién de 1 nm.

Muestras

C1

C2

C3

C4

C5

Clrorofila a
(absorcion)
470-0.505
653-0.715
666-0.332
750-0.000
470-1.122
653-1.195
666-0.558

750-0.010

470-0.141
653-0.161
663-0.078
750-0.001
470-0.142
653-0.170
663-0.082
750-0.003
470-0.214
653-0.262
663-0.119

750-0.005

Phaef.

470-0.108

653-0.320

666-0.085

750-0.025

470-0.489

653-0.487

666-0.097

750-0.020

470-0.054

653-0.122

666-0.050

750-0.009

470-0.085

653-0.132

666-0.054

750-0.011

470-0.100

653-0.198

666-0.074

750-0.015
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