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Resumen. Los combustibles fosiles contribuyen en la contaminacion del aire, por los compuestos que se
liberan a la atmosfera durante la combustion; por esta razéon se han propuesto reemplazarlos por los
llamados biocombustibles, como el biodiesel que es la mezcla de esteres metilicos de acidos grasos (FAME)
por sus siglas en inglés, que puede sustituir al diésel y se obtiene de diferentes materias primas, como la
biomasa. Se analiz6 la variacion de crecimiento celular, consumo de nitrégeno, productividad de lipidos y
calidad del biodiesel en funcion del tipo de FAME de Chlorella vulgaris por efecto de la hidrodinamica en
fotobiorreactores de columna (FBRC), variando flujos de aireacion a (0.75, 1.25, 1.75, 2.25) vvm y luz
blanca continua; ademas de la tasa de corte para comprobar probable presencia de estrés hidrodinamico.
Los datos en tasa de corte fueron bajos (26.34 a 45.60) s!, mientras que los méaximos valores de crecimiento
celular y tasa de crecimiento especifico (u) fueron de (6.80 x 10° cel mL!' y 0.023 d™), respectivamente;
por otra parte, el consumo de nitrogeno fue de 65% a 0.75 vvm y productividad de lipidos de 15.92 mgL-
'd! a 1.25 vvm. En relacion a los FAME, se observd mayor presencia de 4cidos grasos poliinsaturados
(PUFA) a 0.75 vvm, 1.75 vvm y 2.25 vvm; mientras que a 1.25 vvm, fueron saturados (SFA); la mayor
cantidad de monoinsaturados (MUFA) fue a 0.75 vvm. Los componentes con mayor presencia fueron
C12:0; C20:5N3; C24:1; C 22:0; C22:2.
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Abstract. Fossil fuels contribute to air pollution, due to the compounds that are released into the atmosphere
during combustion; For this reason, they have been proposed to replace them with so-called biofuels, such
as biodiesel, which is the mixture of fatty acid methyl esters (FAME) for its acronym in English, which can
replace diesel and is obtained from different raw materials, such as biomass. . The variation of cell growth,
nitrogen consumption, lipid productivity and biodiesel quality was analyzed depending on the type of
FAME of Chlorella vulgaris due to the effect of hydrodynamics in column photobioreactors (FBRC),
varying aeration flows at (0.75, 1.25, 1.75, 2.25) vvm and continuous white light; the shear rate was
analyzed to verify the probable presence of hydrodynamic stress. The shear rate data were low (26.34 a
45.60) s!, while the maximum values of cell growth and specific growth rate (u) were (6.80 x 10° cel mL-
"'y 0.023 d"), respectively, on the other hand, nitrogen consumption was 65% at 0.75 vvm and lipid
productivity was 15.92 mgL-1d-1 at 1.25 vvm. In relation to the FAME, a greater presence of
polyunsaturated fatty acids (PUFA) was observed at 0.75 vvm, 1.75 vvm and 2.25 vvm; while at 1.25 vvm,
they were saturated (SFA); the highest amount of monounsaturated (MUFA) was at 0.75 vvm. The
components with the greatest presence were C12:0; C20:5N3; C24:1; C22:0; C22:2.

Keywords: FAME, aeration, Chlorella vulgaris photobioreactor, hydrodynamics

Introduccion

La reduccion del uso de combustibles fosiles es muy importante, para aminorar el
problema de contaminacion al ambiente que representan (Castillo et al., 2017). Es
importante reducir el empleo de combustibles fosiles ya que provocan emisiones de CO»,
CHs, N2O, oxidos de nitrogeno (NOx), monoxido de carbono (CO),
compuestos organicos volatiles distintos del metano (COVDM), asi como de dioxido de
azufre (SOy), provocando dafios a la atmosfera, (Chandrasekhar et al., 2015; Kumar et
al., 2017; Kumar-Enamala et al., 2018). Por eso la importancia de buscar otras alternativas
de energias renovables (Castillo et al., 2017; Anto et al., 2020).

Los biocombustibles obtenidos a partir de biomasa como el biodiesel, son fuentes
alternativas de energia que han recibido mayor atencion para su investigacion y
aprovechamiento (Qaria et al., 2017; Ashok et al., 2019). De manera global la biomasa
de microalgas podria satisfacer hasta un 25% de las necesidades energéticas, por las
caracteristicas de los compuestos de acidos grasos de metil ésteres que pueden producir
(Castillo et al., 2017). Por las aplicaciones para secuestro de CO», producir
biocombustibles, alimentacion humana y animal, ademas del aprovechamiento en la
produccion de biomoléculas de alta calidad, el uso de microalgas es para tomar en cuenta
(Posten y Feng-Chen, 2016; Alishah et al., 2019; Gomez-Luna et al., 2022).

A pesar del numero considerable de especies de microalgas existentes en
diferentes habitats, aproximadamente 30,000 especies han recibido mas atencion
(Richmond 2004; Agarwal et al., 2018; Chew et al., 2018). Por ser microorganismos
fotosintéticos, las microalgas pueden coexistir en diversos hdbitats naturales; sin
embargo, algunas microalgas pueden reproducirse de manera mixotrofica o heterotrofica
(Castellanos et al., 2020). Ciertas microalgas contienen gran cantidad de lipidos, estos
pueden incrementarse variando diferentes factores como: intensidad y tipo de luz,
variaciones de temperatura, salinidad, intensidad de agitacion, etc. (Posten and Feng-
Chen 2016, Basto-Flores et al., 2022).

Algunas microalgas pueden acumular altas cantidades de triglicéridos (TAQG),
Kumar et al., (2018), que son la materia prima para producir biodiesel. La cantidad de
biodiesel utilizando biomasa de microalgas no estriba nada mas de la cantidad de
biomasa, sino ademas de la cantidad de aceite contenida por célula. (Wu et al., 2017;
Chew et al., 2018). Por su alta capacidad de adaptacion a diferentes condiciones durante
el cultivo, incluso aguas residuales, la microalga Chlorella vulgaris se ha utilizado para
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experimentacion en produccion de biodiesel y otros compuestos de amplio uso (Li et al.,
2012; Zhan et al., 2016).

Para el cultivo de microalgas se pueden utilizar sistemas abiertos, en forma de
estanques, o sistemas cerrados o fotobiorreactores (FBR), para controlar mejor el proceso
de cultivo, cantidad de lipidos y otros productos para su aprovechamiento en otras areas
(Kumar et al.,, 2018). Ambos tipos de sistemas de cultivo presentan ventajas y
desventajas, de este modo, de las principales ventajas de los sistemas abiertos esta su bajo
costo, por los materiales que se utilizan para su construccion, sin embargo, el problema
principal que presentan es la contaminacidon por microorganismos por su exposicion al
ambiente; mientras que los FBR presentan otras caracteristicas, iluminacion interna o
externa, diferentes configuraciones, mejor control de las variables del tipo de proceso de
cultivo y exhiben productividades superiores (Ashok et al.,, 2019); por estas
caracteristicas su desventaja principal es su costo, de ahi la necesidad de mejorar su
disefio. En los FBR se pueden utilizar diferentes tasas de aireacion que pueden influir en
el crecimiento de las microalgas durante el proceso de cultivo, el mezclado ayuda a que
las células tengan acceso a la fuente de luz y evita acumulacién de oxigeno en el medio,
impidiendo que las microalgas se adhieran a las paredes o que precipiten. (Deconinck et
al., 2018; De jesus et al., 2019). Algunas consideraciones en el disefio de FBR son:
eficiencia para aprovechar la energia luminosa, facil escalamiento, mezclado eficiente y
mejor control de reacciones laterales, se sugiere bajo estrés hidrodindmico celular.

Dentro de las condiciones hidrodindmicas de importancia para un buen
desempefio de los FBR de columna se pueden mencionar: gas hold up (gas remanente),
velocidades superficiales de liquido y gas dentro del reactor, ademas de estimar la tasa de
corte (Beal et al., 2015; Gonzalez-Lazo et al., 2019). Es necesaria una tasa de aireacion
adecuada, con la idea de evitar que las células sedimenten y se propicie muerte celular
por ausencia de luz. De igual modo, existe un limite superior en el nivel aceptable de
turbulencia, ya que las fuerzas hidrodinamicas tienen un efecto de estimulacion sobre los
procesos fisiologicos de las células algales. Un aumento progresivo de turbulencia, en
algunas microalgas, favorece al aumento en la tasa de crecimiento, pues la agitacion
favorece el suministro de luz y CO,. Sin embargo, con altos niveles de turbulencia, se
disminuye el crecimiento, ademas aumenta de manera simultanea la velocidad superficial
del gas ocasionando un posible dafio celular (Trivedi et al., 2015; Gonzalez-Lazo et al.,
2019). El esfuerzo de corte es uno de los principales problemas en el cultivo de
microalgas debido al dafio celular. El exceso de agitacion causa turbulencia, afectando la
estructura celular, disminuyendo el crecimiento y la produccion de metabolitos. Por lo
contrario, una agitacion insuficiente provoca sedimentacion y muerte celular. (Robles-
Heredia 2014, Montoya 2021). El estrés hidrodindmico debido a la agitacion mecanica y
ruptura de burbujas en los FBR puede afectar el crecimiento y metabolismo de las
microalgas (Arguelles et al., 2018; Alishah et al., 2019).

En este trabajo se analizo la variacion de crecimiento celular, consumo de
nitrogeno, productividad de lipidos y calidad del biodiesel en funcién del tipo de FAME
de Chlorella vulgaris, por efecto de la hidrodindmica en fotobiorreactores de columna
(FBRC), variando flujos de aireacion a (0.75, 1.25, 1.75, 2.25) vvm y luz blanca continua;
ademas de la tasa de corte para comprobar probable presencia de estrés hidrodinamico.
De aqui el interés por experimentar si a mayor flujo de aireacioén y con una iluminacioén
discreta se podrian alcanzar mayores cantidades en la producciéon de biomasa y lipidos en
la microalga.

Método
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Con el siguiente proceso metodoldgico se realizaron diferentes determinaciones
para conocer la variacion del crecimiento celular, consumo de nitrégeno, productividad
de lipidos y la calidad del biodiesel en funcion del tipo de componentes de metil ésteres
presentes FAME de Chlorella vulgaris en fotobiorreactores de columna (FBRC),
alternando los flujos de aireacion de (0.75, 1.25, 1.75, 2.25) vvm y luz blanca continua.

Adaptacion de la cepa

La cepa proviene del Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior
de Ensenada (CICESE), México. Se aclimaté por 30 dias en matraces Erlenmeyer de 250
mL, para iluminacion se utiliz6 luz blanca fria con lamparas fluorescentes con emision a
100 umol m s™! en forma continua. Se realizaron transferencias a matraces Erlenmeyer
de 250 mL.

Medio de cultivo

Para el medio a 90 mg L' de N-NH4" (Cyo), se agregaron 3 mL de nutrientes por
L de agua con la siguiente composicion: 7 mg NaCl, 4 mg CaCl, 2 mg MgSO4-7H20, 15
mg KH>POs4, 115.6 mg NH4Cl, disueltos en 1L de agua, de igual forma se adicionaron
metales traza y vitaminas considerando la técnica para medio de cultivo f/2 (Guillar and
Ryther 1962), la esterilizacion fue en autoclave a 120 °C y 30 atm; una vez frio el medio
de cultivo se adicionaron 4 mL de vitaminas por cada litro de medio (Robles-Heredia,
2014).

Inoculo
Para el inoculo se utilizaron 500 mL de solucién a Coo. Manteniendo agitacion
constante por 5 dias, para obtener una concentracion de 1x10° células mL™! (cel x mL).
Crecimiento de células
Para verificar el desarrollo celular, cada 24 h se hizo conteo con camara Neubauer
Hematocitometro de 0.1 mm; con altas densidades celulares, se realizaban diluciones de
la muestra en 1:10 mL para facilitar el conteo, posteriormente el nimero de células total
del conteo se multiplicaba por un factor de 10 de acuerdo a la dilucién tomando en cuenta
segun fuera el caso las ecuaciones (1 y 2) (Ruiz-Marin et al., 2010):
Cc = Células contadas x 10,000 (1)
Ccd = Células contadas x 10 x 10,000 (2)
Donde: Cc representa el nimero de células contadas y Ccd representa el nimero de
células en dilucion

Biomasa peso seco

Se filtraron 10 mL del medio con microalgas utilizando filtro a peso constante, el
filtro con la biomasa se introdujo en una estufa por 24 h a 130 °C. Después, el filtro se
colocd en un desecador para enfriarse, se obtuvo el peso de la muestra seca mediante
diferencia de pesos, considerando el volumen de muestra utilizado. El proceso se realiz6
cada 24 h hasta el final del proceso (Robles-Heredia, 2014).

Consumo de nitrogeno

Se tomo6 una muestra de 50 mL de medio de cultivo cada 24 h, se filtrd y se le
agregaron 5 gotas de HoSO4 para fijar el nitrogeno, posteriormente la muestra se dividio
en 2 matraces Erlenmeyer con 25 mL cada uno, se les agrego 5 mL de solucion
amortiguadora de boratos y 4 gotas de NaOH 6N. Se agreg6 solucion indicadora de acido
borico en 2 matraces, cada una de 20 mL y se les agregd 3 gotas de indicador Shiro
Toshiro. Posteriormente las muestras se destilaron en equipo Buchi micro Kjeldahl y se
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colectaron 50 mL en los matraces con la solucion de 4cido boérico y se titularon con H>SO4
0.02 N hasta que la solucion vird de verde a morado. La concentracion de N-NH4" se

determino con la siguiente ecuacion (3) (Robles-Heredia, 2014):
N — NH4+ — Volumen de acido gastado x 0.02Nx14 %1000 (3)
Volumen de muestra .
Doénde: N-NH4" representa concentracion de nitrogeno amoniacal; 0.02N representa la

normalidad del 4cido sulfurico; 14 y 1,000 representan valores constantes.

Cosecha

Después del proceso de cultivo, el volumen remanente se centrifug6 a 10,000 rpm
por 10 min para concentrar la biomasa microalgal. La biomasa recuperada se congel6 a —
4.0°C para su conservacion, posteriormente se liofilizo por espacio de 3 a 5 dias (Ruiz-
Marin et al., 2010).

Produccion de aceite

Se us6 el método de Bligh y Dyer (1959) modificado: en tubos con rosca se
colocaron 10 mg de biomasa liofilizada, se adicionaron 4 mL de metanol, 2 mL de
cloroformo y 0.5 mL de agua destilada, esta mezcla se sometié a ultrasonido por 15
minutos para romper pared celular y se cubrieron con papel aluminio, se incubaron por
24 h a 4 °C; despugs, se les retir6 el papel aluminio para someterlas a ultrasonido por 5
min y se centrifugaron a 4,000 rpm por 10 min, el liquido remanente se traslad6 a nuevos
tubos con tapa de rosca y se agregaron 4 mL de agua para su lavado, se agitaron y
nuevamente fueron centrifugadas, el agua de los tubos se retird con pipeta Pasteur, se
vaporizo el cloroformo en bafio Maria y se les agregd 2 mL de mezcla acido clorhidrico-
metanol al 95%, se colocaron en digestor marca Hach DRB 200 por 1 h a 100 °C; después,
se envolvieron nuevamente en papel aluminio para su resguardo en refrigeracion por 24
h a4 °C. Después, se les agregd 3 ml de hexano y se agitaron, para formar una bi-fase de
la cual se extrajo la parte inferior con pipeta Pasteur, se agregaron 4 mL de agua a los
tubos y se agitaron nuevamente, se extrajo el agua utilizando una pipeta Pasteur. Se
envolvieron nuevamente en papel aluminio y se mantuvieron refrigeracion por 24 h a 4
°C. Pasando el tiempo estimado, se vaporizaron con bafio maria, en el proceso de
vaporizacion se agregaron 3 mL de hexano antes de completar vaporizacion, las muestras
se transfirieron a viales y se dejaron reposar por 24 h. El contenido de lipidos se traduce
a una composicion de lipidos (% ww'!) en base seca w, y esta a su vez se traduce en una

productividad de lipidos P, (en mg L' d!) con la siguiente ecuacion (4):
P, = WaXp—wiXy (4)
ta—tq
Donde: X y X» es la concentracion masica de biomasa seca en el medio al tiempo t1y t2
(inicial y final). w contenido de lipidos en base seca. PL productividad de lipidos en
unidades de mg L' d!

Obtencion de metil ésteres de dcidos grasos.

El perfil de ésteres metilicos de acidos grasos (FAME por sus siglas en inglés) se
obtuvo usando un equipo de cromatografia de gases marca Agilent Technology 7890. Se
inyecto 1 uL de la solucion hexano-lipido al cromatografo con detector de ionizacion de
flama (FID), y con columna de separacion DB-23 (60 m longitud, 0.32 mm ID, 0.25 pm
espesor). Condiciones cromatograficas: T del detector: 250 °C; T del inyector: 250 °C;
Programa de temperatura del horno: 120 °C por 5 min, aumentar la temperatura a razoén
de 10 °C min hasta 180 °C, mantener por 30 min. se aumentd nuevamente temperatura a
razon de 10 °C min hasta 210 °C y mantener por 21 min. (total 65 min); Flujo gas portador:
15 psi; Split: 1:100; Gas portador: He alta pureza. Para identificar los componentes
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FAME se utilizé un estdndar de mezcla de ésteres metilicos de acidos grasos (% peso)
SupelcoTM 37 Componente FAME. Los resultados del disefio experimental se estimaron
con analisis de varianza (ANOVA) factorial completa (a: 0.05) utilizando software
STATISTICA V7.

Montaje de los Fotobiorreactores de Columna (FBRC)

Para el sistema FBRC se utilizaron botellas de material PET con 2 L de volumen
de operacion y otras con volumen de 1L; para evitar evaporacioén del medio se us6 agua
destilada para hidratar el aire inyectado; el aire saliente se burbujea en agua-cloro para
evitar contaminacion exterior, se emplearon mangueras de 4 pulgada para inyeccion del
aire; se emplearon flujdmetros de acrilico transparente para control de aire, verticales
Cole Parmer, Modelo ACRY-010052, nivel de aire 2-8 Lmin™' y caratula tipo regleta;
compresor de 2.5 Hp de potencia y 8.5 kg cm? de presion para inyectar el aire.
[luminacion externa con luz blanca fria fluorescente a 100 umol m s™!'. En La Figura 1
indican ciertas variables para realizar calculos hidrodinamicos.

=

. v,

Figura 1. Equipo de columna de burbujeo (FBRC)

Donde las variables indicadas son las siguientes: hr es la altura del liquido en reposo sin
entrada de aire (m); hg es la altura de la columna incluyendo la retencion de gas (m); dh
es el didametro de la columna de burbujeo (m); Ac area transversal de la columna (m?) y
pL es la densidad del liquido

Aireacion

Se consideraron cuatro tasas de aireacion (0.75, 1.25, 1.75. 2.25) vvm por
experimento, con una variable respuesta (productividad de lipidos), una configuracion
(FBRC) y dos repeticiones.
Para calcular la tasa de corte los datos de altura de columna (hg) fueron (0.21, 0.22, 0.23
y 0.24) para cada flujo de aireacion respectivamente; los siguientes datos fueron
considerados como constantes para todos los experimentos: 47 = 0.205 m; do = 0.12 m;
Ac=0.036 m?; pL = 998kg / m’.
La ecuacion (5) se considera para calcular el flujo de aire total corregido por la presion
absoluta en el fondo del reactor (Robles-Heredia, 2014).

1 1
i =k (5) (5) %)
Donde: Fg es el flujo de aire total expresado en (m?s!) y Fa el flujo de aire suministrado
en (L min™ )
Con las ecuaciones (6) y (7) se calcularon el area seccional de la columna (Ac) en (m?) y
la velocidad superficial del gas (Ug), que es el flujo de gas por unidad de area dentro del
sistema en (ms™'), de acuerdo a Babcock et al, (2002).

Ac=bxh (6)
Uy =22 (7
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Con Ug para columna de burbujeo, la tasa de corte (J) expresada en (s') se calcula con
ecuacion (8) valida en el rango de 0.008 <U, <0.09 ms™'. (Cerri et al., 2008).

y = 10000,°%° (8)
El gas retenido € se calcula con la ecuacion (9); determina el porcentaje de gas o aire
retenido dentro del equipo por el incremento del volumen de aire cuando este es inyectado
(Doran, 1995).

__ hg_hy
£ =tett ©)

Con la ecuacion (10) se calcula la velocidad superficial del liquido; que es el flujo de
liquido por unidad de area dentro del sistema, se puede calcular para columnas de
burbujeo con un diametro entre 0.1 y 7.5 my 0 <U;<0.4 ms™' (Doran, 1995)

U, = 0.9(gdou,)"* (10)
Donde U; es la velocidad superficial del liquido en (m s™!), g es aceleracion de la gravedad
en (ms2), do es el diametro de la columna en (m) y U, velocidad superficial del gas o aire
inyectado.
La ecuacion (11) calcula potencia neumatica, potencia generada por el aire inyectado al

equipo para agitacion del fluido dentro del FBRC. (Doran, 1995):

PG
VL = PLgUy (11)

Donde: PG/VL es la potencia neuméatica en (Wm), calculada con pL que es la densidad
del liquido en (kg / m?), g es la gravedad en (ms) y U, la velocidad superficial del gas o
aire inyectado. El uso de distintos flujos de aireacion fue con la finalidad de establecer
las mejores condiciones de aireacion, definiendo Tasa de Corte (}), con la finalidad de
verificar el efecto sobre los acidos grasos de metil ésteres, desarrollo celular, produccion
de biomasa, agotamiento de nitrogeno, y productividad de lipidos.

Resultados y discusion
A continuacion, se indican los resultados obtenidos del presente trabajo.

La Tabla (1) indica los célculos hidrodinamicos del FBRC a las tasas de aireacion
propuestas.

Tabla 1
Datos hidrodinamicos

Equipo Tasa de Fa Fg x 105 Ug x € ULx PG/VL Y
aireacion  (Lm™) (m3s) 10° (%) 10 Wm? (s
(vvm) (ms™) (ms™)
FBRC 0.75 1.5 2.50 0.694 2.38 9.57 6.80 26.34
1.25 2.5 4.16 1.150 6.81 10.18 11.26 33.91
1.75 3.5 5.83 1.620  10.86 11.40 15.86 40.25
2.25 4.5 7.50 2.080 14.58 12.40 20.36 45.60

Se puede indicar que las células algales no presentaron algtn tipo de deformacion
a las condiciones planteadas de aireacion; aspectos similares fueron reportados por (Shi
et al., 2016; Sadeghizadeh et al., 2017); seglin se observa en la Tabla (1), los valores
obtenidos de la hidrodindmica de los FBRC, conforme incrementaron los flujos de
aireacion, aumentaron también todos los parametros hidrodindmicos lo que indico la
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estrecha relacion en cada uno de ellos, ademés de la posible afectacién con los demas
parametros celulares que se plantean en este trabajo.

La Tabla (2) indica crecimiento celular, tasa especifica de crecimiento (i) y consumo de
nitrogeno obtenidos a los diferentes flujos de aireacion sugeridos.

Tabla 2
Crecimiento celular, tasa especifica de crecimiento (1) y consumo de nitrogeno obtenidos
a los diferentes flujos de aireacion sugeridos

Equipo Tasa de Max crecimiento” celular u Consumo”
aireacion (celx10° mL™) (h™) N-NH4" (%)
(vvm)
0.75 6.80 = 0.032 0.0230+ 0.09° 65.00+ 0.082
1.25 3.10+£0.13° 0.0170+ 0.06° 53.00+ 0.07°
FBRC 1.75 2.51+0.12° 0.0165+1.70°  50.00+0.93°
2.25 2.49 £0.03° 0.0160+ 0.50° 47.00+ 0.05°

Nota: "Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a prueba Tukey
(p = 0.05); (+ Desviacion estandar).

Por otra parte, segun los valores de crecimiento celular maximo de Tabla (2), se
puede indicar que en relacion con el crecimiento celular a 0.75 vvm, las células se
adaptaron para incrementar su desarrollo, alcanzando 6.80 x 10° cel mL™! y la mayor tasa
de crecimiento especifico p (0.023 h™'); no obstante, conforme se incremento la tasa de
aireacion, se redujeron el crecimiento celular mas del 50% (3.10 x 10°) cel mL"!, asi como,
la tasa de crecimiento especifico en todos los experimentos. Se puede mencionar que los
resultados obtenidos de crecimiento y remocion de nitrogeno (N-NH4"), estuvieron muy
por debajo de otros trabajos (Kee-Lam et al., 2016; Sadeghizadeh et al. 2017, Anto et al.,
2020; Montoya, 2021).

0,024
0,023 0.75
0,022
0,021
0,02
0,019
0,018

1.25
0,017 1.75

TASA DE CRECIMIENTO
ESPECIFICO (p)

2.25
0,016

0,015
25 30 35 40 45 50

TASA DE CORTE Y (s)

Figura 2. Tasa de crecimiento u vs tasa de corte |/
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De acuerdo a la Figura 2 se aprecia que conforme el flujo de aireacion
incrementaba, del mismo modo aumentaban los valores de las tasas de corte en cada
experimento, lo que puede indicar que hubo una relacion directa entre estos dos
parametros, no obstante, ocurrid lo contrario con la tasa de crecimiento especifico (p).
Por tanto, se puede inferir que existi6 una relacion inversamente proporcional con estos
dos aspectos, a mayor aireacion, mayor tasa de corte (}), pero menor tasa de crecimiento
celular (p), de este modo se puede considerar que el flujo de aire Optimo seria a 1.25 vvm
para realizar otros experimentos, segtin el producto a obtener, considerando otros factores
de operacion o de iluminacion.

En la Tabla (3) se indican los datos de biomasa peso seco, contenido de lipidos y
productividad de lipidos en Chlorella vulgaris a las tasas de aireacion propuestas.

Tabla 3
Biomasa seca X, contenido de lipidos w y productividad de lipidos P a las tasas de
aireacion propuestas

Tasa de
Equipo aireacion X Wimax Prmdxima
(vvm) (gL (Yoww™) (mg L' d”)
0.75 0.295+0.056* 11.54+0.032 3.99 +0.026*
FBRC 1.25 1.395+0.010° 14.28 + 0.02° 15.92 +0.019°
1.75 0.430+0.0412 11.11 +£0.022 7.28 £0.016*
2.25 0.405+0.0502 10.00 £+ 0.042 1.58 £0.016*

Nota: "Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas de acuerdo a prueba Tukey
(p = 0.05); (+ Desviacion estandar)

De manera general, en este trabajo los valores alcanzados de productividades
fueron bajos, comparados a otros reportes (Al-Ameri y Al-Zuhair 2019; De Jesus et al.,
2019), sin embargo a 1.25 vvm, se observé la mayor productividad de lipidos (Tabla 3);
aun cuando a 0.75 vvm se obtuvo el mayor crecimiento celular, se puede indicar entonces
que, las células a 1.25 vvm resintieron el grado de agitacion, probablemente ocurridé un
ligero estrés por tasa de corte, lo que indujo a que produjeran mayor contenido de lipidos,
incrementando la productividad, no obstante, conforme aumento la tasa de aireacion se
presentaron condiciones desfavorables para la produccion de lipidos. Otros reportes
indican datos de 1.2 g L' de biomasa a a diferentes grados de agitacion, utilizando
intensidades luminicas mayores o cercanas a 300 umol m? s!' (Chiu et al., 2008,
Montoya, 2021), mientras que Pham et al., (2017) reportan 1.35 g L' de biomasa a 0.3
vvm, con iluminacion de 300 umol m s!; por lo que se puede inferir, que la cantidad de
luz proporcionada, favorece mas en la obtencion de biomasa que la aireacion. De igual
modo, otros estudios han reportado que, a una iluminacion superior a 150 pumol m2s’!, se
alcanzaron mayores aumentos de biomasa (Jiang et al., 2016; Kim et al., 2015; Alishah
et al., 2019; Castellanos et al., 2020).

La Tabla (4) muestra los principales acidos grasos de metil ésteres producidos por
la microalga, tomando en cuenta las condiciones de cultivo planteados.

Tabla 4.
Principales dcidos grasos de metil ésteres producidos por la microalga. (En % en peso
total de dacidos grasos™)

FAME 0.75 vvim 1.25 vvin 1.75 vvin 2.25 vvim
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C12:0 23.81 (£0.38) 22.04 (£0.71) 23.73 (£2.02) 20.91 (£5.08)
C13:0 0.96 (£0.27) 0.93 (+£0.14) 0.39 (+£0.02) 0.84 (+£0.69)
C18:0 1.78 (£0.07) 1.48 (+0.038) 1.6 (£0.13) 1.61 (+£0.10)
C20:0 0.93 (+£0.04) n.d. 0.21(x0.11) 0.44 (+£0.005)
C21:0 n.d. n.d. 0.27(x0.04) 0.23(x0.07)
C22:0 5.25 (£6.95) 13.36 (£2.25) 8.83 (£8.73) 10.54 (£11.32)
C23:0 0.58 (+0.006) 1.23 (+0.079) 1.22 (£0.061) 1.49 (+£0.25)
Cl17:1 0.85 (£0.11) 0.18 (+0.05) 0.28 (+0.45) 0.49 (+£0.073)
C18:1N9T 0.06 (£1.09) n.d. n.d. n.d.
C20:1 1.84 (£0.10) 0.5 (£0.31) 0.82 (£0.074) 1.28 (£0.15)
C22:1N9 2.01 (£0.11) 1.77 (£1.63) 2.6 (+£0.20) 2.39 (£0.51)
C24:1 17.22 (£2.71) 7.55 (£1.63) 11.81 (+0.48) 13.1 (£5.41)
C18:2N6T n.d. n.d. n.d. 0.27(+13.06)
C20:2 7.82 (+£0.63) 0.46 (+0.053) 7.48 (+8.20) 8.31 (£9.03)
C20:3N3 n.d. n.d. 0.34(+10.30) 0.74(£7.04)
C20:3N6 0.22 (+0.14) 0.17 (£0.093) 0.24 (£0.13) 0.25 (£0.16)
C20:4N6 3.32 (£0.2) 2.41 (+0.40) 2.98 (£0.13) 2.46 (+0.88)
C20:5N3 21.71 (£2.51) 15.34 (£3.02) 24.14 (+0.81) 24.38 (+8.37)
C22:2 8.35 (£0.31) 9.66 (+£1.60) 14.71 (£1.88) 20.46 (+8.49)
C22:6N3 1.78 (£0.25) 1.17 (£0.05) 1.47 (£0.085) 1.51 (£0.34)
SFA 33.34(+8.57)? 39.07(£8.67)* 36.29(+8.73)° 36.10(+7.83)°
MUFA 22.00(x7.21)* 10.03(x4.97)° 15.53(x4.97)° 17.27(£5.46)°
PUFA 43.23(£7.39)° 29.24(£8.75)° 51.39(+8.75)* 58.43(+9.74)

Nota: *Porcentajes en peso, Letras diferentes en la misma fila indican diferencias significativas de acuerdo
a la prueba Tukey (p>0.05); n.d.=no detectado, (+ Desviacion estandar).

Los compuestos de metil ésteres (Tabla 4) de acidos grasos que predominaron
fueron los poliinsaturados (PUFA), ya que estuvieron presentes a 0.75 vvm, 1.75 vvm y
2.25 vvm; no obstante, a 1.25 vvm, se alcanz6 mayor presencia de acidos grasos saturados
(SFA). Los elementos en mayor cantidad fueron C12:0; C20:5N3; C24:1; C 22:0; C22:2
de manera similar a los reportado por: (Al-Ameri y Al-Zuhair 2019; Alishah et al., 2019).

El analisis de varianza, mostré que no existié diferencia significativa entre SFA y
PUFA; del mismo modo los monoinsaturados (MUFA) a 1.25, 1.75 y 2.25 vvm no
revelaron diferencias significativas (p>0.05), mientras que a 0.75 el valor de los MUFA
fue ligeramente mayor. Por los 4cidos grasos obtenidos, se puede decir que el incremento
en la aireacion en los FBRC favorecio la mayor produccion de PUFA, sobre todo a 1.75
vvm y 2.25 vvm, contribuyendo en las caracteristicas del biocombustible; es
recomendable que la composicion de los lipidos sean acidos grasos de cadena larga, con
bajo grado de insaturacidon para evitar emisiones toxicas y mejorar las propiedades del
combustible tales como el niimero de cetanos (NC) y estabilidad oxidativa (EO) (Knothe,
2010, Basto-Flores et al., 2022).

Considerando que dentro de las principales propiedades de los combustibles se
encuentra el NC (nimero de cetanos), el cual de manera adimensional describe la calidad
de ignicidon de un combustible y se relaciona con el tiempo de retardo de la ignicidon que
experimenta un combustible (Arguelles et al., 2018); segtn el analisis FAME, debido a
las mayores cantidades detectadas de PUFA en los experimentos, se puede indicar que el
biodiesel seria de baja calidad considerando la baja presencia de acidos grasos saturados.
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Conclusiones

Por lo anterior se puede concluir que la tasa de aireacion a 0.75 vvm fue la més
apropiada para obtener un mayor crecimiento celular, pero hay que observar que, a 1.25
vvm ocurrid un mayor incremento en el contenido de lipidos y por tanto en la
productividad de lipidos. El régimen de trabajo estuvo en el rango de flujo de tipo
burbujeo homogéneo, por las caracteristicas del reactor y la velocidad superficial del gas.

De acuerdo a las condiciones planteadas, en relacion al crecimiento celular, lo
conveniente seria manejar una tasa de aireacion de 0.75 vvm; por otra parte, para que se
obtenga mayor produccion de lipidos, la tasa de aireacion seria a 1.25 vvm, por tanto se
podria considerar un proceso de cultivo primero creciendo las células y posteriormente a
las condiciones con agitacion de 1.25 vvm para continuar el cultivo, tomando en cuenta
las concentraciones de nutrientes, el tipo de iluminacién y verificando la productividad.

Importancia del estudio, fortalezas y debilidades

Este estudio se realizo con la finalidad de conocer e interpretar el efecto de la aireacion y
algunos parametros hidrodindmicos como la tasa de corte (}J), sobre la produccion de
acidos grasos de metil ésteres (FAME) principalmente, aunado al hecho de determinar de
igual modo si estos cambios en la aireacion benefician otros pardmetros como el
crecimiento celular, consumo de nitrégeno, productividad de lipidos, ademas utilizar
correlaciones para determinar en funcion de los FAME la calidad del biodiesel, de
acuerdo tipo de componentes de metil ésteres presentes a flujos de aireacion planteados.

En relacion a las fortalezas se puede indicar que se tiene un planteamiento metodologico
adecuado para calcular la hidrodindmica en los fotobiorreactores y otras determinaciones,
el conocimiento para poder interpretar los resultados obtenidos, ademas de contar con
equipamiento para realizar la parte experimental, sobre las areas de oportunidad se puede
seflalar que es necesario continuar experimentando, considerando otros factores
operacionales, considerar mayor andlisis de las determinaciones y profundizar mas en
relacion estos.
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