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Influencia de la concentracion de dioxido de carbono en el crecimiento y composicion de la
biomasa de Botryococcus braunii y Scenedesmus sp

Lizbeth Castaneda Hernandez

Resumen. Las emisiones de didéxido de carbono (CO3) en la atmosfera contintian incrementando
como resultado de las actividades antropogénicas, requiriendo de alternativas de mitigacion para
su reduccion y captura. Entre estas opciones se plantea el uso de organismos que requieren CO>
para sus procesos metabodlicos, como las microalgas. El objetivo de este estudio fue investigar la
influencia que tiene el suministro de CO2 con las concentraciones de 0.03, 10 y 20% en el
crecimiento, produccion de proteinas, lipidos y carbohidratos de las microalgas Botryococcus
braunii 'y Scenedesmus sp. cultivadas bajo condiciones controladas. Se encontré que el crecimiento
celular de Botryococcus braunii disminuye con concentraciones altas de CO» reportando valores
de 0.64 g/L con 0.03% CO2, 0.26 g/L con 10% CO2 y 0.41 g/L con 20% CO-, en donde el contenido
de nitrogeno con el suministro de 10% CO2 inhibe el crecimiento. En el caso de Scenedesmus sp.
se mostro un aumento en el crecimiento celular, al incrementar la concentracion de CO; alcanzando
valores mayores con 20% CO; y una concentracion de biomasa de 1.95 g/L. La curva de
crecimiento celular y el contenido de proteinas, lipidos y carbohidratos se encuentran directamente
relacionados para ambas especies, obteniendo las mayores concentraciones luego de 15 dias en los
tratamientos con mayor produccion de biomasa. Finalmente, la eficiencia de remocion de CO; fue
mas alta para ambos cultivos al operar con 10% CO», logrando 6.78% para Botryococcus braunii
y 6.60% para Scenedesmus sp.

Palabras clave: Carbohidratos, crecimiento celular, lipidos, microalga, proteinas, remocion de
COa.

Abstract. Carbon dioxide (CO2) emissions in the atmosphere are increasing constantly as a result
of anthropological activities, requiring mitigation for its reduction and capture alternatives.
Between these options raises the use of organisms that require CO> for its metabolic processes, like
micro-algae. The main goal of this study was to investigate the influence of CO> supply in
concentrations of 0.03, 10 and 20% in protein, lipids and carbohydrates production and growth of
micro-algae Botryococcus braunii and Scenedesmus sp. growing them under controlled conditions.
Cell growing of Botryococcus braunii decreases with high concentrations of CO; reporting data of
0.64 g/L with 0.03% CO2, 0.26 g/L with 10% CO; and 0.41 g/L with 20% CO», where the nitrogen
content with 10% CO; supply inhibits growth. In the case of Scenedesmus sp., there was a rise in
the cell growth, increasing CO; concentrations, obtaining great values with 20% CO> and a biomass
concentration of 1.95 g/L. The cell growth curve and the protein, lipid and carbohydrate content
are directly related for both species, obtaining great concentrations after 15 days of treatment with
higher biomass production. Finally, the remotion efficiency of CO> was higher for both
experiments using 10% COa, getting 6.78% for Botryococcus braunii and 6.60% for Scenedesmus

sp.

Key words: Carbohydrates, cell growth, CO> removal, lipids, microalgae, proteins.
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1. INTRODUCCION

Las emisiones de gases de efecto invernadero (GEI) han incrementado en los ultimos afos,
producto de actividades antropogénicas, como la quema de combustibles fosiles, procesos
industriales, cambio y uso del suelo para la agricultura, incendios forestales, crecimiento
poblacional, mayor demanda de bienes y servicios, y el uso de energia. Este conjunto de factores
contribuye al impacto del cambio climatico, alterando la temperatura promedio en una region
especifica lo que a su vez provoca una alteracion del intercambio de materia y energia de las
diferentes capas del planeta (Lizano, 2013).

En el contexto de esta problematica, se han planteado diversas medidas de mitigacion, destacando
entre estas el uso eficiente de energia, la implementacion de energia renovable, el uso de
biocombustibles para transporte, la mejora en la productividad de cosecha, el uso y cambio de
suelos, y el fomento de proyectos enfocados en la captura y secuestro de carbono (Sanchez y Reyes,
2015). Por ello el desarrollo de métodos sostenibles y efectivos para la captura, secuestro y
almacenamiento del CO> de las emisiones directas de las industrias representan una alternativa que
contribuird en el abordaje de esta problematica, ademas de una mitigacion, se debe considerar una
economia circular en donde se aproveche el CO> emitido por las industrias para la obtencion de
subproductos, otorgando asi una buena aplicabilidad.

Se han desarrollado varios métodos para capturar CO», por ejemplo, métodos basados en procesos
de adsorcion y absorcion mediante el uso de compuestos absorbentes como zeolita 13 o aminas
(Cloete, Giuffrida, Romano y Zaabout, 2019; Jiang et al., 2019; Lopez-Bautista y Flores-
Tlacuahuac, 2020; Zhang et al., 2019). Otro método para capturar CO; es el uso de organismos
vivos conocido como biocaptura, biosecuestracion o biofijacion (Jain, Urban, Balbach y Webb,
2012). Este consiste en el almacenamiento de carbono a través de arboles, plantas, y otro tipo de
flora que realice fotosintesis a través de sus vias metabolicas, contribuyendo a la reduccion de la
concentracion presente en la atmoésfera. También se han desarrollado otros métodos para la
captura de CO», por ejemplo, a través de compuestos absorbentes derivados del amoniaco (Lopez-
Bautista y Flores-Tlacuahuac, 2020).

Las microalgas representan una alternativa para la captura de carbono y produccion de biomasa
debido a que estas son microorganismos unicelulares eucarioticos que realizan fotosintesis y
necesitan del CO; para realizar sus procesos metabolicos (Diaz y Restrepo, 2013). Estos
microorganismos producen biomasa durante su ciclo celular, teniendo potencial en la obtencion de
subproductos. Ademas, se les puede extraer de sus pigmentos intercelulares, proteinas,
polisacaridos y acidos grasos (Martinez, 2009).

Se ha demostrado también que las microalgas capturan de 1.8 a 2 kg de CO» por cada kg de biomasa
producida (Fulke, Kannan, Chakrabarti y Devi, 2014). Este mecanismo es de interés porque la
biomasa generada se puede utilizar ampliamente en distintos rubros. La fijacion de CO> a través de
la fotosintesis de las microalgas y la conversion de su biomasa producida en algin tipo de
combustible o subproducto es considerado como un verdadero enfoque sostenible para la
neutralizacion del CO» (Lopez-Pacheco et al., 2019; Yang et al., 2016).



Las microalgas pueden ser utilizadas como una medida de mitigacion para secuestrar el CO;
directamente de las industrias, produciendo biomasa que a su vez puede tener un valor comercial.
En un estudio para la obtencion de valor de la biomasa a escala piloto realizado por Marella, Lopez-
Pacheco, Parra-Saldivar, Dixit y Tiwari (2020), demostraron que las microalgas poseen diversas
capacidades que las hacen muy utiles para generar distintos subproductos y aplicaciones. Algunos
de estos usos son biocombustibles, biofertilizantes y suplementos nutricionales, donde cada uso
dependera de la cantidad de macronutrientes que posea la biomasa microalgal.

En un documento publicado por Sandoval y Rubio (2017) se demostr6 que la capacidad de fijacion
de CO» por las microalgas es cuatro veces superior a las macroalgas y plantas superiores. Ademas,
se reportd que las especies Scenedesmus, Spirulina 'y Chlorella toleran una mayor concentracion
de COas. Por otra parte, Botryococcus braunii es una microalga verde colonial de crecimiento lento,
muy extendida en lagos, embalses y estanques de agua dulce y salobre, y es reconocida como uno
de los potentes recursos renovables para la produccion de carbohidratos. Botryococcus braunii se
clasifica en razas A, B y L segln el tipo de polisacarido sintetizados. Estos compuestos son
prometedores como fuente de energia renovable, ya que se acumulan a niveles muy altos en las
algas (26 - 86% en peso seco) y tienen un valor térmico en el rango de 30,000 — 42,000 kJ/kg
(Calderon, Bayona y Garcés, 2018; Dayananda, Sarada, Rani, Shamala y Ravishankar, 2007).

Ademas de los hidrocarburos, B. braunii también es capaz de producir grandes cantidades de
carbohidratos. Algunos de los mondémeros que constituyen estos carbohidratos son galactosa,
glucosa, fucosa, arabinosa y ramnosa. La aplicacion de carbohidratos en la industria farmacéutica
ha sido ampliamente estudiada, debido a los diversos agentes activos biologicos presentes. Por
ejemplo, la fucosa tiene aplicaciones medicinales potenciales, propiedades anticancerigenas, y la
galactosa puede usarse para la produccion de bioetanol por fermentacion (Dayananda et al., 2007,
Gouveia et al., 2017). A pesar de estas ventajas, se cuenta con muy poca informacién sobre su
potencial en la captura de CO2 y el desempefio que se obtiene al estar sometida bajo diferentes
concentraciones de CO», asi como sobre la influencia que este gas proporciona en la composicion
de su biomasa.

De forma paralela, la especie Scenedesmus sp, ha sido explorada para su uso comercial. Los
miembros de este género muestran caracteristicas interesantes como una rapida tasa de crecimiento,
alta biosintesis de lipidos, resistencia a la contaminacién microbiana y depredadores (Rocha et al.,
2019). Dependiendo de las condiciones de crecimiento el contenido de proteinas, carbohidratos y
lipidos varian del 3 al 47%, del 2 al 30% y del 10 al 50% del peso de la biomasa seca. Esta especie
ha ganado interés como fuente de varios metabolitos secundarios, particularmente carotenoides (a-
caroteno, B-caroteno, luteina) que pueden fijar de manera eficiente el CO; al tiempo que muestran
una alta tolerancia a los gases de combustion industriales (Idrissi, A. Mohamed, Mohammed y
Lotfi, 2003; Msanne, Polle y Starkenburg, 2020).

A lo largo de las investigaciones, se ha evidenciado que las microalgas son los organismos
fotosintéticos mas adecuados para la remocion directa del CO», debido a que estas son capaces de
adaptarse a altas condiciones de este gas, asi como a ambientes extremos como temperatura alta,
salinidad y pH (Barahoei, Hatamipour y Afsharzadeh, 2020). Sin embargo, su capacidad de captura
se encuentra asociada a la concentracion de CO; dosificada y la especie presente en el cultivo.
Estos factores también tendran influencia sobre la curva de crecimiento, la produccion de biomasa
y la composicion de esta en términos de lipidos, proteinas y carbohidratos.



Conforme a lo descrito anteriormente y considerando la importancia de este tipo de
microorganismos en la implementacion de alternativas de mitigacion fundamentales en la captura
de carbono, y la obtencion de subproductos para uso comercial, esta investigacion centra su
atencion en la capacidad de remocion de CO» y produccion de biomasa por parte de las microalgas
Botryococcus braunii y Scenedesmus sp. Determinando la influencia de la concentracion de CO»
dosificada en el desempefio del cultivo y sus efectos en la produccion y composicion de la biomasa.
Los resultados de esta investigacion servirdn como apertura para el desarrollo de aplicaciones que
involucren el uso de estas especies en el desarrollo de tratamientos orientados en reduccion de
emisiones de CO» y produccion de biomasa para la obtencion de subproductos. En este contexto,
se plantean los siguientes objetivos:

e  Determinar la curva de crecimiento celular de Scenedesmus sp y Botryococcus braunii con
un suministro de 0.03, 10 y 20% de CO,.

e Evaluar la eficiencia de remocioén de COa por Scenedesmus sp y Botryococcus braunii con
un suministro de 10 y 20% de COx.

e  Determinar la composicion de la biomasa microalgal, en términos de la concentracion de
proteinas, lipidos y carbohidratos por litro de cultivo, con suministro de 0.03, 10 y 20% de
COo.



2. METODOLOGIA

Sitio de estudio

El estudio se realiz6 con la colaboracion del grupo de Biotecnologia Sustentable Aplicada (SAB)
perteneciente al centro de Biotecnologia, Campus Monterrey del Instituto Tecnologico y de
Estudios superiores de Monterrey, Nuevo Leon, México, ubicado a una altitud de 540 msnm. El
experimento consistio en el cultivo de dos cepas de microalgas bajo condiciones controladas, a las
cuales se les suministro diferentes concentraciones de CO; para identificar la especie con mayor
capacidad de captura. Adicionalmente, se determiné el tratamiento que derivd en una mayor
produccion de biomasa.

Se seleccionaron ambas cepas principalmente por su diferencia morfologica, debido a que
Scenedesmus sp. es una microalga que se agrupan de cuatro a seis individuos y posee flagelos que
les permite moverse con facilidad. En cambio, Botryococcus braunii es de forma esférica y no
posee flagelos ni alguna otra estructura que le permita mantenerse en movimiento, y debido al
enfoque exploratorio del estudio, se generaron datos que mostraran la tendencia del suministro de
CO3 a distintas concentraciones sobre la produccion de biomasa de ambas cepas.

Determinacion de la curva de crecimiento celular

Las etapas requeridas para la obtencion de la curva de crecimiento bajo las tres diferentes
concentraciones de CO», iniciaron con el establecimiento de los cultivos, seguido del monitoreo
diario de los cultivos bajo las diferentes concentraciones de CO; durante los 15 dias del
experimento. Se continud con la conversion de la absorbancia obtenida diariamente a peso de la
biomasa en g/L y finaliz6 con el célculo de la tasa de crecimiento diario.

Establecimiento de cultivos. Para este estudio se utilizaron las especies Botryococcus braunii y
Scenedesmus sp. Ambas cepas fueron adquiridas de UTEX, (UTEX, Austin, TX, EE.UU.). Para el
cultivo de ambas microalgas se utiliz6 medio de crecimiento BG11, utilizando matraces
Erlenmeyer de 4 L para el mantenimiento del cultivo. Se aplicd un flujo de aireacion de 200
mL/L/min con bombas de aire marca OPTIMA de 4.5 watt, con un filtro de 0.2 pm a lo largo de
todo el experimento. Ademads, se mantuvo un fotoperiodo de 12:12 con ldmparas marca “hvdro
grow extreme” LED, a 80 umol de fotones m?/s. Estas condiciones permanecieron constantes
durante el experimento (Figura 1). Los cultivos de reserva se mantuvieron a 20 °C con las mismas
condiciones mencionada anteriormente. Cuando el cultivo de reserva se encontraba con una
densidad mayor a 1 g/L, se utilizd6 un volumen de 100 mL como inéculo para los reactores
utilizados en el experimento. De esta forma, el inoculo inicial de Botryococcus y Scenedesmus
tenia una absorbancia de uno a la longitud de onda de 750 nm.

Monitoreo de crecimiento celular. El experimento se realizd en frascos de cultivo de 1 L, con
900 mL de medio BG11 y 100 mL de las microalgas obtenidas del cultivo previamente
mencionado. Se realizo la inoculacion por separado y por triplicado para cada concentracion de
COz aplicada. Las condiciones de flujo de gas e iluminacion se mantuvieron al igual que en la etapa
de establecimiento del cultivo (Figura 1).
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Figura 1. Montaje de los cultivos con los diferentes porcentajes de CO»

Se realiz6 el montaje de dos tratamientos utilizando un flujo de gas de 0.2 vvm (volumen del aire
por volumen de medio por minuto). Se utilizaron dos diferentes mezclas de gas compuesto de CO»
al 10 y 20% mezclado con nitrégeno (N2). Adicionalmente, se utilizé un tratamiento con un flujo
de 0.03%, (la concentracion de CO; presente en el aire), sin algin suministro adicional de CO,.
Este tratamiento, no se consider6 para la evaluacion de remocion de CO», debido a que, en el
cromatografo de gases, esta muestra no era significativa. Se colocaron difusores de aire en la
manguera de la entrada de gas, para su correcta distribucion, el flujo de gas de ambos cultivos fue
de 0.2 vvm. Los cultivos se mantuvieron durante 15 dias realizando el monitoreo periddico de la
variable concentracion de biomasa en cada tratamiento.

Las concentraciones de biomasa de ambas microalgas fueron evaluadas cada 24 horas,
muestreando 300 pL del cultivo para obtener su absorbancia a 750 nm con un espectrofotometro
(Fluorstar omega, 415-0470). Previamente, se realizd una curva estandar para relacionar la
densidad 6ptica del indculo con su masa seca. El experimento se realizo con el disefio experimental
expresado en el cuadro 1. El cual fue divido en tres bloques, con 3 tratamientos (0.03, 10 y 20% de
CO»), con tres repeticiones por porcentaje de CO2 por cada microalga, logrando asi 9 unidades
experimentales (UE) por microalga, para un total de 18 UE en el experimento. Se corrié un
experimento bajo las condiciones estindar mencionadas en un principio, pero sin el suministro de
CO3 para tener un punto de referencia de ambas microalgas.



Cuadro 1. Disefio experimental

Orden Bloque Microalgas % viv CO2
1 3 1 3
2 3 2 3
3 3 2 1
4 3 2 2
5 3 1 2
6 3 1 1
7 1 1 1
8 1 2 2
9 1 1 3

10 1 2 3
11 1 2 1
12 1 1 2
13 2 1 3
14 2 1 2
15 2 1 1
16 2 2 2
17 2 2 3
18 2 2 1

Microalga: 1 o (Botryococcus braunii), 2 0 (Scenedesmus sp.)
% v/iv CO2: "1 (0.03% v/v CO2), "2 (10% v/v CO2), "3 (20% v/v CO»)

Conversion de absorbancia a peso de la biomasa en g/L. Para determinar el crecimiento celular
durante los 15 dias, se realizd una curva de calibracion cuando el cultivo llegoé a una densidad
Optica superior a uno con una absorbancia a 750 nm. Este cultivo se diluyd con agua destilada a 10
concentraciones. Después se realizo el filtrado de la disolucion (10 mL) con filtros de microfibra
de vidrio “Whatman” GF/C pesados con anterioridad. Posteriormente el filtro con la biomasa se
seco a 100 °C por 2 horas. Finalmente, los filtros se enfriaron a una temperatura ambiente en un
desecador de vacio y se pesaron gravimétricamente para obtener la curva estdndar. Este
procedimiento se realizd para cada una de las cepas, de este procedimiento se obtuvo la ecuacion
1 para Botryococcus y la ecuacion 2 para Scenedesmus sp expresadas a continuacion:

g/L =2.061(Absorbancia 750 nm) - 0.6567 [1]
g/L =1.495(Absorbancia 750 nm) - 0.0584  [2]

Calculo de la tasa de crecimiento de las microalgas Botryococcus braunii y Scenedesmus sp.
aplicando 0.03, 10 y 20% de COa. Se obtuvo la tasa de crecimiento de los cultivos a través de los
datos obtenidos diariamente para conocer el crecimiento celular. La tasa de crecimiento fue
determinada utilizando la ecuacion 3 (Astacondor, Mayta-Guatuco, Montoya-Terreros y Tarazona-
Delgado, 2017).



Tasa de crecimiento = % 3]

Donde:

X1 = es el tamaiio de la poblacion al inicio (mg/L) de un intervalo de tiempo
X2 = tamano de la poblacion al final (mg/L) de un intervalo de tiempo

t2-t1 = intervalo de tiempo en dias

A partir de los datos obtenidos, en el programa “Microsoft Excel”, se sustituy6 la formula de la
curva previamente establecida para cada cepa (Ecuacion 1y 2) con el promedio del triplicado de
la absorbancia de cada tratamiento, para obtener los g/ de cada cepa de microalga a través del
tiempo. Después se procedi6 a construir el grafico de crecimiento celular durante los 15 dias con
los diferentes tratamientos para su analisis y comparacion.

Evaluacion de la eficiencia de remocion de CO2

La cantidad de CO>removido fue determinado a través de la toma de muestras en bolsas de gas
de fluoruro de polivinilo (PVF) “Tedlar” (Supelco) de la fase gaseosa de entrada y salida de cada
sistema (Figura 2). Se determind la concentracion de CO» presente en las muestras utilizando un
estandar de COz (concentracion conocida de COz) con un cromatdgrafo 490 Micro GC, “Agilent
Technologies™” adaptado con detectores de conductividad térmica (TCD) y una columna CP-
PoraPlot U (PPU) de 10 m. En el andlisis, se utilizé helio como el gas portador, la temperatura del
inyector fue de 110 °C y la temperatura de la columna fue de 80 °C. La eficiencia de eliminacion
de COz se determin6 utilizando la ecuacion 4 (Guo, Duan, Sun, Han y Zhao, 2019; Sayedin et al.,
2020):

Eficiencia de remocion de CO, (%) = % x 100 [4]
Donde:
Cin es la concentracion inicial.

C es la concentracion final.



Figura 2. Toma de muestra de gas en la salida de los sistemas.

Las muestras obtenidas en la entrada y la salida del sistema fueron analizadas en un cromatografo
de gases. Se utilizé en un inicio un gas estandar que era la muestra en la entrada del sistema con
cierto porcentaje de oxigeno (O2), CO2 y Na, en donde proporcionaba un pico, por cada uno.
Simultaneamente, el mismo programa indicaba el tiempo y el area bajo la curva, por lo que, al
inyectar las muestras de la salida de los sistemas, se compar¢ el area bajo la curva de la muestra
estandar con la concentracion conocida de CO> y la muestra que se obtuvo en la salida del sistema.
Dependiendo de la variacion de esa area bajo la curva, se obtuvo el porcentaje de remocion de CO».
Una vez obtenidos los datos previamente analizados con el cromatografo de gases, se construyo un
cuadro con los resultados, para identificar la eficiencia de remocién de CO2 de cada microalga bajo
los dos porcentajes de CO; suministrados.

Determinacion de la composicion de la biomasa microalgal

La composicion de la biomasa microalgal, se determind a partir de tres métodos analiticos. Para la
concentracion de proteinas se utilizé el kit de “Lowry”, para obtener la produccién de lipidos, se
utilizé, el ensayo fosfo-vanilina y para determinar la produccion de carbohidratos, se utilizo el
método fenol-sulftrico. Estos ensayos se realizaron cada 5 dias para todos los cultivos establecidos
bajo las distintas concentraciones de CO> de cada cepa.

Reactivos y equipo. Los reactivos utilizados para el anélisis del medio de cultivo, lipidos y
carbohidratos se adquirieron de “Sigma-Aldrich”. El kit de ensayo de proteinas “Lowry” se
adquiri6 de “Thermo Fisher Scientific”. Las medidas espectrofotométricas se tomaron en un lector
de microplacas de absorbancia BGM “Labtech” (Fluorstar omega, 415-0470).

Cosecha y caracterizacion de la biomasa. Para determinar la composicion de la biomasa, se
tomaron muestras de 15 mL de cultivo cada 5 dias a partir de la inoculacion de los cultivos de



Botryococcus braunii y Scenedesmus sp. Esto para obtener tres muestras en diferentes tiempos y
asi identificar cudndo se produjo la mayor cantidad de proteinas lipidos y carbohidratos. Estas
muestras fueron almacenadas a una temperatura de 4 °C hasta que se completo el ciclo de 15 dias
para realizar el analisis necesario. Para la realizacion del ensayo de las proteinas, lipidos y
carbohidratos las muestras de, ambas cepas fueron centrifugadas a una velocidad de 4,000 rpm, por
30 minutos a 10 °C. Después, se retir6 el sobrenadante y la biomasa fue lavada en dos ocasiones
para evitar el almacenamiento de nutrientes y finalmente se volvi6 a suspender en agua destilada.

Para determinar el contenido de proteinas totales se utilizo el kit de proteinas de Lowry modificado.
En primer lugar, se anadié 1 mL de reactivo Modificado de “Lowry” a 200 ul de solucion
de la biomasa previamente lavada. En segundo lugar, el tubo se agit6 con un “vortex” y después
de 10 minutos, se afiadieron 100 pl de reactivo 1X “Folin-Ciocalteu” y la mezcla se agité de nuevo
con el “vortex”. Después de incubar la muestra durante 30 minutos en la oscuridad, se midi6 la
absorbancia de las muestras a 750 nm con un espectrofotometro marca BGM “Labtech”. La
concentracion de proteina (mg/L) se obtuvo usando una curva de calibracidon, previamente
establecida.

El contenido de lipidos obtenidos por ambas cepas de microalgas fue cuantificado a través del
ensayo fosfo-vanilina descrito por Mishra et al. (2014). Este consiste en una reaccion que produce
una coloracion rosa que puede ser medida con un espectrofotometro a 530 nm. En este ensayo, la
intensidad de coloracion es directamente proporcional a la concentracion de lipidos
presentes (Gutierres, Santa Cruz y Barrantes-Bustinza, 2002). Se afiadieron 2 mL de &cido
sulfurico concentrado (98%) a 100 pl de las microalgas lavadas previamente. A continuacion, esta
muestra se incubd por 10 minutos a 100 °C, después se colocd por 5 minutos en un bafio con
hielo. Posteriormente, se anadieron 5 mL de reactivo fosfo-vanilina y se incub6 la muestra por 15
minutos a 37 °C. Se midio la absorbancia a 530 nm en un lector de microplacas de absorbancia
BGM Labtech, utilizando agua bidestilada como blanco. La concentracion de lipidos (mg/L) se
obtuvo usando una curva de calibracion de aceite de canola que estaba previamente establecida.

Se determind la cantidad de carbohidratos a través del método fenol-sulfirico modificado (Lopez-
Legarda, Taramuel-Gallardo y Arboleda, 2017). Se tomaron 300 pL de la biomasa previamente
lavada y se le afadio 1 mL de acido sulftrico concentrado (98 - 100%), se mezcld por 30 segundos.
Posteriormente, se encubd por 2 minutos en un bafio con hielo y, por ultimo, se midid la
absorbancia a 315 nm utilizando un lector de microplacas BGM “Labtech” y usando agua
bidestilada como blanco. Para convertir la concentracion de carbohidratos de biomasa a mg/L se
utiliz6 una curva estandar de glucosa establecida previamente. El momento de los andlisis de
lipidos, proteinas y carbohidratos de ambas microalgas pueden observarse en la figura 3.



Figura 3. Analisis de lipidos, proteinas y carbohidratos.

Con los datos obtenidos de cada ensayo, se utiliz6 el programa “Microsoft Excel”, sustituyendo la
formula de la curva previamente establecida para cada ensayo, con el promedio de la absorbancia
de cada tratamiento para asi obtener los mg/L de cada cepa de microalgas a través del tiempo.
Finalmente se realizaron las graficas para identificar la concentracion de CO, suministrada que
derivé en una mayor cantidad de lipidos, proteinas y carbohidratos para cada especie analizada.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la curva de crecimiento celular

El crecimiento, de las especies seleccionadas para esta investigacion conforme a las
concentraciones de CO> se muestra en las figuras 4 y 5. En el caso de Botryococcus braunii, se
observé una mayor produccion a la concentracion de CO2 de 0.03%, es decir con aire del ambiente,
alcanzando una tasa de crecimiento de 0.17 mg/L/dia con 0.03% de CO», 0.06 mg/L/dia con la
inyeccion de 10% de CO2 y 0.09 mg/L/dia con 20% COx. El crecimiento obtenido a los 15 dias del
experimento de Botryococcus braunii en las distintas concentraciones de CO: fue de 0.64 g/L para
0.03% de CO2, 0.26 g/L para 10% de CO: y 0.41 g/L para la concentracion de 20% de CO». Se
presume que en este periodo no se logra alcanzar la fase de crecimiento exponencial de esta cepa,
por lo que, si se extiende el tiempo del experimento y se llega a las siguientes fases de crecimiento,
posiblemente, los resultados serian diferentes.

Los resultados obtenidos concuerdan con el estudio realizado por Yoshimura, Okada y Honda
(2013), donde una concentracion optima de CO» para el crecimiento de Botryococcus braunii debe
ser menor a 5%. Esta especie cuenta con una tasa de crecimiento lenta en comparacion con otras
especies de microalgas debido a que su fase exponencial se alcanza aproximadamente en el dia 14
de cultivo (Arévalo et al., 2018; Cabanelas, Marques, de Souza, Druzian y Nascimiento, 2015;
Gouveia et al., 2017). Por otra parte, en el estudio realizado por Jaimes y Kafarov (2015) se
demostr6 que la concentracion de CO: ademas de un mayor porcentaje de nitrogeno en el
suministro de gas fue un factor que reprimia el crecimiento celular. Ge, Liu y Tian (2011)
mostraron que el crecimiento de microalgas con una concentracion de 20% CO> fue mayor que el
crecimiento con 10% de COs. Esta diferencia por parte del otro experimento pudo ser ocasionada
por el medio de cultivo utilizado y otras variables como la concentracion de nitrogeno presente en
el suministro de gas.

En otro estudio realizado por Ge, Liu y Tian. (2011) demostraron que el crecimiento de la
microalga Botryococcus braunii 765 con 20% CO; fue mayor que con una concentracion de 10%
COas. De igual manera, los resultados del estudio concuerdan con los obtenidos con la cepa
Botryococcus braunii AC755 y Botryococcus braunii CCALA777 por Gouveia et al. (2017), donde
muestra una concentracion de 0.9 g/L y 1.2 g/L, respectivamente con una concentracion de 2.5%
de CO2 a los 15 dias de cultivo. El crecimiento celular de estos resultados concuerda con el de este
estudio, debido a que el mayor crecimiento fue observado en el dia 15. Ademas, Yoo, Jun, Lee,
Ahn y Oh. (2010) muestran un bajo rendimiento en la producciéon de biomasa al
cultivar Botryococcus braunii por 14 dias con una concentracion de 10% CO., debido al bajo
periodo de adaptacién al medio de cultivo de Botryococcus por lo que muestra una tasa de
crecimiento menor. A pesar de su bajo periodo de adaptacion, esta microalga posee grandes
cualidades para la produccion de biomasa, debido a que algunas cepas han logrado crecer hasta 37
g/L (Wan et al., 2019). En la figura 4 se puede observar el crecimiento celular de la microalga
Botryococcus braunii obtenido en este experimento, con los diferentes suministros de COx.
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Figura 4. Crecimiento celular de Botryococcus braunii con diferentes concentraciones de CO»

De los resultados obtenidos por los estudios previamente mencionados, se demuestra que la especie
Botryococcus braunii en los primeros 5 dias, se observa un bajo crecimiento celular con los
suministros de 10 y 20% CO., por lo que se infiere que posee una baja tasa de crecimiento celular
afectando en su produccion de biomasa. Sin embargo, obtuvo una mayor produccion de biomasa
en el dia 15, por lo que, si el experimento se extendiera a mas dias, posiblemente se obtendria una
mayor produccion de biomasa. Ademas de esto, su crecimiento puede ser inhibido al incrementar
el suministro de CO,. Esto es congruente con el comportamiento observado a través de la curva, en
donde se observa que a un mayor suministro de CO», el crecimiento y produccion de biomasa, se
ve afectado.

En cuanto a la microalga Scenedesmus sp, los resultados muestran el incremento en la produccion
de biomasa en concordancia con el aumento en la concentraciéon de CO., ya que en el dia 15 se
obtuvo mayor produccion de biomasa (1.95 g/L) al inyectar la concentracion de 20% COz, seguido
de 0.95 g/L para la concentracion de 10%, terminando con 0.72 g/L para la concentracion de 0.03%
de COs. Esto se respalda con el estudio realizado por Tang, Han, Li, Miao y Zhong (2011), en
donde concluyeron que al cultivar Scenedesmus obliquus SJTU-3 se obtendria un mayor
crecimiento a medida que la concentracion de CO2 aumentaba del 0,03 al 10%. Sin embargo, al
exponer esa cepa a concentraciones de 20 - 50% de COa, la produccion de biomasa disminuyo. Es
de gran importancia destacar que en este estudio se reportd una mayor produccion de biomasa (1.95
g/L) con concentraciones menores a 20% de CO».

Al demostrar esta capacidad de crecimiento, se demuestra que la microalga Scenedesmus sp. tolera
altas concentraciones de CO» (Figura 5), por lo que puede tener una aplicacion potencial para la
reduccion industrial de COz, debido a que la mayoria de las emisiones industriales reportan una
concentracion de 10 a 20% para este compuesto. En este experimento se logré una tasa de
crecimiento de Scenedesmus sp. de 0.12 mg/L/dia con 0.03 % de CO., 0.11 mg/L/dia con la
inyeccion de 10% de COz y 0.19 mg/L/dia con 20% de COx.
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A partir de los resultados obtenidos, se determin6 que la microalga Scenedesmus sp es la especie
que presenta un mayor crecimiento al incrementar la concentraciéon de CO> suministrado. Por otra
parte, la microalga Botryococcus braunii, mostré un menor crecimiento mientras aumentaba el
porcentaje de suministro de CO.. Esto no indica que esta cepa, no pueda crecer en altas
concentraciones de COx, si no que debido a que su tasa de crecimiento es mas lenta, el tiempo de
adaptacion a estas condiciones se extiende por un mayor periodo de tiempo y no puede asimilar la
misma cantidad de CO,. Posiblemente, al incrementar el periodo de anélisis, los resultados serian
diferentes. Por el momento, la mejor alternativa de producciéon de biomasa bajo las distintas
concentraciones de CO» es Scenedesmus sp. por su alta tasa de crecimiento y su rapida adaptacion
bajo estas condiciones.

Evaluacion de la eficiencia de remocion de CO2

La dependencia de las especies en la eficiencia de la eliminacion o captura de CO> puede deberse
a las condiciones fisiologicas de las microalgas, como el potencial de crecimiento celular y la
capacidad del metabolismo del CO> (Chiu et al., 2008). Ademas, la eficiencia de la eliminaciéon o
captura de CO; en un sistema de cultivo cerrado depende de las especies de microalgas, la
concentracion de CO», el diseno del fotobiorreactor y las condiciones de funcionamiento (Razzak,
Hossain, Lucky, Bassi y De Lasa, 2013). Hay poca comprension de las respuestas y los mecanismos
de una especie de microalgas tolerantes a estas condiciones.

No existe un andlisis completo de los mecanismos de aclimatacion molecular a la alta
concentracion de CO; para una especie de microalgas tolerantes. Sin embargo, Guo, Yang y Tang.
(2017) demostraron que algunas microalgas, cuando se exponen a concentraciones elevadas de
CO», producen metabolitos. Estos podrian servir como tampoén potencial para compensar la
acidificacion del ambiente citosélico provocada por el aporte de CO2, mejorando asi el crecimiento
de las microalgas.

Adicionalmente, la fisiologia celular de las microalgas se ajusta a las altas concentraciones de CO»
mediante la produccién de metabolitos involucrados en el metabolismo del carbono, de los
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aminoacidos y de los lipidos, asi como metabolismo de cofactores y vitaminas, metabolismo
energético, transportadores, biosintesis de aminoacidos tRNA, y biosintesis de otros metabolitos
secundarios (Guo et al., 2017).

En el cuadro 2 se muestra la eficiencia de remocién de CO; en los cultivos de las microalgas
Botryococcus braunii y Scenedesmus sp. con las concentraciones de 10 y 20% de CO». Estos
valores mostrados son un promedio del triplicado de cada concentracion. Ambas microalgas
demostraron una disminucion en la eficiencia de remocion de CO2 cuando el suministro de 10%
COz aument6 a 20% COz. Este mismo comportamiento se ha visto en otras investigaciones, en
donde, al incrementar la concentracion de COz en el medio de cultivo, se reduce la captura de CO»
de las microalgas (Jaimes y Kafarov, 2015). Esta disminucidon pudo ocurrir debido al estrés al que
son sometidas las microalgas con el aumento de la concentracion de CO».

Cuadro 2. Porcentaje de remocion total de CO» de Botryococcus braunii 'y Scenedesmus sp.

Microalgas
Botryococcus braunii Scenedesmus sp
Dias 10% CO:2 20% CO:2 10% CO:2 20% CO2
5 3.09+2.00 20.70 £ 0.21 549+2.12 1.36 £0.58
10 1.43+1.08 7.88 £2.85 3.65+1.11 5.06 +£0.53
15 6.78 £3.58 3.73+0.74 6.60 £+ 3.49 3.82+1.71

De acuerdo con los datos obtenidos en la investigacion, el tratamiento de la cepa Botryococcus
braunii con inyeccion de CO; al 10% muestra que en el dia 15 se alcanza una mayor eficiencia de
remocion total de CO; con un valor de 6.78%. En cambio, con la concentracion de 20% CO- la
mayor eficiencia de remocidon se observd en el dia 5, con 20.70%. Sin embargo, este valor
disminuye hasta 3.73% en el dia 15. Esta reduccion de acuerdo a Song et al. (2019) puede deberse
a la baja solubilidad de CO> en el medio de cultivo. Se determin6 que con una menor solubilidad
de COz, las microalgas tendran menor fijacion de CO; (Chiu et al., 2009), debido a la capacidad de
tolerancia al CO> de la cepa de microalga con la que se esté trabajando, y, sobre todo, a su tasa de
crecimiento y adaptabilidad. Al contar con una tasa de crecimiento alta, la remocion de CO> sera
mucho mas eficiente en comparacion con una microalga con una tasa de crecimiento baja, ya que
esta no tiene la capacidad de adaptarse a estas condiciones, estresandose y afectando su crecimiento
y produccion de biomasa.

En el estudio realizado por de Morais y Costa (2007) se obtuvieron eficiencias de remocion entre
4.39 y 8.63% con una concentracion de 12% CO» después de 20 dias de cultivo. Estos datos son
similares a los encontrados en este estudio con respecto al suministro de 10% CO; por lo que se
demuestra que a una alta concentracion de CO2, la microalga reduce su crecimiento y afecta su
remocion.

De acuerdo con los datos obtenidos, la remocion de B. braunii no concuerda con la curva de

crecimiento, ya que se reporta una mayor produccion de biomasa al suministrar aire con 0.03% de
COas. Sin embargo, se observoé una mayor remocion con el suministro de 20% CO- en el dia 5,
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alcanzando una remocién del 20% del gas suministrado, valor que disminuyd en dias posteriores.
Esta situacion puede deberse a las fluctuaciones que se tienen en el tiempo, ademas de la capacidad
de adaptabilidad que posee la microalga. A esta especie, no se le habia aplicado un suministro de
CO; tan alto, por lo que se infiere, que, si esta cepa es sometida a varios ciclos de cultivo con el
mismo suministro continuo, la capacidad de remocion podria mejorar. Esto dado que mientras mas
tiempo Botryococcus se encuentre expuesta al gas, puede producir mas las enzimas necesarias para
captar el CO; de manera eficiente.

En cuanto a Scenedesmus, los datos obtenidos de la remocién tampoco son congruentes con la
curva de crecimiento, ya que se registro la mayor remocion, correspondiente al 6.60% del gas
suministrado, al suplir una concentracion de 10% CO: en el dia 15. Estos resultados son opuestos
a los obtenidos al operar a una concentracion de 20% del CO; tal y como se muestra en el cuadro
2. Por ello se determin6 que, en esta cepa, no se obtuvo una dilucion correcta del CO; en el medio
de cultivo, debido al gran crecimiento que este poseia y esto puedo ser la causa de estos cambios.
Ademéds, una sobresaturacion del gas, por lo que la cepa no pudo remover de forma eficiente el
CO» con esta concentracion. De lo anterior se estima que el crecimiento celular de Scenedesmus
sp. se encuentra directamente relacionado con la remocion de CO> cuando este es suministrado en
bajas cantidades. Al dosificar una cantidad de CO» excesiva, disminuye la remocion de CO> debido
a que en el dia 15 se obtuvieron 0.95 g/L. para 10% de CO2 y 1.95 g/L para la concentracion de
20% COa.

Los estudios realizados por Guo et al. (2019) concuerdan con estos estudios, debido a que el mismo
comportamiento ha sido observado cuando se ha aumentado la concentracion de COz. En ellos la
eficiencia de remocién por parte de las microalgas, se reduce y aumenta el porcentaje de biomasa.
No existe un andlisis exhaustivo de los mecanismos de aclimatacion molecular a altas
concentraciones de CO; para una especie de microalgas tolerante. Sin embargo, esto puede deberse
a que ocurre una saturacion de CO2 y este no se encuentre disponible para las microalgas.

La especie Botryococcus braunii presentd una mayor eficiencia en la captura de CO> con el
suministro de 20% en el dia 5, obteniendo una remocion de (20.70%). Por otra parte, Scenedesmus
sp., presentd una mayor eficiencia de remocion con el suministro de 10% en el dia 15, obteniendo
una remocion de (6.60%). Por ello se estipula, que, como ambas cepas no pasaron por un periodo
de adaptabilidad, la capacidad de remocion de CO; se vio afectada.

Si ambas microalgas hubieran sido sometidas a mas de dos ciclos de cultivo con los mismos
suministros, la capacidad de remocion mejoraria, debido a que la capacidad de remocién mejora a
través del tiempo, una vez estas se encuentren adaptadas. Dado que esta investigacion es un estudio
exploratorio para verificar la influencia que tiene el CO, con ambas cepas, por costos, no se pudo
realizar previamente la adaptacion de estas cepas bajo esos suministros de CO2 y por la misma
razon solo se realizaron tres lecturas por triplicado.

Evaluacion de 1a composicion de la biomasa cosechada en los tratamientos aplicados

La biomasa cosechada se presenta de mayor, a menor en cuanto a la produccion de macronutrientes
obtenidos por cada especie. Para esto, se muestra inicialmente la produccion de B. braunii,
finalizando con la produccion de Scenedesmus sp. durante los 15 dias de cultivo.

15



Carbohidratos totales en la solucion del cultivo de B. braunii. Esta especie produjo una mayor
concentracion de carbohidratos con la concentracion de 0.03% de CO,. Este contenido total de
carbohidratos luego de 15 dias fue de 366, 100 y 150 mg/L para las concentraciones de 0.03, 10 y
20% COz respectivamente.

Los resultados de este estudio en cuanto a la produccion de carbohidratos totales concuerdan con
los datos obtenidos por Dayananda et al. (2007) en donde se logr6 un crecimiento de Botryococcus
braunii con luz y agitacion continua, alcanzando la produccion de 300 a 700 mg/L de carbohidratos
en la biomasa final, con un suministro de 0.03% CO,. Esta produccion se encuentra directamente
relacionada con el crecimiento celular, pero no con la remocion de CO». Esto se debe a que esta
cepa, cuenta con un tiempo de adaptacion muy largo, por lo que mientras se aumenta el suministro
de CO», la produccion de carbohidratos se ve afectada por el estrés al que se encuentra sometida la
cepa por la sobresaturacion de CO». Esto es interesante, porque en otros estudios realizados (Abdel-
Hamid, Abdel-Aal y Abdel-Mogib, 2019; Gouveia et al., 2017; Ruangsomboon, Prachom y
Sornchai, 2017; Yildiz-Ozturk y Yesil-Celiktas, 2017), se obtuvo una mayor concentracion de
carbohidratos de la microalga B. braunii con un suministro de 20% CO: que con un suministro de
10% de CO». A continuacidn, en la figura 6 se puede observar la produccion de carbohidratos de
la microalga Botryococcus braunii obtenida en este experimento, con los diferentes suministros de
COa.
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Figura 6. Produccion de carbohidratos de B. braunii con diferentes concentraciones de CO>

Contenido total de lipidos en la solucion del cultivo de B. braunii. Todas las unidades
experimentales alcanzaron la mayor producciéon de lipidos en el dia 15 en donde se registré la
mayor concentracion de lipidos con un menor suministro de CO., valor que es congruente con los
resultados de crecimiento celular y la produccion de carbohidratos. De acuerdo al hallazgo, si la
microalga, se mantiene con una aireacion de 0.03% CO; (el aire presente en el ambiente), produce
mas cantidad de lipidos. Esto, dado que, con ese porcentaje, es capaz de absorber el CO» presente
sin imponer una inhibicion severa sobre su crecimiento celular y produccion de lipidos (Figura 7).
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Figura 7. Produccion de lipidos de B. braunii con diferentes concentraciones de CO>

Contenido total de proteinas en la solucion del cultivo de B. braunii. En el caso de la produccion
total de proteina generada por esta especie, su concentracion mejoré cuando esta microalga fue
alimentada con 0.03% de COz. El contenido de proteina en la biomasa de B. braunii al dia 15 de
incubacion fue de 84, 60 y 69 mg/L a una concentracion de alimento de 0.03, 10 y 20% de CO,,
respectivamente. En esta investigacion se demostré que la biomasa obtenida al ser cultivada con
0.03% de CO> contiene mayor concentracion de proteinas, ademas en esta misma concentracion
de CO» se obtuvo un mayor crecimiento celular y produccion de lipidos y carbohidratos, por lo que
se tiene una relacion directa del crecimiento celular y la produccion de micronutrientes en la
biomasa.

Estos resultados en cuanto a produccion de proteina con una baja concentracion de CO; se asemejan
a los que obtuvieron Dayananda et al. (2007). En su investigacion, se cultivo Botryococcus braunii
con una agitacion continua y una concentracion de 0.03% CO; obteniendo en sus diferentes
unidades experimentales de 60 a 160 mg/L de proteina en la biomasa generada. Esto demostrd que,
con una concentracion de 0.03% de CO-, se obtiene una mejora en el contenido de proteina en el
dia 15. Esta produccion se dio debido a las condiciones del medio de cultivo, la fisiologia de la
microalga, la resistencia a condiciones de estrés, la iluminacion continua, pero particularmente
porque esta cepa tiene una mejor tasa de crecimiento con el aire presente en el ambiente. En la
figura 8, se puede observar la produccion de proteinas de la microalga Botryococcus braunii
obtenida en este experimento, con los diferentes suministros de CO».
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Figura 8. Produccion de proteinas de B. braunii con diferentes concentraciones de CO»

Con los datos obtenidos, se puede identificar que existe una relacion directa entre el crecimiento
celular y la produccion de proteinas, debido a que ambas fueron mayores con el suministro de
0.03% CO». Sin embargo, estas, no se encuentran relacionadas con la remocion de CO», debido a
que obtuvo una mayor remocion con el suministro de 20% COz. Esto se debe a que un mayor
suministro de CO> inhibe el crecimiento de esta cepa, afectando en su produccion. Se obtuvo una
mayor remocion en el dia 5 con el suministro de 20%, porque este, en un inicio se encontraba
disponible para las microalgas, y después ocurrié una sobre dosificacion que afectd en la remocion,
crecimiento y produccion de proteinas.

Carbohidratos totales en la solucion del cultivo de Scenedesmus sp. En cuanto al contenido de
carbohidratos por parte de los cultivos de esta especie se obtuvo una mayor produccion de estos
con 20% CO; por lo que se encuentra directamente relacionado con el crecimiento celular. El
contenido total de carbohidratos de Scenedesmus fue de 220, 259 y 444 mg/L para la concentracion
de 0.03, 10 y 20% CO2 respectivamente. Esto se debe a que el incremento del CO», estimula el
crecimiento celular, y la produccion de carbohidratos para esta especie debido a que esta cepa tiene
un gran potencial de adaptabilidad y crecimiento bajo estas condiciones. A continuacion, en la
figura 9, se puede observar la produccion de carbohidratos de la microalga Scenedesmus sp
obtenida en este experimento, con los diferentes suministros de CO».
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Figura 9. Produccion de carbohidratos de Scenedesmus sp. con diferentes concentraciones de CO»

A partir de los resultados obtenidos, se identificd que ambas microalgas poseen gran potencial para
la produccion de carbohidratos, siempre y cuando se mantengan bajo las condiciones de luz (80
umol fotones) en el caso de ambas microalgas. También se debe tener un suministro de 200 ml/min,
en el caso de Scenedesmus sp con 20% CO», y para el caso de Botryococcus braunii con el mismo
suministro, pero con el aire presente en el ambiente (0.03%).

Contenido total de lipidos en la solucion del cultivo de Scenedesmus sp. En cuanto al contenido
de lipidos, los cultivos de esta especie, se obtuvo una concentracion de lipidos baja en el triplicado
donde se suministr6 CO2 al 10% (22.43 - 90.85 mg/L). Ademads, la concentracion méaxima de
lipidos se obtuvo en los experimentos con 20% de COz, alcanzando una concentracion maxima de
350.55 mg/L al dia 15, lo que indica que la produccion de lipidos se encuentra relacionada
directamente con el crecimiento celular y la produccion de carbohidratos con el mismo suministro

de CO:o.

En un estudio realizado por Tang et al. (2011), obtuvieron que la mayor produccion de lipidos por
la microalga Scenedesmus obliquus, bajo seis concentraciones de CO», ocurrié con 50% de CO»,
obteniendo 24.4 mg/L. Esto a diferencia de las demas concentraciones, que generaron 15.15 mg/L
con 0.03% de CO., 16.45 mg/L con 5% de CO2, 19.25 mg/L con 10% de CO>, 19.85 mg/L con
20% de CO2, 19.90 mg/L con 30% de COz, y, finalmente con la mayor produccion de 24.4 mg/L,
con 50% de CO,. Esto demuestra que el crecimiento celular, y la produccion de lipidos, se
encuentran directamente relacionados, ademas de que Scenedesmus presenta un mayor crecimiento
con el suministro de 20% CO».

De manera similar a B. braunii, la produccion de lipidos en Scenedesmus sp. se ve afectada por la
concentracion de nitrogeno en el medio, es decir, los medios de cultivo con falta de nitrégeno
mejoran la produccion de lipidos (Ho, Chen y Chang, 2012). Por ello mientras en el medio de
cultivo exista un suministro de nitrégeno disponible para las microalgas, el suministro de CO2 no
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se vera afectado en su produccion. Scenedesmus sp. presento diferentes valores en la produccion
de lipidos, dependiendo de las concentraciones de CO» que se le fue suministrado (Figura 10).
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Figura 10. Produccion de lipidos de Scenedesmus sp. con diferentes concentraciones de CO>

Tanto Botryococcus braunii como Scenedesmus sp han reportado un excelente potencial para la
produccion de lipidos, con la diferencia de que la primera tiene una produccion mas alta con el CO»
presente en el ambiente (0.03%) y la segunda presenta una mayor produccion con el suministro de
20% COaz. La produccion de lipidos para ambas especies se encuentra directamente relacionada
con el crecimiento celular, por lo que, a mayor crecimiento, mayor produccion de lipidos se
obtendra. Por otra parte, esta variable no se encuentra relacionada con su potencial de remocion de
COz, debido a las caracteristicas de la especie.

Contenido total de proteinas en la soluciéon del cultivo de Scenedesmus sp. En el caso del total
de proteinas por parte de esta especie. se demuestra un mejor rendimiento y produccion con 20%
COsz. El contenido de proteinas en la en el dia 15 fue de 84, 150 y 259 mg/L a una concentracion
de suministro de 0.03, 10 y 20% de CO», respectivamente. Estos datos de mayor produccion de
proteinas entre los dias 10 y 19 son similares a los obtenidos por Kim, Choi, W. Lee y Lee. (2013)
donde demostraron que se obtiene una mayor produccion total de proteinas entre los dias 10 y 19
de incubacion, alcanzando entre 221.4 a 254.2 mg/L de proteina, respectivamente.

Este aumento en la produccién de proteina se encuentra directamente relacionado con el
crecimiento celular, produccion de lipidos y carbohidratos, debido a que la fuente de carbono tanto
para el crecimiento y produccion es proporcionado a través del COz que se encuentra disuelto en
el cultivo. En comparacion con este estudio, los resultados obtenidos son mdas bajos en la
produccion total de proteina, sin embargo, lo anterior puede deberse a que la tasa de entrada de
CO; utilizada en este estudio fue de 10 a 20 veces mayor. Por ello, estos resultados indican que
Scenedesmus aun siendo una cepa que tolera el CO», puede verse afectada en cuanto a produccion
con desmesuradas concentraciones de CO». En la figura 11 se puede observar la produccion de
proteinas de la microalga Scenedesmus sp obtenida en este experimento, con los diferentes
suministros de COx.
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Figura 11. Produccion de proteinas de Scenedesmus sp. con diferentes concentraciones de CO»

Con los datos obtenidos se confirmé que la produccion de proteinas depende de la cepa de
microalga, su fisiologia y las condiciones del medio de cultivo. Por los datos obtenidos, la
microalga Scenedesmus sp es la mejor alternativa para la produccion de proteina cultivada con un
suministro de 10 y 20% CO,. Se puede identificar que existe una relacion directa entre el
crecimiento celular y la produccion de proteinas, lipidos y carbohidratos debido a que se obtuvieron
mayores producciones de macronutrientes y crecimiento celular con el suministro de 20% CO2, sin
embargo, estas, no se encuentran relacionadas con la remocion de CO,. Debido a una dosificacion
en exceso, el CO, no fue aprovechado por la microalga resultando en una baja remocion al
compararlo con el suministro de 10% COs,.

Para ambas cepas, la curva de crecimiento celular, produccion de lipidos, proteinas y carbohidratos,
se encuentran directamente relacionadas, debido a que las muestras fueron analizadas en solucion,
estos valores pueden ser diferentes, cuando los resultados se vean asociados con la biomasa seca.
Por otra parte, no se encontro relacion entre remocion de CO» y el crecimiento celular o produccion
de biomasa, debido principalmente a que el suministro de CO; fue muy alto y este no pudo ser
asimilada por ambas microalgas, dando como resultado una sobresaturacion.
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4. CONCLUSIONES

La influencia en el incremento de la concentracion de CO; inyectado se encuentra asociado a
la especie de microalga utilizada, obteniendo una tasa de crecimiento de Scenedesmus sp de
0.19 mg/L/dia con el suministro de 20% CO2, y una tasa de crecimiento de Botryococcus
braunii de 0.12 mg/L/dia con el suministro de 0.03% de CO..

Ambas cepas poseen una relacion directa entre el crecimiento celular y la produccion de
componentes como lipidos, proteinas y carbohidratos, pero su desempefio varia en funcion de
la concentracion de CO> suministrada. En el caso de Botryococcus braunii se obtuvo una
mayor produccién de componentes y crecimiento celular con el suministro de 0.03% de CO>
y Scenedesmus con el suministro de 20% CO».

En este experimento no se encontrd una relacion directa entre el crecimiento celular y la
remocion de CO> debido a que Botryococcus braunii obtuvo un mayor crecimiento con el
suministro de 0.03% CO: y una mayor remocioén con el suministro de 20%. Por otra parte,
Scenedesmus sp. obtuvo un mayor crecimiento con el suministro de 20% CO2 y una mayor
remocion con el suministro de 10% COa.
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5. RECOMENDACIONES

Prolongar el experimento mas de 15 dias, para obtener datos mas exactos acerca de la
produccion de proteinas, lipidos y carbohidratos de las diferentes cepas con las dos diferentes
concentraciones de CO2 (10 y 20%).

Hacer el uso de las microalgas Scenedesmus sp. y Botryococcus braunii para la captura de CO»,
debido a que se adaptan a concentraciones muy diferentes y se les puede dar un uso adecuado
bajo las distintas condiciones y concentraciones de CO».

Replicar este tipo de estudios comparando més de dos microalgas con diferentes suministros de
COg, para determinar la capacidad de biocaptura y la productividad de proteinas, lipidos y
carbohidratos, con el fin de encontrar la mejor y asi afrontar problemas ambientales con respecto
a las emisiones de COx.

Realizar andlisis mas especificos que podrian explicar a mas profundidad el proceso de

remocion de CO> de las microalgas en sus diferentes etapas de crecimiento y explicar los
comportamientos bioldgicos de la relacion crecimiento y remocion de COo.

Realizar investigaciones adicionales que respalden el uso de las microalgas Botryococcus
braunii y Scenedesmus sp. para contrarrestar las emisiones de concentraciones altas de COsx.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Botryococcus braunii vista al microscopio a 100x

Anexo 2. Scenedesmus sp. vista al microscopio a 100x
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Anexo 3. Medio de crecimiento BG11

Componente Cantidad
NaNOs3 1.5 g/L
KoHPO4 40 mg/L
CaCl2 * 2 HO 36 mg/L
MgSO4 * 7 H20 75 mg/L
Acido Citrico 6 mg/L
CeHsFeNO7 6 mg/L
Na; EDTA - 2 H,O 1 mg/L
NaxCOs 20 mg/L
H3BO; 2.86 mg/L
MnCl; « 4 HO 1.81 mg/L
ZnS0O4 * 7 H20 0.22 mg/L
Na;MoOyq » 2H,0 0.39 mg/L
CuSOg4 + 5 H2O 0.079 mg/L
Co(NO3)2 * 6 H20O 0.04 mg/L

Fuente: UTEX, Austin, TX, USA, 2020

29





