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Resumen

Debido al incremento en el  precio en los combustibles y
demanda energética. La produccion de biodiesel, a través de
microalgas es una alternativa viable debido a que estas posen un
alto indice de crecimiento, lipidos, proteinas y carbohidratos, en
un periodo de tiempo corto. Son capases de digerir CO2 y liberar
oxigeno Oz a la atmosfera. El presente trabajo tiene como
objetivo evaluar el crecimiento de las especies Scenedesmus Sp
y Berrocodesmus Sp, a través de la densidad Optica por
espectrofotometria y peso seco. Las cepas se mantuvieron en
Medio Basal Bold (MBB), en un fotoperiodo 12:12 (luz:
obscuridad) a 2500 luxes, temperatura ambiente y pH de 7.5. El
crecimiento reportado a partir del conteo en camara Neubauer en
Scenedesmus Sp con adicion de CO:z proveniente de la
fermentacion fue de 10.00x1076 cel. /mL, mientras que el MBB
con adicion de COz del medio ambiente fue 6.15 x1076 cel. /mL.
Se comparara el crecimiento de biomasa de las cepas a través
de la densidad éptica por espectrofotometria y peso seco

Objetivo: Comparar los pardmetros de crecimiento de
Scenedesmus Sp. y Berrocodesmus Sp., por el método de conteo
en camara Neubauer y densidad optica y recuperacion de
biomasa (peso seco).

Metodologia

— Adaptacion y crecimiento de las cepas Scenedesmus Sp y
Berrocodesmus Sp.

— Comparar el crecimiento Scenedesmus Sp y Berrocodesmus
Sp.

— Evaluar la biomasa recuperada por centrifugacion y secado
en horno.

Microalgas, Biocombustibles, CO2

Abstract

Due to the increasing price on fuels and energy demand.
Biodiesel production through microalgae is a viable alternative
because their high growth rate and lipids, proteins and
carbohydrates production, in a short time. Microalgae are
capable of digesting CO2z and releasing oxygen O: into the
atmosphere. The objective of this work was to evaluate the
growth of the species Scenedesmus Sp and Berrocodesmus Sp,
through the optical density by spectrophotometry and dry weight.
Strains were maintained in Bold Basal Medium (MBB), in a
12:12 photoperiod (light: dark) at 2500 lux, room temperature
and pH 7.5. The growth reported in the Neubauer chamber in
Scenedesmus Sp with addition of CO2 from the fermentation was
10.00 x10 ~ 6 cell. / mL, while MBB with addition of CO2 from
the environment was 6.15 x10 ~ 6 cell. / mL The growth of the
biomass of the strains is compared through the optical density by
spectrophotometry and dry weight

Objective: To compare growth parameters Scenedesmus Sp. y
Berrocodesmus Sp., by the method of counting in Neubauer
chamber and optical density biomass of recuperation (dry
weight).

Methodology

— Adaptation and growth of strains Scenedesmus Sp vy
Berrocodesmus Sp

— Compare the growth of Scenedesmus Sp. y Berrocodesmus
Sp.

— Evaluate the recuperation biomass by centrifugation and
oven drying.

Microalgae, Biofuels, CO2

Citacion: VENEGAS -SANCHEZ, Josué Addiel, IMENEZ-ISLAS, Donaji y HERNANDEZ-R0OJO, Abigail. Comparacion
de crecimiento de Scenedesmus Sp. y Berrocodesmus Sp. mediante la adicién de CO2 de la fermentacion alcohdlica. Revista

de Energia Quimica y Fisica. 2018. 5-14: 22-27.

* Correspondencia al Autor (Correo Electrénico: javenegas@iteshu.edu.mx)

tInvestigador contribuyendo como primer autor

© ECORFAN-Bolivia

www.ecorfan.org/bolivia


http://orcid.org/0000-0001-6220-6440

Articulo

23
Revista de Energia Quimica y Fisica

Introduccion

A partir del incremento, en el precio en los
combustibles y demanda energética, en los
ultimos afios se han desarrollado estudios en la
generacion de energia a partir de fuentes
renovables. Particularmente ha crecido el interés
en el estudio de biocombustibles atraves de los
cuales se podran reducir la dependencia de los
combustibles fosiles, ademés de reducir las
emisiones de gases efecto invernadero. Los
biocombustibles constituyen una alternativa
viable, reduciendo la generacion de CO; a la
atmosfera

En este escenario, se espera que los
biocombustibles liquidos, biodiesel y bioetanol
puedan sustituir al gasoleo y la gasolina
respectivamente, promuevan nuevas fuentes de
empleo en las zonas rurales, reduzcan las
emisiones de gases efecto invernadero y
aumenten la seguridad de abastecimiento
energético. El biodiesel es un combustible
sustituto del gasoleo o diesel de petréleo,
compuesto por una mezcla de ésteres alquilicos
de acidos grasos (FAME) de cadena larga (C14-
C22), obtenidos por transesterificacion de
aceites vegetales, grasas animales, aceites
usados o lipidos de microalgas (Arias et al.,
2013, Garibai & Velazquez, 2009).

Las microalgas constituyen un grupo muy
diverso de organismos unicelulares procariotas o
eucariotas fotosintético, es decir, al igual que las
plantas, convierten la energia solar en energia,
pero por lo general son mas eficientes debido a
su sencilla estructura celular y ademas porque
sus células crecen en ambientes acuosos (agua
dulce o salada), teniendo mas acceso al agua,
CO2 y otros nutrientes de facil disponibilidad
(Chisty, 2007).

Estas poseen una tasa alta de crecimiento
celular, ademas no requieren de grandes
extensiones de terreno para su crecimiento,
comparadas con las plantas oleaginosas. Las
microalgas son capaces de asimilar el CO>, lo
utilizan para realizar su
metabolismo, fijando en promedio el 40% del
carbono de la tierra.
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El proceso del crecimiento de la biomasa
microalgal requiere luz, CO., agua y nutrientes
inorganicos, estos pueden ser nitratos, fosfatos,
hierro y algunos elementos traza (Barajas et al.,
2012, Brennan & Owende, 2010, Gonzalez et al.,
2009).

Fotosintesis en algas

La fotosintesis es el proceso mas importante en
el metabolismo de las microalgas. Estas utilizan
la energia solar para metabolizar el dioxido de
carbono (CO2) a methanal (CH20) liberando
oxigeno molecular (O-). Las moléculas de CH20
constituyen los bloques responsables de la
formacion de moléculas de glucosa en las
microalgas. La Ecuacion 1 describe el proceso
universal de la fotosintesis.

CO, + H,0 + fotén —» C Hy0 + 0, 1)

En este proceso de fotosintesis el CO2 se
metaboliza a compuestos organicos como
azUcares utilizando la energia solar. La Ecuacion
2 representa este proceso de manera general.

6C0, + 6H,0 + foton - Cg HynC O + 60,  (2)

La luz es absorbida por la antena de
pigmentos del fotosistema (PS) I y Il. La energia
absorbida es transferida al centro de reaccion de
clorofilas: P680 en el fotosistema 1l y P700 en el
fotosistema I. La absorcion de un foton de luz
por el fotosistema Il remueve un electron del
P680.

Membrana
tilacoidal PS 1l

2H,0 0,44 » I

Fotolisis del agua W

_
Transporte de electrones

Figura 1 Diagrama esquematico de la fotosintesis
Fuente: Tomado de Martin 2010
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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 traves de la
plastoquinona al complejo citocromo b6/f (Pq y
Cit b/f en la Figura 1) 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 1) elevandolo a un alto potencial redox
que, después de pasar por la ferrodoxina (fd en
la Figura 1), es capaz de reducir el NADP* a
NADPH produciendo energia (Benavente et al.,
2012).

El presente trabajo tuvo como objetivo
comparar el crecimiento celular de Scenedesmus
Sp. y Berrocodesmus Sp microalgas, por el
método de conteo en cédmara Neubauer y
densidad dptica y recuperacién de biomasa (peso
seco). Las cuales crecieron de manera autotrofa
en medio Basal Bold mantenida con el CO2
proveniente de una fermentacion alcohdlica y el
CO2 presente en el ambiente.

Metodologia a desarrollar
Condiciones de cultivo en microalgas

La cepa Scenedesmus Sp. se obtuvo en medio
solido por medio del CINVESTAV, mientras
que Berrocodesmus Sp. fue proporcionada por el
centro de investigacion IER UNAM, por lo
tanto, se adaptaron las cepas en medio Basal
Bold (ver tabla 1). Posteriormente las
microalgas se  mantuvieron a temperatura
ambiente, en fotoperiodo 12:12 a 2500 luxes
medidos con un luxémetro (MAVOLUX 5032B
USB) y pH de 7.5. Se realizaron los
experimentos en matraces erlenmeyer con
capacidad de 1000 ml, se les adiciono CO:
obtenida la fermentacion alcohdlica y el CO2
presente en el ambiente de manera continua.

Reactivo | Stock Cantidad |
NaNQO3 10g/400ml H20 | 30ml/L
CaCl2-2 H.0 1g/400ml H.O 10ml/L

MgSQO4-7 H20 39/400ml H20 10ml/L
K2HPO4 3g/400ml H2O | 10ml/L
KH2PO4 79/400ml H.O | 10ml/L
NaCl 19/400ml H20 | 10ml/L
P-1V | Solucion de Metales | ver tabla 2 40 ml/L

Solucién Soliwater ver tabla 3 6 ml/L

Tabla 1 Medio de cultivo Basald Bold
Fuente: Barajas et al., 2012
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Reactivo Stock

Na,EDTA-2 H,0O | 0.75 g/L H,O
FeClz-6 H,O .097 g/L H,O
MnCl,-4 H,O .041 g/L H,O
ZnCl, .005 g/L H,O
CoClz-6 H,0O .002 g/L H,O
Na;Mo00,-2H,0 | .004 g/L H,O

Tabla 2 P-1V Solucién de Metales
Fuente. Barajas et al., 2012.

Reactivo | Stock
CaCOs3 1mg/200ml H,O

Tabla 3 Solucién Soliwater
Fuente: Barajas et al., 2012

Evaluacién del crecimiento

Se realizaron recuentos cada 48 horas en
camara Neubauer (.1mm Tiefe Depth
Profondeup), por triplicado obteniendo cinéticas
de crecimiento. Para el calculo de crecimiento se
empled la ecuacion (Aguilar et al., 2007).

Nb= (Z Cel.Cb)
4

« 10000 ?3)

Donde:

Nb= Numero de células por mL (cel/mL).X Cel.
Cb= Suma de células en 4 cuadrantes externos
de la cdmara Neubauer.

Densidad Optica

La concentracion celular se estimo a partir de la
densidad optica del cultivo, realizando
mediciones cada 48 horas a través de un
espectrofotémetro, por triplicado conteniendo la
curva de crecimiento graficando los valores de
densidad optica vs el tiempo.

Se tomaron muestras del cultivo por
triplicado y midid la absorbancia a 647 nm, con
el fin de determinar el comportamiento del
crecimiento (Sharif et al., 2008, Hernandez et al.,
2011, Vaccaet al., 2017).

Recuperacion de biomasa

La biomasa microalga (peso seco) se obtuvo a
través de centrifugacion a 4000 rpm., durante 10
min.  (Centrifugadora UNICO  C8704x)
separando el sobrenadante de las microalgas en
caja Petri, previamente pesada, se termin0 su
proceso de secado en un horno a 40°C durante
24 horas.
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Resultados

En el Gréfico 1 se observa el crecimiento de
Scenedesmus Sp. llegando a su fase exponencial
en el dia 6. En particular el experimento con
medio BB, con adicién de CO> proveniente de la
fermentacidén, obtuvo mayor concentracion
celular presentando 10.0x10° cel. /mL, mientras
que el medio BB con adicion de COz del medio
ambiente solo presenta 6.15x10° cel./mL, al
suministrar mayores concentraciones CO. su
metabolismo aumenta, haciendo que el proceso
de reproduccién sea mayor.

Estos resultados son similares con los
obtenidos por Fan et al., 2011 donde al perturbar
las condiciones del cultivo como: pH,
temperatura, medio de cultivo, trae consigo
cambios en las fases de adaptacion y crecimiento
exponencial.

12

10

Concentracién (cel/mL 106)
(2]

0 2 Tiemp#é (dias) 6 8

Gréafico 1 Crecimiento celular de la microalga
Scenedesmus Sp en medio BB. ¢ Con adicién de CO2, o
Sin adicion de CO»

Fuente: Elaboracion Propia

En el Grafico 2 se muestra el crecimiento
de la microalga Berrocodesmus Sp., obteniendo
su fase exponencial en el dia 6 en especifico se
obtuvieron mejores resultados el experimento
con medio BB, con adicion de CO> proveniente
de la fermentacion alcohdlica obteniendo
13.95 x10° cel. /mL, mientras que el medio BB
con adicion de CO2 del medio ambiente solo
presenta 10.35 x108 cel. /mL.
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Grafico 2 Crecimiento celular de la microalga
Berrocodesmus Sp en medio BB. ¢ Con adicion de COz, O
Sin adicién de CO;

Fuente: Elaboracion Propia

En el grafico 3 se realizd una curva de
calibracion en donde re realizaron medidas entre
664, 647, 630 nm alcanzando su méaxima
absorcion a los 647 nm, se tomé este valor para
medir la absorbancia. Se muestra la absorbancia
registrada de la cepa Scenedesmus Sp., donde los
mayores registros corresponden al experimento
de MBB, con adicion de CO proveniente de la
fermentacion alcoholica, registrando 0.263 de
absorbancia maxima a una longitud de onda de
647 nm.

0.3
0.25

0.2

0.15

Absorbancia

0.1

0.05

0 2 4 6 8
Tiempo (dias)

Gréfico 3 Curva de crecimiento celular de la microalga
Scenedesmus Sp en medio BB. ¢ Con adicion de CO2, o
Sin adicién de CO;

Fuente: Elaboracion Propia

En el grafico 4 se muestra la absorbancia
registrada de la cepa Berrocodesmus Sp., donde
el mayor registro corresponde al experimento de
MBB, con adicion de CO2 proveniente de la
fermentacién alcohdlica, registrando 0.295
absorbancia maxima a una longitud de onda de
647 nm.
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Grafico 4 Curva de crecimiento celular de la microalga
Berrocodesmus Sp en medio BB. ¢ Con adicion de CO2,
o Sin adicion de CO2

Fuente: Elaboracion Propia

En el grafico 5 se puede observar la
concentracion de peso seco de la microalga
Scenedesmus ~ Sp., mostrando  mayores
concentraciones en el MBB, con adicion de CO>
proveniente de la fermentacién alcoholica 0.88
g/L, incremento en el crecimiento celular, al
aumentar la adicion de CO2 y se obtuvo una
mayor cantidad de biomasa comparada con la
adicion de COz del medio ambiente. Por otro
lado, en el MBB con adicién de CO2 del medio
ambiente se obtuvo 0.60 g/L

1
0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

0
0 2

Peso seco g/L

Tiempé (dias)

Grafico 5 Peso seco de la microalga Scenedesmus Sp en
medio BB. ¢ Con adicion de CO2 y N, o Sin adiciéon de
CO;yconN

Fuente: Elaboracion Propia

En el grafico 6 se observa la
concentracion peso seco de la microalga
Berrocodesmus  Sp., mostrando mayores
concentraciones en el MBB, con adicion de CO;
proveniente de la fermentacion alcohdlica. En
el MBB, con adicion de CO; se obtuvo 0.66 g/L
de biomasa microalgal por otro lado en el MBB
con adicion de CO2del medio ambiente 0.56 g/L.
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Graéfico 6 Peso seco de la microalga Berrocodesmus Sp en
medio BB. ¢ Con adicién de CO2 y N, o Sin adicion de
CO2yconN

Fuente: Elaboracion Propia
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Conclusiones

Cuando se alteran las condiciones del cultivo
como: pH, temperatura, medio de cultivo, trae
consigo cambios en las fases de adaptacion y
crecimiento exponencial. De acuerdo a los
experimentos realizados al suministrar carbono
proveniente de la fermentacion alcohdlica (CO2)
aumenta el crecimiento de las microalgas
comparado con el CO2 que logran captar del
medio ambiente

En los experimentos se reportd un mayor
crecimiento  celular 'y absorbancia en
Berrocodesmus Sp con 13.50x1076 cel. /mL y
una absorbancia de 0.295 mientras que en
Scenedesmus Sp se reportd 10.00x10”76 cel. /mL.
Y una absorbancia de 0.263 llegando a su fase
exponencial en el dia 6

Al evaluar el peso seco se  mostré una
mayor concentracion en Berrocodesmus Sp 0.88
g/L que en Scenedesmus Sp 0.66 g/L, ambas
cepas obtuvieron una mayor recuperacion de
biomasa microalgal en el MBB, con adicién de
CO; proveniente de la fermentacion alcoholica,
al incrementar la fuente de carbono se obtiene
una mayor cantidad de biomasa
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