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RESUMEN

Se hace una revision de la situacién de los biocombustibles en el mundo, principalmente del biodiesel. Se comparan las
diferentes materias primas para la sintesis de biodiesel y se enfatiza en la produccion de éste a partir de microalgas. Se
comparan las diferentes microalgas de agua dulce y salada en cuanto a su contenido lipidico y productividad. Se revisa el
proceso de biosintesis de los lipidos y como se puede mejorar su produccion de lipidos en estas. Se discute la
importancia de manipular genéticamente a Botryrococuus braunni, Nannochloropsis sp, Noechlorisoleobundans y
Nitschia sp. También se hace un estudio de las ventajas y desventajas de los diferentes sistemas de cultivo de microalgas.
Finalmente se presenta una perspectiva de los biocombustibles a partir de las microalgas. Entre los principales retos a
vencer para producir biodiesel estan: El costo de produccion de biomasa, que involucra la optimizacion de medios,
seleccién y manipulacién de cepas y el disefio de fotobioreactores. También se debe considerar el proceso de separacion
de biomasa, la extraccion de aceites y subproductos, la optimizacion del proceso de transesterificacion, purificacion y uso
de subproductos.

Palabras clave: Biodiesel, bioetanol, fotobiorreactores, algas, cianobacterias, sustentabilidad, ecologia industrial.

SUMMARY

A review of the situation of bio-fuels in the world, mainly of biodiesel is made. A comparison among the different raw
materials for the synthesis of biodiesel is done and it is emphasized in the production of biodiesel from microalgae. The
different fresh and salt water micro-algae in its lipid content and productivity are compared. A review of the process of
biosynthesis of lipids in microalgae and how to improve the production of lipids in microalgae is shown. It is discussed
the importance of the genetic manipulation to highly lipid-producing microalgae (example: Botryrococuus braunni,
Nannochloropsis sp, Noechlorisoleobundans and Nitschia sp.). A study of the advantages and disadvantages of the
different systems of cultivation of microalgae is also made. Finally, it is shown a perspective of biofuels from microalgae.
Among the main challenges to overcome to produce biodiesel from microalgae are: the cost of production of biomass,
which involves the optimization of media, selection and manipulation of strains and photobioreactors design. The process
of separation of biomass, the extraction of oils and by-products, the optimization of the process of transesterification,
purification and use of by-products must also be considered.

Key words: Biodiesel, bioethanol, photobioreactors, algae, cyanobacteria, sustainability, industrial ecology.

INTRODUCCION

Existen dos grandes problemas que enfrenta el mundo en el &rea energética: la disminucion de las
reservas petroleras y la contaminacion causada por la quema de los combustibles fosiles. A partir
de la revolucion industrial (siglo XVIII y XIX) se comenz6 a observar la presencia de gases
emitidos durante los procesos productivos, y solo hasta el siglo XX, los cientificos y los politicos
comenzaron a tomar en consideracion las alteraciones generadas a los ecosistemas y a la poblacion
humana.

Durante muchas décadas los combustibles fosiles han sido la principal fuente energética y también
el principal motor de la economia mundial, sin embargo, no se han descubierto nuevos yacimientos
petroleros de gran importancia o impacto en la produccién mundial, la Agencia Internacional de la
Energia (AIE) sefiala la necesidad de desarrollar tecnologia que sustituya el uso de petréleo, ya que
para el 2020 pronostica la disminucién de la produccion del petréleo convencional. Uno de los
retos mas importantes que enfrentara la sociedad en las préximas décadas sera cubrir la creciente
demanda de energia de forma segura y sustentable. La demanda de energia crecera potencialmente
en los proximos afios, para el afio 2004 el consumo mundial de energéticos fue de alrededor de
13,000 Mtoe (millones de toneladas de equivalente de petrdleo) y se estima que para el afio 2030 el
consumo se eleve hasta los 18,000 Mtoe (Boyle, 2004).
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Produccion de biocombustibles a partir de microalgas

La energia primaria proviene aproximadamente en 80% de petrdleo, carbon y gas natural y aun
para el afio 2030 las fuentes renovables seguiran representando una pequefia fraccion de la energia
global (AIE, 2006). En los proximos cuarenta afios sera mas dificil producir petréleo, esto es
debido a que actualmente se extraen crudos cada vez méas pesados los cuales son mas dificiles de
refinar, afectando directamente al costo de produccion de combustibles, asi como el hecho de que
la politica, la economia y la tecnologia definen en el mercado el precio del petréleo.

La crisis del petroleo de 1970 provoco gran interés a nivel mundial en el desarrollo de
biocombustibles como fuente alterna al uso de combustibles derivados de petréleo (Timilsina y
Shrestha., 2011). En 2008 los combustibles fosiles se establecieron como fuente primaria de
energia (Balat y Balat., 2010). Actualmente, el sector de transporte es completamente dependiente
de combustibles derivados de petréleo, su demanda aumenta anualmente en promedio 1.4%. De
continuar la extraccion al ritmo actual, las reservas de petréleo se agotaran para mediados del
presente siglo (Departamento de Energia de los Estados Unidos: International Energy Outlook,
2011). Esto representa serios problemas de seguridad energética y el aumento en la emision de
gases de efecto invernadero (GEI) (Mata et al., 2010). Aunado a eso, el uso de combustibles fésiles
no es sustentable debido a la acumulacion de GEI en la atmosfera (Balat, 2011). Esta situacion
demanda la necesidad del desarrollo de tecnologias sustentables, renovables y que permitan cubrir
la demanda energética de las actividades antropogénicas (Balat y Balat., 2010).

Las energias renovables se definen segin la Comision Nacional para el Ahorro de Energia
(CONAE) como formas de energia que tienen una fuente practicamente inagotable con respecto al
tiempo de vida de un ser humano en el planeta, y cuyo aprovechamiento es técnicamente viable.
Dentro de estos tipos de energia se encuentran: la solar, la edlica (viento), la hidraulica, la biomasa
(materia organica), la geotérmica (calor de las capas internas de la tierra) y la energia oceénica,
principalmente. La biomasa, es el término genérico que se refiere al conjunto de la materia
biolégicamente renovable (&rboles, cultivos), de la que se puede obtener biocombustibles como el
biodiesel, obtenido de aceites de plantas o algas, y el bioetanol. Actualmente hay un gran interés
por la produccion de grandes cantidades de este como alternativa a los combustibles fosiles en todo
el mundo.

Una alternativa es el uso de biocombustibles, definidos como combustibles liquidos o gaseosos
potencialmente renovables, que pueden utilizarse para la generacion de electricidad, calor y
energéticos (Balat et al., 2007). Los biocombustibles como: bioetanol, butanol, biodiesel,
hidrégeno y metano, son sintetizados a partir de fuentes bioldgicas (Stephanopoulos et al., 2008).

Particularmente, el biodiesel es una interesante alternativa para cubrir parte de la demanda
energética de combustibles derivados de petrdleo destinados al transporte (Chisti, 2011). El
biodiesel es un biocombustible producido principalmente de aceites de plantas oleaginosas, cuya
disponibilidad es incapaz de remplazar el mercado de diesel (Timilsina y Mevel., 2010); ademas de
no ser sustentable por competir por alimento humano y suelos cultivables (Amaro et al., 2011;
Demirbas y Demirbas, 2010).

El uso de microalgas para la produccion de biodiesel ha surgido como una opcidn promisoria,
debido a que presentan mayor eficiencia fotosintética, son mas eficaces en la asimilacion de CO, y
otros nutrientes con respecto a las plantas, acumulan entre 20 y 80% de triglicéridos (Chisti, 2011),
no requieren tierras cultivables, demandan menor consumo de agua renovable y pueden cultivarse
en agua salobre (Amaro et al., 2011;Chisti, 2007; Demirbas, 2009). La composicién del medio de
cultivo y las condiciones de crecimiento de microalgas tienen un efecto importante en el
rendimiento de biomasa y en el contenido de lipidos (Sims y Christenson, 2011). Se ha demostrado
que la limitacion de nitrégeno y fosforo, incrementan el contenido lipidico en microalgas (Beer et
al., 2009; Scott et al., 2010).

Para su cultivo existen dos principales tipos de fotobiorreactores: sistemas cerrados y sistemas
abiertos tipo raceway (Sims y Christenson, 2011). Los sistemas abiertos presentan menor
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productividad comparados con los sistemas cerrados (Chisti, 2011). Sin embargo, su operacion,
limpieza, construccidn y escalabilidad son aspectos mas econdémicos a comparacion de los sistemas
cerrados (Ugwu et al., 2008); por lo que su desarrollo representaria una opcidn promisoria en la
optimizacién de costos de produccion para un bioproceso de biodiesel a nivel industrial.

México como Colombia y otros paises Latinoamericanos actualmente son exportadores de petroleo,
pero las reservas probadas y la calidad del petréleo estan disminuyendo. Actualmente es imperante
que se desarrollen planes para la implementacion y desarrollo de tecnologias para la obtencion de
energias renovables. Varias de estas tecnologias ya llevan un gran avance en el desarrollo
tecnoldgico (edlicas, solar, mareomotriz), asi como la obtencion de biocombustibles a partir de
cafia y granos. En el caso de los biocombustibles, se deben desarrollar tecnologias que sean
sustentables, es decir, que respondan a las necesidades y realidades de los paises Latinoamericanos.
Los biocombustibles a partir de algas son tecnologias que permitirdn dar respuesta a las
necesidades de combustibles liquidos de forma sustentable y contribuir a la seguridad energética
nacional.

Situacion de los biocombustibles en el mundo

El incremento del precio del petrdleo, la naturaleza finita de los combustibles fésiles y la
preocupacion con respecto al impacto ambiental, especialmente sobre la emision de gases de efecto
invernadero (GEI), han establecido la necesidad de buscar nuevas fuentes energéticas; asi como
desarrollar tecnologias alternas para motores de combustion (Balat, 2011). Debido a que
aproximadamente el 98% de las emisiones de carbono resultan de la combustion de energéticos
fosiles (Balat y Balat,. 2010).

A partir de la crisis de petréleo en la década de 1970, surgié gran interés en desarrollar
biocombustibles para el uso en medios de transporte en paises como: Brasil, Estados Unidos,
China, Kenya y Zimbawe (Timilsinay Shrestha., 2011).

En la actualidad el sector de transporte es casi totalmente dependiente de los combustibles
derivados de petrdleo, alcanzando el 73.3% del consumo global de petréleo. La mayoria de los
expertos coinciden en que de continuar la extraccion al ritmo actual, las reservas de petréleo se
agotaran para mediados del presente siglo (Balat y Balat., 2010; Departamento de Energia de los
Estados Unidos: International Energy Outlook, 2011).

A pesar de la existencia de tecnologias para captar energia solar, hidrica y eo6lica, el uso de
biocombustibles liquidos y gaseosos a partir de biomasa permitird cubrir gran parte de la demanda
energética requerida para el transporte (Balat, 2011; Chisti y Yan, 2011).

La creacion de biocombustibles liquidos a partir de biomasa ha sido un gran logro de la
biotecnologia, porque son una fuente renovable y abundante en lugares donde los combustibles
liquidos derivados de petréleo no estan disponibles (Stephanopulus et al., 2008). En afios recientes
se han estudiado los impactos econdmicos y ambientales de la produccién de biocombustibles
como etanol, metano, hidrdgeno, y biodiesel. Resaltando la importancia del estudio de la
produccién de biodiesel, debido a que es la Unica tecnologia capaz de sustituir el consumo de
combustibles derivados de petroleo (Chisti, 2011), principalmente aquellos destinados para el
sector de transporte. Ademas ofrece ventajas ambientales como la reduccion de emisiones de GEls
hasta el 70-90% con respecto al diesel convencional (Timilsina y Mevel, 2010).

Biodiesel

El biodiesel es un biocombustible liquido compuesto de alquil-ésteres de alcoholes de cadena corta
como etanol y metanol, con acidos grasos de cadena larga obtenidos a partir de biomasa renovable:
aceites vegetales, grasas animales y aceites de microalgas (Robles-Medina et al., 2009).

Se han hecho esfuerzos considerables para el desarrollo de derivados lipidicos (triglicéridos) que se
asemejen a las propiedades y comportamiento de energéticos a base de hidrocarburos fésiles (Balat,
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2011). Los principales problemas asociados a la bioconversién de triglicéridos en biodiesel son las
altas viscosidades, baja volatilidad y la poliinsaturacion (Demirbas, 2009).

Existen diversas metodologias para la produccion de biodiesel, cuatro de ellas han sido estudiadas
exhaustivamente: uso directo de aceites 0 mezclas de éstos con diesel fdsil, microemulsiones,
pirdlisis y transesterificacion (Balat y Balat., 2010; Garibay-Hernandez et al., 2009). De las cuatro
técnicas, la conversion quimica ¢ transesterificacion de aceites es la solucion més factible al
problema de altas viscosidades (Balat, 2011). La transesterificacion o alcohdlisis es la reaccion
reversible entre triglicéridos y un alcohol para producir alquil ésteres de acidos grasos (biodiesel) y
glicerol como subproducto (Fig. 1). La reaccion de transesterificacion se realiza mediante alcoholes
alifaticos monohidricos de cadena corta, principalmente: metanol, etanol, propanol y butanol
(Abdullah et al., 2007).

Es preferible el uso de etanol en la reaccion de transesterificacion, debido a que puede generarse de
productos agricolas, es renovable y ambientalmente mas amigable, sin embargo, el metanol es el

alcohol méas empleado por sus ventajas fisicas, quimicas y bajo costo (Balat y Balat., 2010).

(8] 0
Il Il
CH—~0—C—R, CH,~O—C—R,

h’ CH,—O—H CH,—O—H

CH,—O—C—R, | f CH7O-H  R,COOCH,
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CH,~0—C—R,+ 3CHOH — — &= CH7O-H ; R,COOCH,
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Triglicéridos Metanol Diglicéridos Mono glicéridos  Glicerol Metil ésteres

Figura 1. Reaccion general de transesterificacion (Abdullah et al., 2007).

El biodiesel tiene las principales ventajas de ser una fuente de energia potencialmente renovable y
biodegradable, durante su combustién produce menos emisiones nocivas de sulfuros, hidrocarburos
aromaticos y particulas de hollin (Balat y Balat., 2010), posee propiedades lubricantes que reducen
el desgaste de los motores, es un producto seguro para su transporte y manejo debido a su elevado
punto de inflamacién (150 °C) y baja volatilidad (Demirbas, 2009). Ademas, el biodiesel puede
utilizar la infraestructura actual de almacenamiento y de distribucion para el diesel de petroleo
(Robles-Medina et al., 2009).

Estados Unidos de Norteamérica es el pais con mayor produccion de biodiesel (4050 ML/afio)
seguido por Alemania (3446 ML/afio) y Francia (2301 ML/afio) (European Biodiesel Board, 2012;
NBB US National Biodiesel Board, 2012). Paises emergentes como Malasia, China, Brasil,
Colombia, Argentina e Indonesia, desarrollan tecnologias promisorias en la industria del biodiesel
(Li et al., 2008). Y se estima que la produccion mundial del biocombustible incrementara
considerablemente con un mercado de 168,206 millones de litros para el 2016 (Li y Liu., 2008;
Timilsina y Mevel, 2010).

A pesar de la tendencia de consumo y produccion de biodiesel, la realidad es que no sera un
producto econémicamente competitivo mientras no cuente con el subsidio del gobierno y cuando el
precio del crudo de petrdleo esté por encima de los USD$100 por barril (Chisti et al., 2011); hoy en
dia el costo por barril es de aproximadamente USD$106.45 (Departamento de Energia de los
Estados Unidos: WorldCrudeOilPrices, 2011). Sin embargo, mas de la mitad de los costos de
produccion son dependientes del precio de la materia prima, por ende, la reduccion de los costos
esta estrechamente ligada a la optimizacion en los precios de la fuente de produccion (Timilsina y
Mevel., 2010).
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Materia prima para la sintesis de biodiesel
Los principales sustratos empleados para producir biodiesel son aceites vegetales extraidos de
plantas oleaginosas, cuyo costo representa cerca del 70% del costo total de produccion (Behzadi y
Farid, 2007); lo cual indicaria que los aceites vegetales mas apropiados son aquellos de cultivos
con las mayores productividades por hectarea (Cuadro 1) o aceites de bajo costo como aceites de
cocina gastados (Robles-Medina et al., 2009).

La constitucion basica de los aceites vegetales es del 90-98% de triglicéridos y una pequefia
cantidad de mono y diglicéridos; los cuales contienen usualmente &cidos grasos libres, agua,
esteroles, fosfolipidos, odorantes y otras impurezas (Srivastava y Prasad, 2000).

Las ventajas que ofrecen los aceites vegetales como materia prima para biodiesel son su
portabilidad, disponibilidad inmediata, regeneracion, bajo contenido de sulfuros, alto contenido
caldrico (aproximadamente 88% del combustible D2) y biodegradabilidad (Balat et al., 2010). Las
principales desventajas son la alta viscosidad, baja volatilidad, la reactividad de las cadenas de
hidrocarburos insaturados y la competencia por suelos cultivables y alimento humano (Demirbas.,
2010).

Cuadrol. Comparacion de distintas fuentes de materia prima para la produccion de biodiesel.

Rendimiento Productividad Sup_erf|C|e
Organismo de aceite de Biodiesel igg:};?ligr;te

(L/ha) (L/ha/aio) (ha x 10%)
Palma ? 2400 5950 3.972
Jatropha® 1300 1892 12.490
Colza® 1100 1190 19.859
Girasol® 690 952 24.823
Soja* 400 446 52.986
Microalga” 18750 12000 1.969
Microalga® 58760 - -

& (Schenket al., 2008).
®Phaeodactylumtriconutum, 20% aceite (% peso) en biomasa a 5 g lipidos/m? dfa.
°30% aceite (% peso) en biomasa (Chisti, 2007).

Una alternativa al uso de aceites vegetales como fuente para la generacion de biodiesel es el aceite
gastado de cocina (AGC) como medida para reducir costos de produccion, el AGC seria una buena
opcidén como material crudo debido a que es 2-3 veces mas barato que el aceite vegetal virgen
(Srivastava y Prasad, 2000). La conversion de AGC en metil-ésteres mediante el proceso de
transesterificacion reduce la viscosidad a una séptima parte, reduce el peso molecular a una tercera
parte, incrementa ligeramente la volatilidad, y reduce el punto de fluencia considerablemente
(Demirbas, 2009). Sin embargo, la produccién de biodiesel a partir de AGC es un gran reto debido
a la presencia en gran cantidad de componentes indeseables como &cidos grasos libres y agua
(Balat y Balat., 2010), que disminuyen la eficiencia de bioconversion del biodiesel.

Otro grupo de fuentes potenciales para la produccién de biodiesel son las grasas de origen animal.
Las principales grasas animales empleadas son sebo, grasa blanca o manteca, grasa de pollo y grasa
amarilla (Balat y Balat, 2010). Estas grasas, comparadas con los cultivos de plantas, ofrecen una
gran ventaja econémica; ya que presentan una conversion favorable en biodiesel debido al alto
namero de cetano, nula corrosion y bajas concentraciones de acidos grasos libres y agua, (Robles-
Medina et al., 2009) pero existe una cantidad disponible muy limitada, lo que significa que esta
fuente nunca sera capaz de cubrir las necesidad energéticas del mundo (Sheedlo, 2008).
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A pesar de las ventajas con el medio ambiente que ofrece la produccion de biodiesel a base de
aceites de cultivos vegetales, su escalamiento a grandes cantidades tiende a no ser sustentable, ya
que cerca del 13.5% de los humanos en el mundo tienen desnutricién (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2011), lo que indica una alarmante
necesidad de granos y otros cultivos alimentarios basicos con potencial para la generacion de
biodiesel, ademéas de competir por tierras cultivables (Balat y Balat.,2010; Demirbas, 2009).

Ante esta problematica se ha enfatizado el interés por parte de investigadores, emprendedores y el
publico en general en el uso de microalgas como fuente para producir biocombustibles (Chisti,
2011; Scott et al., 2010), esto por su alto contenido lipidico en su estructura celular, ventajas
ambientales y su rapida generacion de biomasa a comparacion de las plantas (Chisti, 2007).

Produccion de biodiesel a partir de microalgas

Los cultivos de microalgas pueden realizarse en areas sumergidas, tierras infértiles e incluso con
agua de mar (Singh et al., 2011). Aunado a eso, el cultivo de biomasa algal aparte de proveer
materia prima de biocombustibles, tiene un impacto ambiental favorable al reducir la concentracion
de gases de efecto invernadero, debido a que utiliza grandes cantidades de CO, durante su cultivo
(Demirbas, 2010).

Microalgas

Existen tres principales clases de microorganismos que utilizan la energia de la luz: a) Las
cianobacterias, que presentan fotosintes isoxigénica, en la cual se produce O, y presentan
fotosistemas | y 11 y fijan el CO.., b) Eubacterias fotosintéticas, que realizan fotosintesis anaerobia,
no producen O, y solo presentan el fotosistema I. y ¢) Halobacterias, no presentan clorofila ni
transporte fotosintético de electrones. Poseen una bomba de protones dependiente de la luz, la cual
produce energia pero no poder reductor. Requiere de una fuente organica de carbono.

Las microalgas son organismos unicelulares microscopicos (2-200 wpm), polifiléticos, su
metabolismo puede ser autdtrofo o heterdtrofo y suelen ser eucariontes, aunque las cianobacterias
procariontes son frecuentemente incluidas como microalgas (Greenwell et al., 2009).

Diversas especies crecen con fuentes organicas de carbono y en ausencia de una fuente luminica,
estas condiciones son propias de cultivos heterétrofos (Huang et al., 2010). A pesar de que se han
reportado altas productividades de biomasa y contenido lipidico en la estructura celular, los
sistemas heterétrofos son susceptibles a contaminacion (Amaro et al.,, 2011), promueven la
insaturacion de los &cidos grasos sintetizados (Pérez-Garcia et al., 2011) y los costos de las fuentes
organicas de carbono tienden a complicar la factibilidad de escalamiento del proceso a nivel
industrial.

Por otro lado, existen microalgas con metabolismo autétrofo, las cuales requieren Unicamente
compuestos inorganicos como CO,, sales, agua y una fuente de energia luminica para su
crecimiento (Brennan y Owende, 2010).

La historia evolutiva de las microalgas se puede categorizar por la pigmentacion, ciclo de vida y
estructura celular (Brennan y Owende., 2010). Asi, las microalgas procariontes se clasifican en dos
divisiones: Cyanophyta y Prochlorophyta y las eucariontes en nueve: Glaucophyta, Rhodophyta,
Heterokontophyta, Haptophyta, Cryptophyta, Dinophyta, Euglenophyta, Chlorarachniophyta y
Chlorophyta (Mutanda et al., 2010).

Sin embargo, segun Khanet al., (2009) la clasificacion de microalgas se realiza en cuatro grupos
debido a su abundancia: diatomeas, algas verdes, algas verde-azules y algas doradas (Cuadro 2).
Esta diversidad muestra un gran potencial de explotacion de éstos microorganismos para la
produccion de productos de alto valor agregado y biocombustibles (Chisti, 2007).

Cuadro2. Grupos mas importantes de microalgas en términos de abundancia.
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Especies
Microalga conocidas Material almacenado Habitat
(aprox.)
Quirsolaminarin Océanos. aua
Diatomeas (Bacillariophycea) 100 000 (polimero de dulce s'alc?bre
carbohidratos) y TAGs y
Algas verdes (Chlorophyceae) 8 000 Almidén y TAGs Agua dulce
Algas verde-azules (Cyanophyceae) 2000 Almidény TAGs E{;;?{:gtes
Algas doradas (Chrisophyceae) 1000 TAGs y carbohidratos Agua dulce

TAGs = Triacilgliceroles. Fuente: (Khan et al., 2009).

Microalgas oleaginosas

Las microalgas contienen &cidos grasos como componentes de su membrana, productos de
almacenamiento, metabolitos y fuente de energia (Demirbas y Demirbas., 2010). Estos
microorganismos representan una opcion viable como materia prima para producir biodiesel
(Cuadro 1), debido a la mayor productividad de biomasa y mayor velocidad de replicacion con
respecto a plantas cultivables (Chisti, 2007), algunas especies pueden acumular entre 20-80% (peso
seco) de triglicéridos (Chisti, 2011), no requieren terrenos cultivables para el crecimiento celular y
no compiten por alimento humano (Amaro et al., 2011).

Para la produccion exitosa de biodiesel empleando microalgas como sistemas bioldgicos para la
acumulacion de biomasa y lipidos, el primer punto critico es buscar e identificar cepas hiper
productoras de lipidos (Mutanda et al., 2010). A pesar de que el intervalo de lipidos contenidos en
microalgas (Cuadro 3) oscila entre 1-75% (peso seco), algunas especies pueden alcanzar hasta el
90% (peso seco) bajo condiciones especificas de cultivo (Chisti, 2007; Yeesang y Cheirsilp., 2011).

Para elegir una cepa se debe considerar una estrategia de seleccion en base a diversos criterios que
sean practicos a los siguientes problemas: a)velocidad de crecimiento, cuantificado normalmente
por biomasa total acumulada por unidad de tiempo y unidad de volumen; b) cantidad y calidad
lipidica; c) respuesta a alteraciones del ambiente, se consideran variaciones de temperatura, entrada
de nutrientes y fuente luminica, asi como competencia con otras especies de microalgas o
bacterianas; d) velocidad de absorcién y afinidad por nutrientes, particularmente CO,, nitrégeno y
fosforo; e) cultivo de biomasa sencillo para su posterior procesamiento (Amaro et al., 2011; Singh
etal., 2011; Ugwu et al., 2008).

Biosintesis de lipidos en microalgas

Los efectos en los cultivos microalgales dependientes de la luz son de gran relevancia, ya que estan
relacionados directamente con el proceso de fotosintesis (Harwood y Guschina., 2006). En
microalgas verdes, la ruta metabdlica para la sintesis de &cidos grasos empieza por la union del
complejo luz-biomasa, el cual esta mediado por la clorofila 1l y carotenoides, los cuales capturan la
energia luminica en forma de fotones (Fig. 2). La energia es empleada por el fotosistema Il en la
oxidacion catalitica del agua, formando protones, electrones y O, molecular. Los electrones se
transportan mediante la cadena de transporte fotosintética para promover la produccion de NADPH
mediante la reduccion de ferredoxina. Dentro del lumen tilacoidal se genera un gradiente
electroquimico, debido a la liberacién de protones después de la oxidacion de agua; el cual se
emplea para la formacion de ATP mediante la via ATP sintasa. Los productos de la fotosintesis
NADPH y ATP son sustratos del ciclo de Calvin (Beer et al., 2009); donde la enzima Rubisco
cataliza la conversion de CO, vy ribulosa-5-fosfato en dos triosas, las cuales son convertidas
subsecuentemente en piruvato y acetil-CoA (Stephanopoulos et al., 2008).
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Cuadro3. Contenido lipidico y productividad de diferentes especies de microalgas.

Contenido L R
Cultivo Especie de microalga lipidico (Pnr]OdIl_J_(i\t:j\_lll;jad lipidica
(% peso seco) 9
Botryococcussp. 25.0-75.0 -
Chlorellaemersonni 25.0-63.0 10.3-50.0
Chlorellavulgaris 5.0-58.0 11.2-40.0
Agua Chlorellasp. 10.0-48.0 42.1
dulce Chlorococcumsp. 19.3 53.7
Scenedesmusobliquus 11.0-55.0 -
Scenedesmusquadricauda 19-184 35.1
Scenedesmussp. 19.6-21.1 40.8-53.9
Dunaliella salina 6.0 -25.0 116.0
Dunaliellasp. 17.5-67.0 335
Nannochlorissp. 20.0-56.0 60.9-76.5
Agua Nannochloropsisoculata 22.7-29.7 84.0-142.0
Marina Nannochloropsissp. 12.0-53.0 60.9-76.5
Neochlorisoleoabundans 29.0-65.0 90.0-134.0
Paviova salina 30.9 49.4
Spirulinaplatensis 4.0-16.6 -

Fuente: Mata et al. 2010.

Las moléculas de acetil-CoA son carboxiladas dentro del cloroplasto por acetil-CoAcarboxilasa
(ACC) para la sintesis de malonil-CoA (Huet al., 2008), molécula que es transferida a la proteina
acarreadora de grupos acil (ACP) del complejo multi-enzimético sintasa de acidos grasos (SAG);
donde la subunidad cetoacil-ACP sintasa (CAS) cataliza la condensacion de malonil-ACP mediante
tres reacciones ciclicas: reduccion, deshidratacion y reduccion; condensando el producto con otra
molécula de malonil-CoA(Harwood y Guschina., 2006). El ciclo se repite hasta formar cadenas
saturadas de acido palmitico (16:0) o estearico (18:0). La enzima ACP-sintasa abre la cadena acil y
libera el acido graso (Scott et al., 2010).
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Figura 1. Esquema de la biosintesis de lipidos en microalgas (Beeret al. 2009).
La formacién de triacilgliceroles se lleva a cabo en el reticulo endoplasmético, en drganelos

especializados llamados pléstidos, donde se producen lipidos neutros con la finalidad de almacenar
energia y liberar espacio dentro de la célula (Rajakumari et al., 2008).
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La primera reaccion para la sintesis de triacilgliceroles (TAG) es la condensacion (acilacion) de
glicerol-3-fosfato (G3P) con acil-CoA para formar lisofosfatido (LPA), el cual es catalizado por
acil-CoA: glicerol-sn-3-fosfato acil-transferasa (GPAT) y otra molécula de acil-CoA para producir
fosfatidato (PA) (Beer et al., 2009; Scott et al., 2010). Posteriormente, PA puede ser desfosforilado
por la enzima &cido fosfatidico fosfatasa (PAP) para formar diacilglicerol. Finalmente, la sintesis
de TAG es catalizada por acil-CoA: diacilglicerolacil-transferasa (DGAT), la cual incorpora un
tercer grupo acil-CoA a la molécula diacilglicerol, los TAGs resultantes son almacenados en
cuerpos de aceites (Murphy, 2001), los cuales son la materia prima para obtener biodiesel.

Mejoramiento de la produccion de lipidos en microalgas

La produccion de lipidos depende de la especie de microalga y de parametros ambientales tales
como la intensidad y el tipo de luz, la composicion del medio de cultivo, temperatura, pH y la
asociacion con otros microorganismos (Beer et al., 2009).

Los cultivos de microalgas presentan la ventaja de que el contenido lipidico puede ser controlado
en funcion de las condiciones de cultivo, principalmente mediante la limitacion de nutrientes
(Chisti, 2007). Numerosos estudios reportan que las algas verdes triplican su contenido lipidico
durante los primeros 4 a 9 dias de ausencia de nitrogeno en el medio, ésta condicién también
modifica el perfil lipidico, ya que se han documentado situaciones en las cuales esta insuficiencia
incrementa la proporcion de triglicéridos y reduce los lipidos polares (Hu et al., 2008).

El alto contenido de lipidos esta asociado a la sintesis de triacilgliceroles (TAG), lipidos con alto
porcentaje de &cidos grasos y ausencia de fosfato, que son ideales para la produccion de biodiesel
por su baja sensibilidad a la oxidacion (Pruvostet al., 2009). Hasta el momento la estrategia de
limitacién de macronutrientes ha sido el método mas empleado para direccionar el flujo metabdlico
de lipidos (Courchesne et al., 2009). Se han reportado estudios donde la deficiencia de nutrientes
como hierro y fésforo induce la produccion de lipidos y cesa el crecimiento celular; sin embargo la
limitacién de nitrogeno es el factor nutricional mas documentado debido a que no solo promueve la
produccion de lipidos en microalgas, sino también su acumulacion en cuerpos de aceites (Li et al.,
2008).

Se han estudiado diferentes especies de microalgas con elevado contenido lipidico, principalmente
con la capacidad de acumular TGA en su estructura celular. Entre las especies de mayor interés se
encuentra Neochloris olecabundans cuyo porcentaje lipidico alcanza hasta el 65% de peso seco y
tiene la capacidad de acumular TGA en condiciones de limitacion de nitrogeno, los grupos de
investigacion de Pruvost et al. (2009) y Li et al., (2008) observaron que la fuente de nitrdgeno mas
favorable para el crecimiento celular y produccion de lipidos en N. oleoabundans es nitrato de
sodio, mostrando mejores rendimientos que urea y bicarbonato de amonio; también observaron un
aumento en la concentracidn lipidica conforme disminuia la concentracion de nitrato de sodio en el
intervalo de concentracion 3-20 mM.

Sin embargo, una gran desventaja de la estrategia de flujo metabdlico inducido es que la limitacion
de nutrientes o el estrés fisiologico requerido para la acumulacion de lipidos en la célula esta
asociado con la reduccion del proceso de division celular y la baja velocidad de crecimiento
(Ratledge, 2002). Las productividades lipidicas elevadas y los altos contenidos de biomasa son
mutuamente excluyentes, es decir, la presencia de nitrégeno promueve altas velocidades de
crecimiento y un contenido lipidico bajo, mientras que la deficiencia de nitrogeno reduce la
velocidad de crecimiento y resulta en un contenido de lipidos elevado (Cheng et al., 2010). Y
debido a que los lipidos microalgales son productos intracelulares, la productividad lipidica global
es proporcional al contenido lipidico celular multiplicado por la productividad de biomasa,
obteniendo bajas cantidades de produccion lipidica debido a la baja produccion de biomasa
(Courchesne et al., 2009).

Por ello, se han considerado diferentes especies de Chorella y Scenedesmus como candidatos para
la produccion comercial de lipidos debido a su rapido crecimiento y facil cultivo (Pruvost et al.,
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2009). Se han reportado en C. emersonni, C. minutissima, C. vulgaris y C. pyrenoisa rendimientos
de 63%, 57%, 40% y 23% de peso seco de acumulacion lipidica en medio limitado de nitrogeno,
respectivamente (Chenget al., 2010). Mientras que S. rubescens, S. obliquus y S. dimorphus son
capaces de acumular altas concentraciones de biomasa en condiciones normales de cultivo e
incrementar la concentracién de acidos grasos de metil ésteres (AGME) en periodos cortos de
limitacion de nitrogeno, con productividades de hasta 0.133 g/L/d de AGME, considerandose cepas
potenciales para la produccion de biodiesel por el método de flujo metabdlico inducido (Liny Lin.,
2011).

Una estrategia sugerida es el cultivo por dos etapas, la primera etapa enfocada al crecimiento
celular empleando medio de cultivo con concentraciones suficientes de macronutrientes, y la
segunda etapa direccionada a la acumulacion de lipidos mediante el uso de otro medio de cultivo
con limitacion de nutrientes u otro estrés fisiolégico (Courchesne et al., 2009).

Modificacién genética

Recientemente se ha visto que diferentes tipos de microorganismos, incluyendo microalgas,
bacterias, levaduras y hongos pueden producir aceites (Li et al., 2008). Para el caso de los ultimos
tres, al ser heter6trofos, el costo de los medios de cultivo podria incrementarse haciendo que la
produccion de lipidos para producir biodiesel no resulte rentable. Las microalgas eucariotas tienen
la ventaja de que son fotosintéticas y por ello solo requieren de algunas sales, luz y CO, para
crecer. Sin embargo, se ha visto que la acumulacion de grandes cantidades de lipidos, en forma de
materiales de reserva, ocurre bajo condiciones de estrés, lo cual resulta en un crecimiento celular
lento. Las cianobacterias, representan una alternativa atractiva ya que ademas de hacer fotosintesis,
crecen rdpido y pueden acumular altos niveles de lipidos. En contraste con las microalgas
eucariotas, las cianobacterias acumulan lipidos en las membranas tilacoidales, las cuales estan
directamente asociadas con altos niveles de fotosintesis y una tasa alta de crecimiento. El alga
verde Chlamydomonoas reinhardti, que es uno de los organismos modelo en el estudio de la
sintesis de lipidos por algas verdes, tiene su genoma totalmente secuenciado y puede ser
transformado mediante diferentes métodos, entre ellos la biobalistica. Sin embargo, no se cuenta
con herramientas para la manipulacion genética de las algas eucari6ticas reportadas como
altamente productoras de lipidos como Botryococuus braunni (Brown et al., 1969; Banerjeeet al.,
2002; Metzger y Largeau, 2005), Nannochloropsis sp, Neochloris oleoabundands, Nitschia sp.
(Chisti, 2007). La manipulacion genética de las cianobacterias resulta mas facil ya que algunas
cianobacterias son naturalmente transformables mientras que otras han podido ser transformadas
por conjugacion o electroporacion. Existen vectores y herramientas de mutagénesis para numerosas
cianobacterias unicelulares y filamentosas, ademas de que numerosas cianobacterias tienen su
genoma secuenciado y anotado (Koksharova y Wolk, 2002). Synechocystisas la cianobacteria
modelo para la produccién de biodiesel, su genoma ha sido secuenciado y su manipulacion
genética es posible (Rittman, 2008), pero ha sido poco explotada.

Sistemas de cultivo

La biotecnologia de microorganismos fotosintéticos ha progresado a un ritmo relativamente lento,
no obstante a su utilidad como fuente de compuestos de alto valor agregado (Barbosa et al., 2003).
Un factor limitante en dicho progreso ha sido la poca eficiencia de técnicas de cultivo a gran escala.
Sus requerimientos han llevado a poner énfasis en el desarrollo de fotobiorreactores, en los que aln
existen muchos problemas de ingenieria que necesitan ser resueltos para poder desarrollar sistemas
eficientes, a gran escala y de bajo costo (Trediciy Materassi, 1992, Barbosa et al.,2003, Janssenet
al.,2003). Los sistemas de produccién de microorganismos fotosintéticos se dividen principalmente
en dos tipos: sistemas abiertos (lagunas de estabilizacion, contenedores.) y sistemas cerrados
(tanques tipo fermentador, fotobiorreactores tubulares y laminares). En los sistemas abiertos es
importante determinar el material de construcciédn, controlar la turbulencia, la direccion de flujo y
tener la mayor superficie de contacto posible con la luz solar, ya que el cultivo estd en contacto
directo con el ambiente; mientras que en los sistemas cerrados debe considerarse el disefio del
sistema, control de temperatura, tipo y duracion de iluminacién, asi como la carga inicial al
sistema.
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El disefio adecuado de fotobiorreactores es una de las herramientas mas importantes para el
desarrollo de tecnologia fototrofica. Algunas consideraciones en el disefio de fotobiorreactores son:
1) Eficiencia en el aprovechamiento de la energia luminosa, 2) Facilidad de escalamiento, 3)
Mezclado eficiente y 4) Control de reacciones laterales. Bajo estrés hidrodinamico en las células
fotosintéticas (Borowitzka, 1999; Lee y Lee., 2003; Pulz, 2001; Tredici, 1999).

Los fotobiorreactores se caracterizan por su facilidad de control sobre practicamente todas las
variables biotecnoldgicas de interés, ademas de presentar beneficios fundamentales como un bajo
riesgo de contaminacion, condiciones reproducibles de operacién, y flexibilidad en el disefio. Las
configuraciones mas empleadas de fotobiorreactores son: 1) Sistemas tubulares, 2) Sistemas tipo
flat-plate, y 3) Sistemas de células inmovilizadas ultradelgados (Pulz, 2001). Su aplicacién depende
del tipo de cultivo, disponibilidad de luz y objetivo final del sistema.

Las investigaciones sobre cultivos de micro-algas se ha centrado en algunos de los siguientes
puntos: 1)Seleccion de cultivos e ingenieria genética para incrementar la cantidad de lipidos en las
microalgas, 2) Manipulacion genética del mecanismo por el cual las microalgas cambian de su
estado normal crecimiento a la produccién de lipidos, a fin de mantener mejor produccién de
ambos (crecimiento y produccién de lipidos), 3) Optimizar las caracteristicas de los lipidos
producidos por micro-algas para convertirlos en combustibles mediante hidro-procesos, 4) Trabajar
en conjunto con personal de refinerias de petroleo para mejorar el hidroproceso, a fin de convertir
el aceite de micro-algas en diesel 6 gasavion y 5) Disefio e innovacién de fotobiorreactores.

Existen dos principales sistemas de cultivo de microalgas: fotobiorreactores abiertos y cerrados o
Raceway, estos sistemas pueden ser iluminados por luz artificial, solar o ambas (Ugwuet al., 2008).
Diversos fotobiorreactores cerrados han sido estudiados debido a que permiten tener mayor control
sobre las condiciones de cultivo que los sistemas abiertos, y se han obtenido mayores
productividades de biomasa al mismo tiempo que se previenen agentes contaminantes (Huet al.,
2008). Sin embargo, son pocos los fotobiorreactores cerrados que pueden emplear la energia solar
eficientemente para la produccion de biomasa, por ello es importante entender algunos aspectos
hidrodinamicos y de transferencia de masa requeridos por fotobiorreactores para mejorar la
productividad de biomasa algal (Singh et al., 2011). Los principales sistemas de cultivo cerrados
son: columnas de burbujas columnas airlift, tanques agitados, fotobiorreactores conicos y tubulares
helicoidales (Ugwu et al., 2008). Generalmente, los fotobiorreactores operados a nivel laboratorio
son iluminados artificialmente de manera interna o externa por lamparas fluorescentes o
distribuidores de luz (Degen et al., 2001).

Entre los fotobiorreactores enunciados anteriormente, el fotobiorreactor tubular es uno de los
sistemas mas adecuados para cultivos al aire libre (Ugwu et al., 2008). La mayoria de estos
sistemas son construidos de borosilicato o tubos de pléstico transparentes, donde el liquido con
medio de cultivo y biomasa algal son recirculados por una bomba (Degen et al., 2001). Las
principales ventajas que presentan estos sistemas son un buen mezclado con bajo esfuerzo de corte,
es fécil de esterilizar, aclimatacion sencilla, es adecuado para inmovilizacion algal y reduce la foto-
oxidacion (Brennany Owende., 2010; Ugwu et al., 2008). Sin embargo, sus limitantes son que
requiere superficies amplias de terreno, llega a presentar crecimiento algal en las paredes, existen
gradientes citotoxicos de pH, O, y CO,, su construccion requiere materiales sofisticados y sobre
todo, disminuye el area de iluminacion y presentan un pobre coeficiente de transferencia de masa,
estos Ultimos dos aspectos ocurren con el escalamiento ascendente (Chisti, 2007; Singh et al.,
2011).

Los sistemas abiertos (Racewayponds) se ha experimentado desde 1950 y existe una extensa
experiencia en su ingenieria. Las mayores instalaciones de produccion de biomasa basadas en este
método, ocupan é&reas de unos 440.000 m? (Spolaore et al., 2006). Los sistemas raceway constan de
un circuito de bucles y canales por donde circula el cultivo y mezclado mediante una rueda de
paletas (paddlewheel) que homogeniza los nutrientes y los microorganismos. El flujo es guiado
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alrededor del sistema de bucles por deflectores (baffles) dispuestos en los canales. EI material del
gue son construidos suele ser hormigon o tierra compactada y recubiertos con plastico blanco que
mejora la captacion luminosa por parte del alga. Durante el dia, el cultivo es alimentado de manera
continua por la parte inicial, donde la rueda de paletas comienza a generar el flujo. La retirada de
desechos y rueda. El sistema de rueda que genera el movimiento posee un tiempo de operacion de
24h, para evitar de esta manera la sedimentacion del cultivo. La productividad se ve afectada por la
contaminacion de otras especies de algas no deseadas o de microorganismos que se desarrollan con
nuestra alga en cuestion. De forma general, la concentracion de biomasa en sistemas abiertos
permanecen a niveles bajos debido a que el cultivo estd pobremente mezclado y los haces
luminosos no pueden acceder a la "zona épticamente oscura".

La generacion de biomasa a partir de microalgas y la extraccion de aceite para la produccion de
biodiesel ha sido estudiado y evaluado de manera muy extensa en los sistemas abiertos raceway
ponds. Los Raceways son sistemas menos caros que los fotobiorreactores debido a su menor coste
de construccion y operacién, aunque la produccion de biomasa también es menor.

Los sistemas de produccién a gran escala mas usados son conocidos como fotobiorreactores tipo
Raceway. Son sistemas abiertos de poca profundidad con una paleta mecanica que proporciona la
circulacion de biomasa algal y nutrientes(Sims y Christenson, 2011). Su construccion y operacion
son relativamente econémicas. No obstante, con frecuencia se presentan los problemas de baja
productividad debido a agentes contaminantes, mezclado pobre, zonas muertas y uso ineficiente de
CO;, (Chisti, 2007; Mata et al., 2010). En teoria se pueden alcanzar productividades de 50-60 gm’
2dia™ de biomasa, sin embargo en la practica dificilmente se alcanzan rendimientos de 10-20 g m™
dia® (Shen et al., 2009).

Los fotobiorreactores cerrados tienen varias ventajas sobre los fotobiorreactores Raceway; como
mayor control sobre las condiciones de cultivo (pH, temperatura, agitaciéon, CO, y O,), previenen
el fendmeno de evaporacion, reduce pérdidas de CO,, permite obtener altas concentracion de
biomasa algal y minimiza el riesgo de contaminacién de los cultivos (Mata et al., 2010). A pesar de
las ventajas que ofrecen los fotobiorreactores cerrados, no se espera que tengan el mismo impacto
en bioprocesos a gran escala que el atribuido a Raceways (Scott et al., 2010). El costo de
produccién de biomasa en fotobiorreactores cerrados es de un orden de magnitud mas alto que en
sistemas abiertos; donde a pesar de obtener mayor concentracién celular y productividad en
fotobiorreactores cerrados no se compensa el costo del producto final por los altos costos de
construccion y de operacion (Mata et al., 2010).

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Las algas como materia prima para la produccién de biocombustibles, se perfilan como la fuente
mas adecuada debido a su rapido crecimiento, alto contenido de aceite o alta productividad (mayor
que las plantas), una importante reduccion de emisiones reguladas como TPH, CO, NOx y material
particulado, capacidad de fijar CO,, menores requerimientos de condiciones de cultivo y nutrientes,
no compite por suelos ni con alimentos. Asi mismo, los anlisis de ciclo de vida previos
desarrollados en algas indican una obtencién mayor de energia con unos requerimientos materiales
menores y por tanto unos impactos ambientales muy por debajo de las otras materias primas.

Para lograr el desarrollo de un proceso sustentable de produccion de biodiesel a partir de algas, que
por ende sea técnica y econdmicamente viable, se deben superar varios factores, el principal es el
costo de produccion de la biomasa, que involucra la optimizacion de medios, seleccion y
manipulacion de cepas Yy el disefio de fotobiorreactores. Sin embargo, también se debe considerar el
proceso de separacion de biomasa, extraccion de aceites y subproductos, tecnologia de
transesterificacién, purificacién y uso de subproductos. Debido al estado del arte actual de
produccion de biomasa y metabolitos para biocombustibles a partir de algas, se hace necesario el
desarrollo de un proceso propio de produccion de algas a gran escala y de los metabolitos de
interés, con especies de algas y sistemas de produccién adaptados a las necesidades y condiciones
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de cada region; punto que es cuello de botella del proceso, para posteriormente con los aceites
establecer la obtencién de los biocombustibles por procesos que estan mejor desarrollados, lo que
implicaria solo realizar una innovacion o aplicacion de las mismas.

En Meéxico la produccion de biocombustibles esta considerada en el plan sectorial de la Secretaria
de energia (SENER, 2007-2012). La produccién tradicional de bioetanol involucra el uso de
azucar de cafia o remolacha y levaduras; actualmente se consideran otras fuentes de carbohidratos,
como el maiz, o los materiales celulésicos, tales como residuos agroindustriales forestales e incluso
los residuos sélidos municipales. Todas estas alternativas pueden ser complementarias; sin
embargo el uso de granos y de cafia hacen competir a los energéticos con el alimento para la
poblacién humana o por tierras de cultivo, haciéndolos no sustentables, y mas aln en un pais como
México, que no cuenta con un sector agrario bien establecido, ni con autosuficiencia alimentaria.
Problemas similares se presentan con la produccion de Biodiesel, cuya fuente puede provenir desde
residuos de la industria (grasas), cultivo de algas y principalmente cultivos vegetales, presentando
el problema ya mencionado.

El desarrollo de tecnologias nacionales para la obtencion de biodiesel y bioetanol a partir de
microalgas en México es de gran importancia. Este tipo de desarrollos evitard la dependencia
tecnoldgica y energética en un futuro y dara respuesta de una forma ecoldgica y potencialmente
sustentable al requerimiento de combustibles liquidos.
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