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INTRODUCCION

Las necesidades energéticas de la poblacion mundial son uno de los desafios mas complejos en la
actualidad, los combustibles fosiles han suplido la demanda energética durante varias décadas en
un 85%. Sin embargo, el aumento poblacional, estimado en 1.5 veces mayor a la poblacién actual
para 2050 (Sajjadi et al., 2018), junto con los impactos ambientales negativos relacionados con el
uso de petroleo, gas natural y carbon han generado la necesidad de explorar alternativas que
garanticen la seguridad energética y, a su vez, la mitigacion de la contaminacion de las matrices
atmosfeérica, hidrica y del suelo, asi como una explotacion sostenible de los recursos naturales en

una proyeccion futura.

La investigacion en energias renovables ha propuesto el uso de biocombustibles como una
alternativa innovadora que comprende el tratamiento y uso de residuos como materia prima para
la produccion energética integrando un enfoque de economia circular (Gonzalez et al., 2020a).
Con esta propuesta se busca contribuir a la reduccion del cambio climético, uno de los objetivos
clave a nivel mundial de acuerdo con la Organizacidon de las Naciones Unidas (2015). Sin embargo,
la remediacién del agua representa otro aspecto preocupante en la problemaética actual, Walls et al.
(2019) sefala que los riesgos ambientales y de salud publica que conlleva la descarga de aguas
residuales no tratadas o sin un tratamiento adecuado, 42% de las aguas residuales generadas
globalmente (Organizacién de las Naciones Unidas, 2024), repercuten principalmente en paises en
vias de desarrollo donde no existe la infraestructura ni el financiamiento suficiente para lograr un
tratamiento eficiente. La eutrofizacion que, con base en el analisis de datos del Programa de las
Naciones Unidas para el Medio Ambiente (2016) se estima que ha afectado alrededor del 30-40%
de los lagos y embalses del mundo (Zhang et al., 2021), asi como la contaminacion de cuerpos de
agua por metales pesados son algunas de las consecuencias de esta préctica (Cai et al., 2013). Por

lo tanto, desarrollar tecnologia que optimice el tratamiento de aguas residuales es imperativo.

Al respecto, desde 1946 se ha investigado el tratamiento de aguas residuales con microalgas
(Caldwell, 1946), si bien los primeros estudios se centraron en la mejora de la calidad del agua, se
ha demostrado que las microalgas desempefian un papel ambiental relevante en la reduccion de

emisiones de dioxido de carbono (CO2) y que, a su vez, la biomasa de microalgas puede ser



utilizada para la generacién de bioproductos de alto valor como los biocombustibles (Velasquez
etal., 2024).

Las microalgas asimilan fotosintéticamente nutrientes como N y P que se encuentran generalmente
en exceso en las aguas residuales y que de no ser removidos pueden causar efectos negativos al
ser descargadas en cuerpos de agua. Estos nutrientes se destinan al crecimiento celular, siendo las
microalgas capaces de adaptar su composicion bioguimica segun la disponibilidad del medio de
cultivo. Adicionalmente, durante este proceso metabdlico generan oxigeno y fijan CO. atmosférico
que posteriormente utilizan para la sintesis de biomoléculas: carbohidratos, lipidos y proteinas
(Alves et al., 2018; Jimenez & Castillo, 2021; Wang et al., 2017). A su vez, los carbohidratos
acumulados en la biomasa de microalgas son sometidos a un proceso de extraccion y conversion
en azUcares estructuralmente simples que, a través de la fermentacion alcohdlica dan lugar a la

produccion de bioetanol.

El bioetanol es principalmente requerido en el sistema de transporte. Este sector representa el 60%
del consumo global de petroleo y el 15% y 21% de las emisiones totales de gases de efecto
invernadero (GEI) y CO; a la atmdsfera, respectivamente (Jeswani et al., 2022; Maity & Mallick,
2022). Debido al aumento de la tasa de consumo de petroleo y los impactos ambientales y
econdmicos negativos que conlleva, se ha planteado el uso de biocombustibles como complemento

y, a largo plazo, como sustituto de los combustibles fosiles (Maity & Mallick, 2022).

Entre las principales ventajas del uso de microalgas para la produccién de bioetanol se destaca que
su cultivo que no requiere grandes extensiones de terreno ni el uso de tierras cultivables, no
compromete la seguridad alimentaria y contribuye a evitar la contaminacion del suelo y de los
cuerpos de agua (Jimenez & Castillo, 2021; Sanchez et al., 2017). Asi, la produccion de bioetanol
a partir de microalgas se ha proyectado como una alternativa exitosa y realista, destacandose por
ser una tecnologia renovable, ambientalmente favorable y con una perspectiva sostenible que
ademas integra el tratamiento de aguas residuales. Se considera que, con la implementacién de
politicas bioenergéticas adecuadas, la generacion de empleo especializado y el establecimiento de
un marco regulatorio apoyado gubernamentalmente puede ser altamente escalable y superar las

limitantes asociadas a su comercializacion ya que, a pesar de ser una tecnologia ampliamente



estudiada, en la actualidad no se ha consolidado su produccién a gran escala (Hossain & Mabhlia,
2019; Maity & Mallick, 2022; Nava et al., 2021; Singh et al., 2019).

Con base en la identificacion de esta necesidad, el presente estudio se orienta a la optimizacion del
ambito operativo del proceso de obtencion de bioetanol a partir de microalgas cultivadas en agua
residual, mediante la estandarizacion de la metodologia general y de las condiciones de operacion.
Esta aproximacion se plantea como una estrategia para la reduccion y control de la variabilidad
del proceso, con el objetivo de alcanzar una productividad consistente y reproducible, lo que
contribuiria a fortalecer la viabilidad del escalamiento de esta tecnologia en una perspectiva de

aplicacion futura.



l. MARCO TEORICO
1.1. Biocombustibles

Los biocombustibles han evolucionado progresivamente de acuerdo con la disponibilidad de
materias primas, asi como los aspectos econdmicos que involucran la viabilidad de su produccion.
Estos se clasifican en primera, segunda, tercera y cuarta generacion, de acuerdo con la fuente de
la materia orgéanica utilizada; los biocombustibles de primera generacién se producen a partir de
sustratos agricolas y materias primas de azUcar y almidén como la cafia de azUcar, maiz, sorgo,
palmay semillas oleaginosas, sin embargo, el requerimiento de tierras cultivables y la competencia
con la seguridad alimentaria han limitado su aplicacion. Aquellos producidos a partir de biomasa
de residuos lignocelulésicos (residuos agricolas, forestales, industriales y urbanos tales como
bagazo de cafia de azUcar, poda y restos de madera, paja de cereales y aceite de cocina usado) y
semillas oleaginosas no comestibles se denominan de segunda generacion, no obstante, los
métodos de pretratamiento para alterar su estructura y lograr la conversion en biocombustibles
tienen altos requerimientos de energia debido a la estructura recalcitrante de la biomasa. A su vez,
los biocombustibles de tercera generacion, derivados de fuentes microbianas y algas, representan
una alternativa prometedora, principalmente al no requerir el uso de suelos fértiles ni tierras
cultivables para su produccion (Maity & Mallick, 2022; Sajjadi et al., 2018; Silva et al., 2018;
Singh et al., 2019).

El uso de microalgas ha destacado en los biocombustibles de tercera generacion por su rapida tasa
de crecimiento, su rendimiento fotosintético, su alta plasticidad metabdlica, un periodo de cosecha
mas corto en comparacion con otros tipos de biomasa, una mayor capacidad de fijacion de COy,
asi como el requerimiento de una menor intensidad operativa en su pretratamiento debido a la
composicion simple de sus paredes celulares, ademas de su capacidad de crecimiento en aguas
salobres, salinas y residuales mejorando la sostenibilidad del proceso. En lo que respecta a los
biocombustibles de cuarta generacion, estos se distinguen por la aplicacion de microorganismos
(bacterias, levaduras y microalgas) optimizados a través de ingenieria genética y metabdlica, con
el fin de subsanar las limitaciones de eficiencia y rendimiento planteadas en la produccion de
biocombustibles de tercera generacion (Gonzélez et al., 2020a; Jimenez & Castillo, 2021; Maity
& Mallick, 2022; Sajjadi et al., 2018; Silva et al., 2018; Singh et al., 2019; Yilbasi, 2025).



Actualmente los biocombustibles mas convencionales son los de primera generacion. Los mas
comercializados son el bioetanol y el biodiesel y se destinan al sector de transporte sin embargo el
consumo intensificado de recursos para su produccion impacta negativamente el suministro de
alimentos y, a nivel industrial, presentan deficiencias socioeconémicas y ambientales que han
incentivado la busqueda de sustratos que permitan la obtencidn de estos bioproductos de manera
eficiente y barata (Gracida & Pérez, 2014; Jimenez & Castillo, 2021; Romero et al., 2021).

El bioetanol, cuya formula quimica es C2HsOH, se obtiene a través de la fermentacion por distintos
microorganismos, de azUcares contenidos en la materia orgéanica. A nivel global, las materias
primas mas empleadas en la obtencién de bioetanol son el maiz, trigo, sorgo, cafia de azUcar,
remolacha azucarera y melaza (Gracida & Pérez, 2014). El bioetanol se utiliza principalmente
como aditivo en la gasolina para potenciar su octanaje (gasohol) y en mezclas con diésel para
reducir las emisiones de gases de combustion (EI-Mekkawi et al., 2019). Al respecto, Gonzélez et
al. (2020a) menciona que en el sector de transporte la funcion de los biocombustibles es
complementar, y no sustituir, el uso de combustibles actuales. No obstante, el uso de bioetanol
puro, respecto a la gasolina, representa una mejor alternativa debido a su alta biodegradabilidad,
hasta un 96% de reduccion en las emisiones de GEI y toxicidad nula (Romero et al., 2021).

Estados Unidos es el mayor productor mundial de bioetanol con una cifra de 16.1 mil millones de
galones en 2024 producido a partir de maiz, en segunda posicion se encuentra Brasil con una
produccion de 8.8 mil millones de galones de bioetanol a partir de cafia de azcar, en ambos casos
el bioetanol es mayormente utilizado como gasohol para transporte vehicular y exportacion.
(Renewable Fuels Association, 2025). Sin embargo, la competencia con la produccién de
alimentos, el uso intensivo de tierras agricolas, el alto consumo de agua y fertilizantes, la
deforestacion, la pérdida de biodiversidad, asi como el impacto limitado en la reduccion de
emisiones de GEI al considerar el ciclo de vida de los biocombustibles de primera generacion,
demuestran la imperatividad de migrar hacia el uso de biocombustibles de tercera generacion
(Jeswani et al., 2020).

Hasta ahora la produccion comercial a gran escala de bioetanol de tercera generacion sigue siendo
bastante limitada, pues sus técnicas y vias de produccion ain se encuentran en fase de

investigacion, desarrollo y adaptacion a escala piloto en las que se han encontrado barreras técnico-



economicas que implican altos costos en la implementacion de esta tecnologia, por esta razon
comunmente se denomina como un biocombustible avanzado (Jeswani et al., 2020; Jimenez &
Castillo, 2021). La aplicacion de bioetanol a partir de microalgas més directa que se ha estudiado
es su uso para el transporte como gasohol, E10 y E5, principalmente, aunque también en mayores
proporciones (E15, E85) y en general para el funcionamiento de motores de combustion interna.
La investigacion también se ha ampliado a la integracion de la produccion de bioetanol a partir de
microalgas en biorrefinerias mediante la extraccion de productos de alto valor, como nutracéuticos,
pigmentos y proteinas y la subsecuente conversion de carbohidratos en bioetanol. Otro enfoque
interesante es la produccion de biocombustibles en rutas combinadas donde inicialmente se
produce biodiesel a partir de los lipidos contenidos en las microalgas y posteriormente, se utilizan
los residuos en forma de carbohidratos para la produccién de bioetanol, maximizando la
recuperacion energética (Geng et al., 2025; Hossain & Mabhlia, 2019).

1.2. Microalgas en la produccion de biocombustibles

Las microalgas, también conocidas como fitoplancton, son organismos microscopicos unicelulares
que proliferan en sistemas hidricos como arroyos, rios, lagos y océanos. En la actualidad se
conocen mas de 50 mil especies de microalgas clasificadas de acuerdo con su estructura celular
interna, componentes bioguimicos, composicién de pigmentos, tamafio y ciclo de vida. Dentro de
esta clasificacion se encuentran las algas verdes pertenecientes al reino Protista que presentan un
color verde caracteristico debido a la combinacion de moléculas de clorofila A 'y B. Las microalgas
capturan energia solar de 10 a 50 veces mas que las plantas terrestres debido a su estructura
unicelular o multicelular simplista, se ha reportado que producen el 50% del oxigeno atmosférico
y fotosintetizan hasta 2 kg de CO. por kg de biomasa producida. Es a través del proceso de
fotosintesis que producen oxigeno, convierten la energia solar en compuestos de energia quimica
como el trifosfato de adenosina (ATP) y el fosfato reducido de dinucle6tido de nicotinamida y
adenina (NADPH) y fijan CO. atmosférico directamente a sus células que actia como precursor
para la sintesis de biomoléculas (carbohidratos, lipidos y proteinas) (Maity & Mallick, 2022;
Sajjadi et al., 2018; Velasquez et al., 2024). Este mecanismo de reaccion se explica a partir de la
ecuacion global de la fotosintesis (Ecuacion 1), donde Stirbet et al. (2020) especifica que las
moléculas de oxigeno (O2) liberadas a la atmdsfera son producidas a partir de la oxidacion del
agua (H20) y no del CO:z:



Ecuacion 1

6C0, + 12H,0 + energia luminica - C¢H1,04 + 60, + 6H,0

El uso de microalgas para la produccién de biocombustibles ha adquirido relevancia debido a la
gran diversidad, historia evolutiva y eficiencia fotosintética de estos organismos, que resultan
ventajosas frente a otras tecnologias para la produccién de biomasa, asi como al enfoque sostenible
en el que puede ser aplicado respondiendo al problema mundial del cambio climatico y el
calentamiento global. Las caracteristicas intrinsecas de las microalgas les confieren un alto
potencial como materia prima para la produccion de bioetanol. Su composicion celular rica en
carbohidratos (11-50%), como celulosa y almidén, asi como la ausencia de lignina y un bajo
contenido de hemicelulosa, permite procesar un perfil de azicares mas simple en la etapa de
pretratamiento para producir azucares fermentables y viabilizar la obtencion de bioetanol en
comparacion con la biomasa lignocelulésica. Ademas, de manera general presentan una alta tasa
de crecimiento y una répida acumulacion y asimilacion de nutrientes del medio de cultivo,
mostrando una plasticidad metabodlica capaz de adaptarse a la variabilidad de condiciones de
cultivo de manera dindmica. (EI-Mekkawi et al., 2019; Gomez, 2016; Gonzalez et al., 2020c;
Hossain & Mabhlia, 2019; Jimenez & Castillo, 2021; Romero et al., 2021; Sajjadi et al., 2018; Seon
et al., 2020; Silva et al., 2018).

El cultivo de microalgas puede clasificarse en fotoautétrofo, donde las microalgas utilizan la luz
solar como fuente de energia y el CO. como su Unica fuente de carbono (carbono inorgénico);
heterétrofo, donde su energia proviene de compuestos organicos (carbono organico) en ausencia
de luz y mixotrofico, donde su crecimiento se basa en la asimilacién de CO- y carbono orgénico
simultaneamente (Veldsquez et al., 2024). Aunque el cultivo autétrofo resulta ambientalmente
atractivo por la tasa de fijacion de CO> presenta un rendimiento bajo de biomasa, mientras que en
un cultivo mixotrofico puede lograrse esta condicion ademas de un aumento en la produccion de
biomasa y contenido de carbohidratos (Singh et al., 2019). De acuerdo con la disponibilidad
nutrimental de carbono, nitrégeno y fésforo, la intensidad luminica, la temperatura y pH del medio,
ademas de la especie de microalgas se define la cinética de crecimiento, siendo capaces de duplicar
su masa en un tiempo de 1 a 10 dias (Gomez, 2016; Valentine et al., 2018). Estos parametros
también determinan la composicion bioquimica de las microalgas y albergan uno de los principales

desafios en la produccion de biocombustibles: lograr una alta tasa de crecimiento de microalgas



con un alto contenido de biomoléculas debido al requerimiento de grandes volUmenes de
biocombustibles para hacer el proceso operacional y economicamente viable (Alves et al., 2018;
Romero et al., 2021).

En este sentido, el uso de aguas residuales como medio de cultivo para la produccion de biomasa
microalgal se ha estudiado como una respuesta a esta condicionante integrando la remocion de
nutrientes que en términos de calidad del agua resultan contaminantes y que podrian migrar a otras
matrices ambientales, atacando otra problemaética importante y proporcionando una de las formas
maés sostenibles de producir biocombustibles (Alves et al., 2018; Komolafe et al., 2014; Nava et
al., 2021; Sajjadi et al., 2018).

Algunos géneros de microalgas como Chlorella, Chlorococcum, Chlamydomonas,
Nannochloropsis y Scenedesmus han sido frecuentemente seleccionados para la produccion de
bioetanol por su capacidad de almacenar carbohidratos (Chandrasekhar et al., 2023), el uso de
Scenedesmus también se ha reportado en el tratamiento efectivo de aguas residuales municipales
e industriales (Alves et al., 2018). A su vez, confirmando la plasticidad metabdlica de las
microalgas, Herndndez et al. (2019) emple6 un consorcio microbiano con predominancia de
Scenedesmus obliquus y Desmodesmus sp. con el fin de intensificar la acumulacion de
carbohidratos y lipidos y con ello la potencial produccion de biocombustibles a partir de una

mezcla de lixiviados de un relleno sanitario con aguas residuales.

Si bien la literatura sefiala que las aguas residuales son una fuente favorable para el crecimiento
de microalgas, asi como el agua dulce y el agua salina (Hossain & Mahlia, 2019), someter esta
tecnologia a condiciones ambientales reales es una labor cientifica que continGa en proceso.
Existen numerosos estudios enfocados al cultivo de microalgas en aguas residuales en condiciones
controladas y a nivel de laboratorio no obstante estos no pueden predecir el comportamiento del
cultivo en condiciones exteriores, donde se presentan cambios en la composicion bioldgica debido
a la coexistencia con otro tipo de microorganismos como bacterias y hongos, asi como a las

fluctuaciones de irradiacion solar, pH y temperatura.

Una estrategia ante estas limitantes es el uso de microalgas nativas que podrian ser adecuadas para
los cultivos al aire libre debido a su adaptacion a las condiciones ambientales y al exitoso

desplazamiento de organismos competidores (Sanchez et al., 2017). En este Gltimo aspecto, es



necesario llevar a cabo un analisis de las interacciones microbianas en cada sistema particular,
pues en algunos casos la propagacion de bacterias inhibe el crecimiento de microalgas al competir
por nutrientes limitados o producir metabolitos alguicidas extracelulares (Wang et al., 2017).
Asimismo, la contaminacion por organismos depredadores como los rotiferos puede afectar la
estabilidad y el crecimiento de los cultivos. Al respecto los sistemas de cultivo para el tratamiento
de aguas residuales pueden clasificarse como abiertos (al aire libre), cerrados (en interiores) o
hibridos. Los sistemas abiertos resultan econémicamente atractivos debido a la practicidad de su
mantenimiento, asi como a su capacidad de operar grandes volimenes con una menor demanda
energética y el alcance de una tasa de crecimiento microbiano comparable con los sistemas

cerrados (Velasquez et al., 2024).

La investigacion en cultivos de consorcios microbianos al aire libre, a largo plazo y en sistemas
reales de aguas residuales es actualmente limitada. Sin embargo, se ha comprobado la simbiosis
microalga-bacteria en la degradacién y transformacion de la materia organica, promoviendo el
crecimiento de las microalgas, la eliminacion de nitrogeno y fésforo y la acumulacion de metales
pesados (Cd, Cr, Cu, Pb, Ni, Zn) y compuestos toxicos (pesticidas e hidrocarburos) en cultivos
heterotréficos (Gonzalez & de-Bashan, 2023; Zhao et al., 2023). En términos generales, las
bacterias oxidan la materia organica biodegradable y nutrientes presentes en las aguas residuales,
produciendo CO, nitratos y fosfatos que son sintetizados y aprovechados por las microalgas para

su crecimiento (Gomez, 2016).

La coexistencia de bacterias en el tratamiento de aguas residuales municipales con microalgas
propicia la remocién de nitrégeno en forma de amonio (NH4*), nitrato (NO3’), nitrito (NO2) y N
organico. Las microalgas asimilan NH4* y NO3z™ en mayor proporcion para su crecimiento, ademas
la remocidn de nitrogeno se ve favorecida debido a la nitrificacion y desnitrificacion bacteriana
mediante su conversion en N, cerrando asi el ciclo biogeoquimico del N. Este también puede ser
removido por la volatilizacion de amoniaco (NHs) cuando existe un aumento de pH, temperatura

o condiciones de agitacion en el cultivo (Wang et al., 2017).

A su vez, el mecanismo de remocion de fosforo, siendo los ortofosfatos solubles (PO4*) la forma
asimilable por las microalgas, se potencia a traves de la acumulacion bacteriana intracelular de

polifosfatos, la liberacion de enzimas fosfatasas y en algunos casos, el aumento de la



disponibilidad cationica en aguas residuales (Ca?* y Mg?*) promoviendo la precipitacion de fosforo
(Fallahi et al., 2021; Komolafe et al., 2024; Wang et al., 2017). En conjunto, esto propicia el
desarrollo de un sistema biologico capaz de operar bajo diferentes condiciones ambientales y de
cargas de nutrientes, reemplazando la necesidad de enriquecer el medio de cultivo con sustratos
organicos por el uso de aguas residuales con alto contenido de materia organica (Montafio et al.,
2022; Velasquez et al., 2024).

Otra de las ventajas de los consorcios microalga-bacteria es la optimizacion del tiempo de
retencién hidraulica (TRH) (Dominguez, 2018). Este pardmetro es fundamental ya que determina
el tiempo de residencia de la biomasa en el cultivo, si el TRH se prolonga demasiado los nutrientes
pueden ser insuficientes para el crecimiento de las microalgas por otro lado, si el periodo es
demasiado corto, la remocion de N y P de aguas residuales puede ser ineficiente (Wang et al.,
2017). La determinacion del TRH depende de la especie y cepa de los microorganismos presentes
en el cultivo, asi como las condiciones climaticas durante su crecimiento, variando de 5 a 25 dias
(Hossain & Mabhlia, 2019). Al respecto, Alves et al. (2018) report6 una correlacién inversa entre
la fase exponencial de crecimiento de microalgas Scenedesmus sp. y el alto consumo de N (NH4")
y P (PO4*) en el dia 12 de cultivo, a partir de este dia se registrd una fase estacionaria debido a la
escasez de nutrientes y desde el dia 14, una fase de decaimiento y muerte. Cabe mencionar que en
este estudio se recomienda llevar a cabo la recoleccion de biomasa durante la fase estacionaria del

cultivo ya que se presenta una menor actividad metabdlica y movilidad celular.

En sistemas abiertos la productividad de la biomasa depende en gran medida del tipo de agua
residual empleada como medio de cultivo, el pH, el TRH, la irradiacion solar y la temperatura que
representa un factor reductivo en la eliminacién de nutrientes y que puede incluso dirigir al colapso
del metabolismo de las microalgas en condiciones de calor o frio extremo. Asimismo, es
importante la agitacion adecuada del cultivo ya que promueve una mejor transferencia de masa,
evita la sedimentacion celular y elimina la estratificacion térmica. Respecto a la recoleccion, es
necesaria la seleccion de un método eficiente que reduzca al minimo la pérdida de biomasa

valorizable en estos sistemas (Velasquez et al., 2024; Wang et al., 2017).

Una de las etapas que mas dificulta la viabilidad economica y, con ello, la comercializacion del

proceso de obtencion de bioetanol a partir de microalgas es precisamente la recoleccion o cosecha
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de biomasa que representa hasta el 20-30% de los costos totales de la produccion de
biocombustibles (Gonzalez et al., 2020a). Esta se asocia con la baja eficiencia de recuperacion, los
grandes requerimientos de energia y algunos métodos empleados que contaminan la biomasa
mediante la adicion de productos quimicos (sales metélicas) que interfieren en las etapas
posteriores (Valeriano et al., 2020; Vielma et al. 2022). En la mayoria de los casos se afiade el
proceso de secado de biomasa, reduciendo su contenido de agua en un 50-70% para la obtencion
de un material sélido y estable, preferentemente triturado, que pueda ser manejado y almacenado
facilmente, evitando asi la degradacion de la biomasa, lo que aumenta sustancialmente los costos
operativos (Debnath et al., 2021; Vielma et al., 2022).

Con el propésito de optimizar la recuperacion de biomasa se han planteado ciertas
recomendaciones. Walls et al. (2019) propone el uso de cultivos combinados de microalgas y
levaduras para la biofloculacién de biomasa, facilitando su sedimentacion y prescindiendo de
procesos intensivos para su recuperacion. En cuanto al almacenamiento de biomasa, Gonzalez et
al. (2020a) y Debnath et al. (2021) sugieren la extraccion viable de los compuestos microalgales
de interés a partir de biomasa humeda, omitiendo el proceso de secado que también representa
altos requerimientos energéticos. Es importante sefialar que dichas estrategias tienen una mayor

factibilidad cuando se consideran aplicaciones a gran escala.

Al respecto, en la produccién de biomasa a gran escala, se ha implementado el uso de reactores
algales de alta tasa (HRAP). Estos son estanques de canal abierto en los que circulan aguas
residuales poco profundas (0.2-0.7 m) mediante una rueda de paletas que genera una mezcla
continua y homogénea, permitiendo el crecimiento de microalgas, asi como el tratamiento de aguas
residuales mediante la remocion del 90% de NH4*, 70% de materia organica (DQO) y 50% de
PO+>. Los HRAP se prefieren para el cultivo de microalgas ya que en comparacion con otras
tecnologias de cultivo requieren de bajos costos de construccion, operacion y mantenimiento (Li
et al., 2023; Velasquez et al., 2024).

1.3. Tratamiento de aguas residuales a partir de microalgas

A pesar de que la produccién de biomasa es el enfoque primordial en la obtencion de bioetanol a
partir de microalgas, el tratamiento de aguas residuales ha adquirido gran importancia en la

implementacidn de esta tecnologia debido a los beneficios econémicos y ambientales que ofrece.
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Se denominan aguas residuales aquellas que, tras su uso en actividades domeésticas, industriales,
comerciales o ganaderas, presentan una alteracion en su composicion que afecta negativamente su
calidad original. De acuerdo con su procedencia, las aguas residuales contienen distintas
proporciones de materia organica, sélidos suspendidos (arenas, grasas, fibras textiles) asi como
otras sustancias quimicas y radiactivas, es por eso que deben ser tratadas antes de reusarse en
servicios al publico o reintegrarse al ambiente (Comision Nacional del Agua, 2024; Secretaria del
Medio Ambiente, 2014).

Se estima, de acuerdo con la Organizacion de las Naciones Unidas (2017) que alrededor del 80%
de las aguas residuales a nivel mundial se descargaban sin un tratamiento adecuado, causando
afectaciones a la salud, la economia y el ambiente. Sin embargo, en 2024, esta cifra rondaba el
42% (Organizacion de las Naciones Unidas, 2024) lo que representa un avance sustancial en esta
problemaética durante los Gltimos afios. No obstante, aunque a nivel global se observa un progreso
en el tratamiento de aguas residuales, los paises en vias de desarrollo que alin no cuentan con las
capacidades de infraestructura, tecnologia e inversion suficiente para lograr un tratamiento seguro

y adecuado, contintan siendo afectados por esta situacion (Walls et al., 2019).

En Meéxico solamente el 51% de las aguas residuales son tratadas de manera adecuada. Sin
embargo, se cuenta con un marco regulatorio que ha promovido la evolucion de este indicador
especialmente en esta Gltima década (Comision Nacional del Agua, 2024). Al respecto se destacan
la NOM-001-SEMARNAT-2021 que establece los limites méximos permisibles de contaminantes
en las descargas de aguas residuales en aguas y bienes nacionales, la NOM-002-SEMARNAT-
1996 para la descarga en los sistemas de alcantarillado urbano o municipal, la NOM-003-
SEMARNAT-1997 para aguas tratadas que se reusen en servicios al publico y la NOM-014-
CONAGUA-2003 que establece los requisitos para la recarga artificial de acuiferos con agua
residual tratada (Comision Nacional del Agua, 2024, situacion del subsector).

El tratamiento de aguas residuales con microalgas se ha estudiado desde 1946 (Caldwell, 1946).
Fue en 1957 que se identificd que el costo del tratamiento biol6gico con microorganismos tenia
un menor costo al tratamiento quimico, no obstante, los costos operativos globales en una planta
de tratamiento incrementan considerablemente debido al funcionamiento de reactores biologicos
(Oswald & Gotaas, 1957; Obaidullah et al., 2024).
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En la actualidad, los procesos bioldgicos convencionales en las plantas de tratamiento
corresponden al tratamiento de lodos activados y de filtros percoladores que, si bien son efectivos
en la remocién de contaminantes organicos, en sus efluentes persisten remanentes de N y P en
concentraciones significativas. La descarga de aguas residuales con estas caracteristicas puede
causar el fendmeno de eutrofizacion en cuerpos de agua de flujo lento y relativamente cerrados
(lagos, embalses, rios, humedales). Debido al exceso de nutrientes se estimula la proliferacion de
flora acuética en la superficie de estos cuerpos de agua, impidiendo la transferencia de oxigeno y
luz solar a las zonas profundas, generando asi condiciones hipdxicas que resultan en malos olores,
el incremento en la turbidez del agua y la muerte de fauna de importancia ecoldgica (Hernandez
et al., 2019; Obaidullah et al., 2024; Wang, 2024).

En este sentido, en los Gltimos afios se ha propuesto el tratamiento de aguas residuales con
microalgas como un tratamiento terciario posterior al sistema de lodos activados, con el fin de
mejorar la calidad de las aguas residuales y cumplir con los limites permisibles de contaminantes
establecidos en las normas de descarga (Komolafe et al., 2014). La aplicacion de esta tecnologia
al tratamiento de efluentes municipales tratados a nivel secundario resulta bastante prometedora
debido a su posible reutilizacion en cuerpos de agua, asi como en funciones ornamentales,
recreativas, de embalse y humidificacién, ademas de considerar que el suministro de aguas
residuales municipales es continuo y se produce con una alta tasa volumétrica, desplazando la
necesidad de asignar agua de uso primario para estos fines (Obaidullah et al., 2024; Wang et al.,
2017).

1.4. Composicion y funcion de lo carbohidratos en microalgas

En el aprovechamiento de la biomasa microalgal los compuestos de interés se clasifican en
carbohidratos, lipidos y proteinas. La concentracion y proporcion de estas biomoléculas varian de
acuerdo con la especie de microalgas, las caracteristicas del cultivo y las condiciones ambientales,
siendo la biomasa con predominancia de carbohidratos la mas adecuada para la produccion de
bioalcoholes, mientras que aquella con mayor contenido de lipidos se prefiere para la produccion
de biodiesel y aquella con un nivel mas elevado de proteinas para el desarrollo de bioplasticos (El-
Dalatony et al., 2017; Singh et al., 2019; Vielma et al., 2022).
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Con base en el analisis de mas de 40 especies de microalgas (diatomeas, primnesiofitas,
prasinofitas, clorofitas, eustigmatofitas y criptomonadas) reportado por Brown et al. (1997), la
composicion bioguimica de estos microorganismos varia, en términos generales, entre 5-23% de
carbohidratos, 7-23% de lipidos y 6-52% de proteinas en peso seco de biomasa. Los géneros
Desmodesmus y Scenedesmus, pertenecientes a las clorofitas, presentan una amplia aplicacion
biotecnologica y ambiental, especialmente en sistemas abiertos de aguas residuales, debido a su
alta tolerancia a las variaciones en las condiciones de cultivo (Acevedo et al., 2017; Wang et al.,
2023). En cuanto al contenido de carbohidratos este se encuentra entre 14-25% en el género
Desmodesmus (Bomer & Leverett, 2024; Gonzélez et al., 2021; Sriram & Seenivasan, 2015) y
entre 6-55% en el género Scenedesmus (Alves et al., 2018; Castafio, 2015; Oraby et al., 2023;
Romero et al., 2021; Silva et al., 2018; Singh et al., 2019; Uguz et al., 2025) dependiendo

fundamentalmente de las condiciones de cultivo.

Los carbohidratos son el sustrato para la produccion de bioetanol, encontrandose principalmente
en la pared celular de las microalgas en forma de celulosa, hemicelulosa y pectina y de manera
intracelular en forma de almidon o glucégeno como materiales de reserva energética (Chen et al.,
2013; GOmez, 2016). Estos carbohidratos de almacenamiento son empleados para el
mantenimiento de su metabolismo en ausencia de energia fotosintética (Raven & Beardall, 2003)
mientras que los carbohidratos estructurales sirven como barrera frente a moléculas alguicidas que

pueden causar la ruptura de la célula (Debnath et al., 2021).

El fundamento bioquimico de la acumulacidon de carbohidratos en microalgas consiste en la sintesis
de CO2 a traves de ciclos de luz y oscuridad. En los ciclos de luz los sistemas fotosintéticos de las
microalgas llevan a cabo la fotolisis del agua, produciendo energia y liberando O2. A su vez en los
periodos de oscuridad, a través del ciclo de fijacion del carbono (ciclo de Calvin-Benson), utilizan
NADPH y ATP, moléculas de energia obtenidas del ciclo de luz, para la formacion de triosas
(carbohidratos de tres carbonos) a partir de CO2 inorganico, siendo estas las precursoras de la

formacion de carbohidratos mas complejos (Debnath et al., 2021; Stirbet et al., 2020).

Profundizando en este aspecto, los carbohidratos, también llamados azucares, se componen de tres
elementos: carbono, hidrogeno y oxigeno y se clasifican en tres grupos de acuerdo con su

complejidad estructural: monosacaridos, oligosacaridos y polisacaridos. Los monosacaridos son
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las moléculas mas simples formadas de 3 a 7 carbonos en cadenas lineales con un grupo hidroxilo
(OH) en su extremo. Segun su namero de carbonos se denominan triosas (3C), tetrosas (4C),
pentosas (5), hexosas (6C), siendo la glucosa (CsH1206) uno de los monosacéridos méas importantes
debido a su valor energético. A su vez, mediante enlaces glicosidicos entre 2 y 20 unidades de
monosacaridos se da la formacion de oligosacaridos, entre los cuales los disacaridos representan
la forma mas conocida como la sacarosa, la lactosa y la maltosa. En cuanto a los polisacaridos,
estos son carbohidratos complejos compuestos por cientos o miles de monosacéridos lineales o
ramificados que pueden clasificarse por su funcion como estructurales o de reserva. La celulosa,
una molécula lineal, larga y rigida, es un componente de las paredes celulares vegetales y la
molécula organica individual que méas abunda en la naturaleza (Gracida & Pérez, 2014; Niaz et al.,
2020). Por otro lado, el almidén, compuesto en su mayor parte por moléculas ramificadas
(amilopectina) y una fraccién menor de moléculas lineales (amilosa), actia como la principal
forma de almacenamiento de glucosa y con ello, reserva de energia, en las plantas (Kossmann &
Lloyd, 2000).

1.5. Pretratamiento de biomasa microalgal con hidrolisis acida

Una de las principales estrategias en la optimizacion de la produccion de biocombustibles liquidos
radica en el incremento del contenido de carbohidratos de la biomasa microalgal (Debnath et al.,
2021) sin embargo la etapa de su extraccion es otro factor limitante. Debido a que la biomasa
microalgal no es directamente consumible por los microorganismos fermentadores, se requiere un
proceso de disrupcion celular para la extraccion de los carbohidratos contenidos en las células de
las microalgas (Vielma et al., 2022). Ademas, por su complejidad quimica, los carbohidratos
estructurales y de reserva que se encuentran en forma de polisacaridos deben someterse a un
proceso de pretratamiento para el aumento de su area de superficie efectiva, su transformacion en
monosacaridos facilmente fermentables y la subsecuente obtencion de bioetanol (Chen et al., 2013;
Maity & Mallick, 2022; Sanchez et al., 2017).

El pretratamiento de biomasa microalgal para la produccion de bioetanol puede llevarse a cabo por
métodos fisicos, quimicos y biologicos. La seleccion debe realizarse de tal manera que el proceso
sea rentable, energéticamente eficiente, de facil implementacion y que evite la conversion de los

azucares fermentables en compuestos no aprovechables (El-Dalatony et al., 2017). La hidrdlisis
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quimica acida o alcalina son ampliamente utilizadas como pretratamiento de biomasa. En términos
generales, la hidrdlisis acida produce el debilitamiento y ruptura de la pared celular de las
microalgas, asi como la sacarificacion de los carbohidratos extraidos mediante su conversion en
monosacaridos, mientras que en la hidrolisis alcalina se produce la alteracion estructural a través
de la saponificacion de los lipidos de la pared celular de las microalgas, sin embargo, la liberacion
directa de monosacaridos no es su principal objetivo y por lo tanto, se considera menos eficiente
(Debnath et al., 2021; Martin et al., 2019). Asi, para la obtencion de bioetanol es preferido el
proceso de hidrolisis &cida, ademéas de mostrar una alta eficiencia aplicando bajas concentraciones
de acido (Maity & Mallick, 2022).

Los acidos que se emplean comunmente son el &cido sulfdrico (H2S04), acido nitrico (HNO3),
acido clorhidrico (HCI) y acido fosforico (HsPO.) (Maity & Mallick, 2022; Markou et al., 2013).
No obstante, no se recomienda el uso de HsPO4 ya que se ha reportado un bajo rendimiento de
sacarificacion de carbohidratos en la hidrélisis (Markou et al., 2013). Tampoco se sugiere HCI
debido a su alta toxicidad, volatilidad y corrosividad que podrian complicar su implementacién a
escala industrial (Consejo Nacional de Investigacion, 1998). Por lo que se propone el uso de H2SO4
y HNO:z en diluciones de 1-3% v/v sometidas a temperaturas de 100-130°C con un tiempo de
reaccién de 15 a 30 minutos, que informan rendimientos de liberacion y sacarificacion de
carbohidratos entre 70-80% (Agustini et al., 2019; Gonzalez et al., 2020a; Silva et al., 2018).

No obstante, en algunos estudios se han evaluado concentraciones de &cido que varian entre 4-
10% v/v (Romero, 2019; Hernandez et al., 2015; Suérez et al., 2021). Al respecto Suarez et al.
(2021) menciona que la extraccion de carbohidratos y su conversion en azucares reductores resultd
superior al emplear H2SO4 6% v/v comparado con H2SOs 2% y H2SO4 4% llevando a cabo
hidrolisis en autoclave. A su vez, Romero (2019) obtuvo una extraccion del 70% y sacarificacion
de carbohidratos del 81% al usar H2SO4 5% v/v en un sistema de reflujo por enfriamiento. Si bien,
estos estudios podrian indicar resultados favorables al aumentar la concentracion de acido, la
evaluacion de Hernandez et al. (2015) al aplicar H2SO4 4% viv, H2SO4 7% y H2SO4 10% reporto
que el rendimiento de extraccion y sacarificacion disminuyo al sobrepasar la concentracion de
H2S04 4% viv, lo que sugiere el uso de &cido a bajas concentraciones. Cabe mencionar que incluso

en las mismas condiciones de hidrolisis los rendimientos pueden variar de acuerdo con la
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composicion bioldgica de la biomasa, por lo que el proceso debe adaptarse para diferentes cepas

0 especies de microalgas que puedan estar presentes (Seon et al., 2020).

En la bibliografia se reitera que el uso de altas concentraciones de acido promueve la produccion
de compuestos inhibidores de la fermentacion debido a la excesiva degradacion de los
polisacaridos, limitando asi la obtencion de bioetanol (Maity & Mallick, 2022). Aungue la
hidrolisis &cida es un proceso practico y economico puede conducir a la formacion de inhibidores
del proceso de fermentacion debido a la descomposicion descontrolada de azucares cuando se
emplea una alta concentracion de &cido o los tiempos de reaccion no son controlados con precision
(Romero et al., 2021). Esto da lugar a la generacién de compuestos derivados del furano como el
5-hidroximetilfurfural (HMF) y furaldehidos (furfural), formados a partir de la deshidratacion de
hexosas y pentosas, respectivamente. Asimismo, se producen acidos alifaticos (acético, formico y
levunilico). Estos compuestos resultan toxicos para el metabolismo de los microorganismos que
llevan a cabo el proceso posterior de fermentacion (Agustini et al., 2019; Gracida & Pérez, 2014;
Jaramillo et al., 2012), causando dafios en el DNA celular e interfiriendo con la actividad
enzimatica de la glucdlisis (Ask et al., 2013). Una alternativa ante esta complicacién es la remocion
de inhibidores a través de métodos fisicos, quimicos y biolédgicos. Sin embargo, estos no son
completamente efectivos y, en general, causan la pérdida de azUcares o formacion de precipitados

que requieren retirarse de manera subsecuente (Jaramillo et al., 2012).

Anéalogamente, después de la hidrdlisis &cida, es necesario neutralizar el hidrolizado o caldo acido
a un pH entre 5-6.5 para optimizar la actividad metabolica de los microorganismos fermentadores
(Maity & Mallick, 2022; Silva et al., 2018; Yang et al., 2019). El hidroxido de sodio (NaOH) es
generalmente utilizado para la neutralizacion de hidrolizado de microalgas con H2SOas. Sin
embargo, la reaccion produce sulfato de sodio (Na2SO4) que debe ser removido antes del proceso
de fermentacion (Seon et al., 2020; Silva et al., 2018).

A pesar de que la hidrolisis quimica se reconoce como una gran opcion para el pretratamiento de
biomasa microalgal, la hidrolisis enzimatica se ha estudiado de manera paralela y actualmente, se
considera técnicamente viable. Este método biologico consiste en la aplicacion de enzimas
especificas (amilasas, celulasas, hemicelulasas, entre otras) que rompen de manera selectiva

diferentes tipos de enlaces glucosidicos de los polisacaridos presentes en la pared celular de las
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microalgas y de manera intracelular, logrando su conversién en monosacaridos sin la generacion

de compuestos inhibidores de la fermentacion (Gomez, 2016; Padil et al., 2023).

Algunas otras ventajas del uso de hidrolisis enzimatica son los altos rendimientos de conversion
de polisacéaridos en azlcares fermentables, el uso de temperaturas y presiones suaves, asi como su
bajo impacto ambiental debido al menor requerimiento energético y la minima generacion de
subproductos contaminantes frente al proceso de hidrolisis &cida. Sin embargo, esta tecnologia no
resulta econdmicamente factible a escala industrial debido al costo elevado de las enzimas y la
dificultad de su recuperacion, lo que se asocia a la complejidad de los sistemas de produccion
bioldgica (Debnath et al., 2021; Gomez, 2016; Maity & Mallick, 2022; Seon et al., 2020). Ademas,
los tiempos de operacion en la hidrolisis enzimatica son mas largos y a menudo se requiere de

pretratamientos complementarios para lograr su eficiencia (Gémez, 2016; Padil et al., 2023).

Es asi como la hidrélisis &cida se considera técnica y econdmicamente mas adecuada a escala
industrial (Seon et al., 2020). A pesar de las desventajas que conlleva su aplicacién, se ha reportado
la practicidad y reproducibilidad de llevar a cabo hidrélisis acida de biomasa microalgal en
autoclave debido a las condiciones estandar de operacion de 120-121°C, siendo la concentracion
del acido, la carga orgénica y el tiempo de reaccion parametros ajustables del proceso (Camargo,
2024; Chng et al., 2019; Hammann et al., 2024; Ho et al. 2013). Ademas, Hammann et al. (2024)
afirma que la optimizacion de este proceso puede alcanzar rendimientos de hasta 91% en la
extraccion de carbohidratos. Una estrategia prometedora en el pretratamiento de biomasa
microalgal para la produccion de bioetanol.

1.6. Fermentacion alcohdlica de hidrolizado de microalgas

Una vez obtenida la solucion rica en azucares fermentables estos son transformados en bioetanol
mediante el proceso de fermentacion alcoholica, un proceso anaerobio llevado a cabo por
microorganismos. En su mayoria se emplean levaduras como Saccharomyces cerevisiae o Pichia
stipitis, aunque también algunas bacterias como Zymomonas mobilis o Escherichia coli

genéticamente modificada (El-Dalatony et al., 2017; Harun et al., 2014).

El mecanismo bioquimico de la fermentacion alcohdlica consiste en tres reacciones principales.

Comienza con la glucolisis, donde una molécula de glucosa (CeH1206) es transformada en dos
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moléculas de piruvato (CHsCOCOOQO"), produciendo a su vez la reduccion de dos moléculas de
difosfato de adenosina (ADP) a dos moléculas de ATP, asi como la reduccion de dos moléculas
de dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD™) a dos moléculas de NADH. En este proceso
también se produce agua (H20) e iones hidrégeno (H*) (Chandel, 2021; Cuellar et al., 2015):

Ecuacién 2

CoHy,0s + 2NAD* + 2ADP + 2Pi — 2CH;COCOO™ + 2NADH + 2H* + 2ATP + 2H,0

Posteriormente se da la descarboxilacion del piruvato, donde cada molécula de piruvato es
convertida en acetaldehido (CH3CHO) por la enzima piruvato descarboxilasa, que requiere
tiaminpirifosfato (TPP) y Mg?*, liberando a su vez CO, (Carbonero, 1975; Cuellar et al., 2015):

Ecuacion 3
CH,C0C00- + H+ M9 CHLCHO + cO,
Después, el acetaldehido se reduce a ion etanol (CH3CH.O") mediante la coenzima NADH
producida en el proceso de glucolisis, generando también NAD™. Finalmente, el ion etanol se
protona para producir etanol (CHsCH2OH). Esta reaccion es catalizada por la enzima alcohol
deshidrogenasa (Carbonero, 1975; Cuellar et al., 2015):

Ecuacién 4

CH3;CHO + NADH + H* - CH;CH,0H + NAD*

De tal manera que, en la reaccién global de la fermentacion alcohdlica, los microorganismos a
partir de una molécula de glucosa producen dos moléculas de etanol y dos moléculas de CO2 como
subproducto (Cuellar et al., 2015):

Ecuacién 5

levadura

CoHy,05 —— 2CH5CH,0H + 2C0,

Al respecto Carbonero (1975) menciona que diferentes tipos de carbohidratos pueden ser
utilizados por microorganismos como sustrato fermentable, desde hexosas como glucosa y

fructosa; disacaridos como maltosa y sacarosa y polisacaridos como almidén y celulosa. También
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indica que la seleccidon de levaduras a nivel industrial se realiza con base en el tipo de carbohidrato
que actGa como sustrato inicial, Candida utilis se emplea frecuentemente en la fermentacion de
pentosas, mientras que S. cerevisiae en la de hexosas, y Candida pseudotropicalis en la de lactosa,
alcanzando rendimientos de alcohol superiores al 90% en cepas caracterizadas por su gran

tolerancia alcohdlica.

La produccion comercial de bioetanol se basa principalmente en el uso de S. cerevisiae, siendo
una tecnologia plenamente establecida (El-Dalatony et al., 2017). Esta especie tiene la capacidad
de producir y acumular altas concentraciones de etanol, asi como metabolizarlo por respiracion a
través de las rutas de gluconeogénesis y glioxilato. Sin embargo, esto ultimo debe evitarse para
lograr mayores eficiencias de etanol (Romero et al., 2021). Algunas otras ventajas son su alta
eficiencia en la fermentacion de hidrolizados celulésicos y hemicelulésicos y su capacidad de
crecer y sostener la fermentacion en ausencia de oxigeno, lo que la hace especialmente adecuada

para procesos industriales (EI-Dalatony et al., 2017; Zhang et al., 2023).

En los Gltimos afios se ha propuesto el uso de levaduras no convencionales o nativas debido a que
poseen ciertas propiedades de interés tecnoldgico, tales como el aprovechamiento de sustratos
complejos y de bajo costo para su nutricion, asi como su tolerancia al estrés, a compuestos
inhibidores de la fermentacién y a condiciones ambientales extremas (Radecka et al., 2015). Al
respecto, Sousa et al. (2021) reporta la metabolizacion efectiva de carbohidratos y acidos organicos
por el género de relevancia emergente Cyberlindnera, destacandose Cyberlindnera jadinii como
una especie capaz de crecer en diversos sustratos y en un amplio rango de temperatura, ademas de
asimilar diferentes azlcares como arabinosa, D-xilosa, glucosa, sacarosa y rafinosa y presentar

tolerancia a las alteraciones ambientales que ocurren en el transcurso del proceso fermentativo.

C. jadinii es una levadura que puede reproducirse sexualmente a partir de un solo individuo
(Kurtzman, 2011), pertenece al filo Ascomycota, subfilo Saccharomycotina, clase
Saccharomycetes, orden Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae y género
Cyberlindnera. Cabe mencionar que, C. utilis, como también se le ha denominado en algunos
estudios, es su estado anamorfo que representa la etapa asexual de un hongo, mientras que C.

jadinii es el estado teleomorfo que especifica la etapa sexual del mismo hongo (Deak, 2007).
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Ademas de la seleccion del microorganismo fermentador, se ha reportado que la produccion de
bioetanol esta sujeta a diversos parametros operativos, principalmente la concentracion del indculo
(3-15% v/v), la concentracion de azucares fermentables (2-18 g/L), la velocidad de agitacion (120-
180 rpm), la temperatura (28-32°C), el pH (5-6.5) y el tiempo dptimo de fermentacion (4-48 horas)
(Camargo, 2024; Chng et al., 2019; EI-Mekkawi et al., 2019; Ho et al., 2013; Megawati et al.,
2022; Romero et al., 2021; Silva et al., 2018; Shokrkar et al., 2017; Phwan et al., 2019).

Una de las técnicas més aplicadas en la optimizacion del proceso de fermentacion es el ajuste de
la concentracion del in6culo del microorganismo a usar (Shokrkar et al., 2017). Silva et al. (2018)
informd el alcance de la concentracion maxima de etanol a las 2.5 horas de fermentacion de
hidrolizados de microalgas aplicando un inéculo de 12.5 g/L de un consorcio de S. cerevisiae y P.
stipitis en comparacion con inoculos de 0.1 g/L y 0.5 g/L que requirieron 12 horas. Aunque las
concentraciones finales resultaron las mismas en todos los casos, se comprobd que al aumentar el

indculo inicial aumentd la velocidad de alcance de la concentracién maxima de etanol.

Otro aspecto importante en los experimentos de fermentacion alcoholica de hidrolizados de
microalgas es que se ha demostrado que el 6ptimo rendimiento en la produccion de bioetanol esta
relacionado con un mayor crecimiento celular y consumo de azlcares fermentables en los
hidrolizados (Seon et al., 2020). En varios estudios el seguimiento de azucares fermentables se
lleva a cabo con la determinacion de azUcares reductores (Camargo, 2024; Silva et al., 2018;
Phwan et al., 2019; Shokrkar et al., 2017).

En términos generales, los azucares reductores son carbohidratos que poseen un grupo funcional
aldehido o un grupo cetona libre que puede ser metabolizado por enzimas de levaduras durante la
fermentacidn alcohdlica, presentando una estructura simple y accesible para ellas. Algunos
ejemplos son la glucosa, galactosa, xilosa, arabinosa, maltosa, fructosa y lactosa. Hay azlcares
que, aunque no son reductores, pueden considerarse fermentables a través de la intervencion de
enzimas adicionales que liberen un grupo funcional reductor antes de fermentar, como es el caso

de la sacarosa (Zoecklein et al., 1990).
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1.7, Estandarizacion del proceso de obtencion de bioetanol

En funcion de las limitantes que presenta la produccion de bioetanol a partir de biomasa microalgal
como una tecnologia técnica y econdmicamente viable a gran escala, surge la necesidad de
establecer procedimientos operativos uniformes que reduzcan la variabilidad de los rendimientos
obtenidos en el proceso de manera general. Si bien la literatura reporta una eficiencia competitiva
en la acumulacion de carbohidratos durante el cultivo de microalgas, asi como en su extraccion y
conversion en azucares fermentables a través del pretratamiento de la biomasa y la posterior
produccion de bioetanol mediante la fermentacion alcohdlica, se observa una gran variacion en las

condiciones experimentales empleadas.

En este sentido la estandarizacion del proceso se considera indispensable para garantizar la validez
y confiabilidad de la metodologia, generar conocimiento cientifico, reducir errores sistematicos y
lograr la optimizacién del uso de recursos y costos operativos (Jain & Kumar, 2024). En un
contexto tecnologico también se busca disminuir el consumo de energia y la generacion de
residuos, mientras se mejora la calidad del producto final (Gonzélez et al., 2020b), en este caso,

bioetanol.

La estandarizacion puede explicarse como la definicién y documentacion de caracteristicas
especificas para adaptar un proceso a un modelo o patrén (Yi et al., 2025), por lo que el analisis
de la variabilidad experimental es un factor clave en el establecimiento de las condiciones 6ptimas
de la obtencion de bioetanol a partir de biomasa microalgal. Como referente, Guzman (2014) a
través de un estudio metodoldgico de la produccion de bioetanol a partir de mucilago de café
propuso un protocolo claramente detallado sobre los procesos de tratamiento, pasteurizacion,

fermentacion y destilacidn, optimizando asi la operacion de una planta de biocombustibles.

En términos de la obtencion de bioetanol a partir de biomasa microalgal es importante definir los
parametros metodoldgicos a lo largo de todas las etapas del proceso. Esto contempla la seleccion
de la especie microalgal y las condiciones de cultivo que determinan la productividad y el
contenido de carbohidratos, los métodos de cosecha y acondicionamiento de la biomasa, los
parametros de pretratamiento que promueven la liberacion de azucares fermentables, asi como las

condiciones de fermentacion alcohdlica que influyen en la eficiencia de conversion a bioetanol.
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1.8. Sostenibilidad y economia circular en la produccion de bioetanol a partir de

microalgas cultivadas en agua residual

La produccion de bioetanol a partir de microalgas cultivadas en agua residual puede enmarcarse
en los principios de economia circular, una clave en el cumplimiento de politicas pablicas y marcos
regulatorios internacionales orientados al desarrollo sostenible (Khanna et al., 2022). En este
sentido es conveniente el analisis del alcance de esta tecnologia en la solucion de las problematicas
que comprometen el equilibro ambiental, social y econdémico que integran el concepto de
sostenibilidad.

La sostenibilidad fue definida por la Organizacion de las Naciones Unidas (1987) como la
satisfaccion de las necesidades del presente que no compromete la capacidad de las futuras
generaciones para satisfacer sus propias necesidades. A su vez, la Agencia de Proteccion
Ambiental de EE. UU. (2025) explica la sostenibilidad a partir del principio de que lo que se
necesita para la supervivencia y bienestar depende directa o indirectamente del entorno natural, de
manera que es necesario establecer condiciones que permitan la armonia productiva entre los
humanos y la naturaleza. Este concepto comprende el equilibrio de tres dimensiones: ambiental,
enfocada a la preservacion de recursos naturales y ecosistemas; social, orientada a la calidad de
vida e integracion social, y econémica, dirigida hacia la eficiencia y viabilidad de actividades
productivas a largo plazo (Purvis et al., 2019). Al respecto, también se destaca el desarrollo
sostenible como el conjunto de politicas, estrategias y modelos de accién necesarios para lograr la
sostenibilidad como un objetivo final (Mensah, 2019).

La produccion de bioetanol a partir de biomasa microalgal cultivada en agua residual esta
relacionada con el cumplimiento de la Agenda 2030 para el Desarrollo Sostenible (Organizacion
de las Naciones Unidas, 2015) de la que México es pais miembro, respondiendo a los Objetivos
de Desarrollo Sostenible (ODS) especificamente a través del tratamiento de aguas residuales
mediante la fijacion de nutrientes, metales pesados y contaminantes organicos por el cultivo de
microalgas (ODS 6.3), la utilizacion de biomasa microalgal como fuente de energia renovable
(ODS 7.2), la modernizacion de infraestructura en las plantas de tratamiento para la
implementacion de la produccion de biomasa microalgal (ODS 9.4), el fomento del modelo de
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economia circular al transformar una corriente de residuos en un producto de valor (ODS 12.5) y

la reduccion en las emisiones de GEI al sustituir combustibles fosiles (ODS 13.2).

En algunas ocasiones el término de sostenibilidad se emplea indistintamente de la sustentabilidad
sin embargo es importante diferenciarlos por la magnitud de su ambito. Como ya se comento, la
sostenibilidad esta dirigida hacia la armonia de la dimensién ambiental, social y econdmica a largo
plazo. No obstante, la sustentabilidad tiene una perspectiva operativa asociada a la capacidad de
un sistema de autoabastecerse mediante la regeneracion de sus insumos Yy la gestion eficiente de
sus residuos, por lo que su alcance se limita a la dimension ambiental y en ciertos casos econémica
(Zarta, 2018).

La produccion de bioetanol a partir de biomasa microalgal cultivada en agua residual, como
tecnologia, se considera sustentable ya que su enfoque es principalmente ambiental y econémico
debido al aprovechamiento de corrientes de residuos renovables (aguas residuales), su tratamiento
para mejorar la calidad del agua y la simultanea produccién de microalgas y obtencidn de un
bioproducto (bioetanol) altamente valorizable. No obstante, de manera aplicativa y con una
perspectiva a largo plazo, su contribucién a las tres dimensiones de la sostenibilidad constituye
una estrategia fundamental para el desarrollo sostenible pues orienta las précticas productivas
hacia la reduccion de impactos ambientales, mejorar la calidad de vida y sostener los sistemas

econdmicos a través de la innovacion tecnoldgica y la economia circular.

En cuanto a la economia circular, esta se define como un modelo de produccién y consumo que
implica el uso responsable y ciclico de recursos, materiales y productos existentes en el sistema
productivo todas las veces que sea posible para crear un valor afiadido, promoviendo la
minimizacién de la generacion de residuos desde el disefio de bienes y servicios y la
desvinculacion del crecimiento econémico del uso de los recursos naturales. Al respecto se
establecen diez estrategias de economia circular en un marco R: rechazar, repensar, reducir, reusar,
reparar, reacondicionar, remanufacturar, readaptar, recuperar y reciclar (Ministerio de Ambiente y

Energia, s.f.; Moraga et al., 2019; Parlamento Europeo, 2023).

La produccion de bioetanol a partir de biomasa microalgal cultivada en agua residual actua, a su
vez, en el marco de economia circular a través de la potencial sustitucion de combustibles fosiles

por biocombustibles renovables (rechazar); la integracion del tratamiento de aguas residuales con
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la produccidn energética en un sistema unificado (repensar); el retso del agua residual como medio
de cultivo para las microalgas (reusar) y la fijacion de nutrientes presentes en las aguas residuales
principalmente nitrogeno y fdésforo en las microalgas, asi como su aprovechamiento en la
produccion de energia renovable (recuperar y readaptar) (Dominguez, 2018; Wang et al., 2017).
A su vez, se puede incluir la estrategia de reciclar ampliando el enfoque de esta tecnologia a traves
del uso de la biomasa residual de la obtencion de bioetanol para la produccion de biocombustibles

gaseosos (biogés y biohidrdgeno) (Jimenez & Castillo, 2021).

En relacion con lo anterior, diversos estudios han orientado sus investigaciones hacia el desarrollo
de sistemas de biorrefineria, donde no se limita el uso de la biomasa a la produccién de un solo
biocombustible, sino que se busca el aprovechamiento de las porciones residuales para la
obtencion de numerosos bioproductos de valor a través de procesos en serie, consolidando asi la
viabilidad econdmica de la produccion de biocombustibles de tercera generacion, la principal
barrera en su implementacion a gran escala. Sin dejar de lado la importancia de su compromiso
con la minimizacién de impactos ambientales y la mitigacion del cambio climatico (Dasan et al.,
2019; El-Dalatony et al., 2017; Gonzélez et al., 2020a; Hammann et al., 2024; Jimenez & Castillo,
2021).

Cabe mencionar que, para comprender y delimitar los alcances de la economia circular, la
Comision Europea (s.f.) ha establecido un marco de seguimiento basado en indicadores de
economia circular clasificados en 5 categorias, dentro de las que son aplicables para la produccion
de bioetanol a partir de biomasa microalgal cultivada en agua residual: 1. Produccién y consumo:
la productividad de los recursos. 2. Gestion de residuos: las tasas de reciclaje para corrientes de
residuos especificos. 3. Materias primas secundarias: la tasa de uso circular de materiales vy el
comercio de materias primas reciclables. 4. Competitividad e informacion: la promocion de
procesos industriales innovadores, asi como la inversion privada, el empleo y el valor afiadido
bruto relacionados con los sectores de economia circular. 5. Sostenibilidad y resiliencia globales:
la huella de consumo, las emisiones de GEI derivadas de las actividades productivas y la
autosuficiencia de materias primas seleccionadas para la produccion (D’Adamo et al., 2024). Por
lo que para evaluar la eficiencia de este proceso en su contribucion a la economia circular resulta

pertinente la determinacion de estos indicadores.
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Il. ANTECEDENTES

La produccidn de bioetanol a partir de microalgas ha sido ampliamente investigada. Sin embargo,
en la mayoria de los estudios se emplean sistemas cerrados y en condiciones estériles para el
cultivo de microalgas, controlando su composicion bioldgica y utilizando medios de cultivo
sintéticos que, generalmente, resultan en un alto contenido de carbohidratos aprovechables para la
obtencion de bioetanol. Este factor es clave en la determinacion del rendimiento global del proceso,
por lo que es pertinente analizarlo en condiciones ambientales reales, haciendo uso de aguas
residuales como medio de cultivo. Esto permite comprender de manera precisa los alcances de la
tecnologia y, en particular, identificar las areas de oportunidad orientadas a la optimizacién del

proceso, con el fin de lograr un rendimiento global ambiental y econémicamente satisfactorio.

Al respecto, en la Tabla 1 se muestra la composicion bioquimica (carbohidratos, lipidos y
proteinas) de cultivos de Scenedesmus y Desmodesmus bajo distintas condiciones de crecimiento,
donde se observa que los cultivos crecidos en aguas residuales presentan un menor contenido de
carbohidratos (6-16% en peso seco de biomasa) respecto a los que fueron enriquecidos con medio
nutritivo sintético (21-55%), a excepcion de Alves et al. (2021) que obtuvo una porcentaje de hasta

44% de carbohidratos empleando aguas residuales como fuente de nutrientes.

26



Tabla 1. Composicion bioquimica (carbohidratos, lipidos y proteinas) de microalgas

Es_pemes de Condiciones de cultivo CHO (%)*  Lipidos (%)* Proteinas (%0)* Referencia
microalgas
Medio nutritivo sintético. .
Desmodesmus sp.  Fotobiorreactor de placa plana Srlrgm &
' - 25.4 125 SD Seenivasan
VIT continua (PBR).
L e (2015)
Iluminacion artificial.
Medio nutritivo sintético.
. Fotobiorreactor de placa plana Silva et al.
S. obliquus continua (PBR). 459+ 45 25.34 £ 0.64 33.63 £ 4.04 (2018)
Huminacion artificial
. Medio nutritivo sintético. .
. @IS LNMEX Fotobiorreactores (2L). 55.4 22.6 20.2 Shgln et al
393 L et (2019)
Iluminacion artificial.
Medio nutritivo sintético. Oraby et al
Scenedesmus sp. Matraces (0.5L). 22 SD SD y '
o e (2023)
Iluminacion artificial.
Medio nutritivo sintético. Bomer &
DESREESE A5 Iluminacién artificial. 2163 32+ 34 50+0.9 Leverett (2024)
Medio nutritivo sintético.
Fotobiorreactor de placa plana Uguz et al.
Scenedesmus sp. continua (PBR) 10 L. 54 34.8 SD (2025)
Iluminacion artificial.
Consorcio con Agua residual municipal.
. : . Romero et al.
predominancia de  Fotobiorreactores de PET (5L) 7.0£0.9 SD SD
NS o (2021)
Scenedesmus sp. lluminacion artificial
Consorcio con Agua residual municipal. Gonzalez et al
predominancia de Reactores (10 L). 14.3£ 0.9 11.240.4 26+0.5 '
L g (2021)
Desmodesmus sp. lluminacién artificial
LAl G Agua residual municipal
predominancia de g pal. 15.7 3.8 334 Castafio (2015)
. HRAP
S. obliquus
Consorcio con Agua residual municipal.
. . Alves et al.
predominancia de HRAP (30 L). 6-44 3-7.5 SD
L . (2018)
Scenedesmus sp. lluminacién artificial
Consorcio con
predominancia de Agua residual municipal. Nava et al
Desmodesmus sp., HRAP (30 L). 11.7£15 6.1+0.2 30+£0.4 '
L e (2021)
Scenedesmus sp. y lluminacién artificial
S. obliquus.
Consorcio con . -
predominancia de Agua residual municipal. Camargo
Desmodesmus sp. HRAP (30 L). 6.33-8.57 SD SD (2024)

y S. obliquus lluminacion natural y artificial

*% en peso seco de biomasa

CHO: carbohidratos

SE: sin especificar

SD: sin determinar

PET: tereftalato de polietileno
HRAP: reactores algales de alta tasa
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Otro factor determinante en la produccion de bioetanol a partir de biomasa microalgal corresponde
a la extraccion de carbohidratos y su conversién en azucares simples susceptibles de ser
fermentados en una etapa posterior. La hidrdlisis &cida es un método comunmente utilizado para
este fin, Ho et al. (2013) empleo hidrdlisis acida en autoclave (121°C, 20 min) de un cultivo de S.
obliquus (CNW-N) con H2SO4 2% v/v obteniendo un rendimiento de glucosa del 96-98%, ademas
determind una eficiencia de hidrolisis similar entre el uso de biomasa himeda y biomasa seca,
recomendado omitir el proceso de secado para la disminucion de costos operativos. A su vez, bajo
condiciones analogas de hidrolisis en autoclave (H2SOs 2% v/v, 120°C, 30 min), Sanchez et al.
(2017) logro la recuperacion mas alta de carbohidratos correspondiente al 95% empleando una
carga de biomasa de 100 g/L de Desmodesmus sp., su estudio comprendid la variabilidad de H2SO4
(0.5-4% vl/v), carga de biomasa (25-100 g/L), asi como temperatura (60-120°C) y tiempo en
autoclave (15-60 min).

Por su parte, Silva et al. (2018) alcanz6 la recuperacién de carbohidratos entre 70-80% utilizando
H2S04 3% v/v, 120°C y 30 min en autoclave, asi como una carga optima de biomasa de 50 g/L de
S. obliquus, indicando que al exceder tal carga de biomasa se produjo una viscosidad que limito la
extraccion de carbohidratos. En su caso, comparé la efectividad del acido clorhidrico frente al
acido sulfarico en la hidrolisis &cida, resultando H>SO4 el méas adecuado para la obtencion de
azucares reductores. De manera general, en los estudios de hidrdlisis acida de biomasa microalgal
se observa una mayor extraccion de carbohidratos y conversion en azlcares reductores, asi como
una menor produccion de compuestos inhibidores de la fermentacion al emplear HoSO4 1-3% v/iv
en un sistema de hidrolisis en autoclave (120°C-121°C, 20-30 min), recomendado por su eficiencia
y practicidad (Camargo, 2024; EI-Mekkawi et al., 2019; Hammann et al., 2024; Ho et al., 2013;
Sanchez et al., 2017; Silva et al., 2018; Tu et al., 2026)

En el caso particular de Romero (2019) que empled un sistema de hidrolisis de reflujo por
enfriamiento, el uso de H2SO4 5% v/v a 90°C durante 120 min resulté en la recuperacion del 70%
de carbohidratos y 81% de conversidn en azUcares reductores de un consorcio microalgal con
predominancia de Scenedesmus sp. Sin embargo, Camargo (2024) que profundizoé en el estudio de
un consorcio microalgal con predominancia de Desmodesmus sp. y S. obliquus, determino la
obtencion de una mayor cantidad azucares reductores al emplear H.SO4 2.7% v/v frente a H2SO4

5% v/v en un sistema de hidrdélisis en autoclave (120°C, 25 min), infiriendo que una mayor
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concentracion de acido promueve la formacion de compuestos inhibidores y, con ello, la limitacion
de la recuperacion de azucares reductores. No obstante, en este estudio la biomasa fue sometida a

un pretratamiento con ozonacién que incremento la eficiencia de la recuperacién de azucares.

Respecto a la fermentacion de azlcares reductores y la obtencién de bioetanol a partir de
microalgas, Sanchez et al. (2017) emple0 S. cerevisiae como microorganismo fermentador a una
densidad oOptica medida a 600 nm (DOsoo nm) de 0.25 en hidrolizados de Desmodesmus sp.
produciendo 0.23 g etanol/ g biomasa a las 30 horas de fermentacion comprobando la eficiencia
de esta levadura, la cual es ampliamente utilizada en la industria fermentativa (Hossain & Mabhlia,
2019). De manera similar, Chng et al. (2019) recuper6 0.21 g etanol/ g biomasa con el uso de
Saccharomyces diastaticus en hidrolizados de Scenedesmus dimorphus (UTEX 1237), en este
estudio se observo un mejor rendimiento de etanol a las 24 horas de fermentacion respecto a las
48 horas, pues se detectdé una disminucion en el contenido de etanol al prolongar el tiempo de
reaccién sugiriendo que, al agotarse los carbohidratos disponibles en el medio, las levaduras lo
consumieron para su propio crecimiento. A su vez, Ho et al. (2013) utiliz6 Z. mobilis a una DO de
2.0 obteniendo 0.21 g etanol/g biomasa de S. obliquus (CNW-N) en un tiempo de 4 h, lo que indica
que la reduccidn del tiempo de fermentacion resulta una opcion viable para optimizar el proceso

de obtencién de bioetanol.

En cuanto al uso de microalgas cultivadas en aguas residuales la productividad de bioetanol es
significativamente menor, esencialmente por la baja acumulacién de carbohidratos en los cultivos,
Romero (2019) reporta 0.022 g etanol/g biomasa de un consorcio microalgal con predominancia
de Scenedesmus sp. con un contenido inicial de carbohidratos equivalente al 7% en peso seco de
biomasa, para el que emple6 Candida sp. como microorganismo fermentador a una DOgoo nm de
0.1, presentando un tiempo 6ptimo de 30 h de fermentacion equivalente a la produccion de 0.46 g
de etanol/ g glucosa. Por su parte, Camargo (2024) que utilizd un consorcio microalgal con
predominancia de Desmodesmus sp. y S. obliquus con un contenido inicial de 8.6% de
carbohidratos, registra 0.066 g etanol/ g biomasa a las 8 horas de fermentacion utilizando C. utilis
a una DOeoo nm de 0.1. En contraste, EI-Mekkawi et al. (2019) obtuvo 0.188 g etanol/g biomasa a
las 44 horas de fermentacion de un cultivo con predominancia de Microcystis sp. desarrollado en

aguas residuales sin embargo la mayor productividad en este caso se atribuye a la elevada
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acumulacién inicial de carbohidratos, correspondiente al 45%, asi como al empleo de S. cerevisiae

como levadura fermentativa.

En conjunto, estudios previos han demostrado el potencial de la biomasa microalgal para la
produccion de bioetanol de tercera generacion integrando el uso de aguas residuales como medio
de cultivo. No obstante, la literatura indica una limitada estandarizacion de los parametros
asociados a la hidrolisis como método de pretratamiento de la biomasa, asi como al
aprovechamiento de los carbohidratos microalgales, ademas de presentar una variabilidad
significativa en los rendimientos reportados. Dicha inconsistencia metodoldgica dificulta la
comparacion de resultados y, con ello, la evaluacion integral del proceso desde un enfoque de
sostenibilidad y economia circular. A partir de lo anterior, el presente estudio resulta relevante al
aportar datos sistematizados que fortalecen la base cientifica orientada a la optimizacion del
proceso Yy a la viabilidad de su escalamiento en la produccion de bioetanol de tercera generacion.
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II. OBJETIVOS E HIPOTESIS
1.1 Objetivo general

Estandarizar el proceso de obtencidén de bioetanol a partir de microalgas cultivadas en agua
residual, afinando la metodologia experimental tanto para el pretratamiento con hidrdlisis acida
como para la fermentacion alcoholica, con el fin de establecer un patron de repetibilidad en la

totalidad del proceso.
11.2. Obijetivos especificos

Promover la liberacion de carbohidratos contenidos en biomasa microalgal y su conversion en
azucares reductores mediante el pretratamiento con hidrolisis &cida, aplicando dos diferentes
concentraciones de H2SO4 (2.7% viv y 5% Vv/v).

Afinar el proceso de fermentacidén alcoholica para el aprovechamiento de los azucares
reductores obtenidos de la biomasa hidrolizada utilizando la levadura C. jadinii.

Establecer un patron de agotamiento de azUcares reductores en el proceso de fermentacion
alcoholica con base en la concentracion del inoculo.

Determinar el rendimiento de la obtencion de bioetanol mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC).

Comprobar la repetibilidad del proceso para la obtencién de bioetanol bajo las condiciones

experimentales propuestas.

11.3. Hipdtesis

La estandarizacion del proceso para la obtencion de bioetanol a partir de biomasa microalgal
permitird establecer un patron especifico para la extraccién de carbohidratos totales durante la
hidrolisis acida, asi como un patrén para el agotamiento de azUcares reductores en la etapa de

fermentacidn alcohdlica, asegurando de este modo la repetibilidad del proceso experimental.

31



V. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
V.1 Metodologia general para la obtencién de bioetanol

En este estudio se llevo a cabo la obtencién de bioetanol a partir de biomasa microalgal cultivada
en agua residual a través de una metodologia general (Figura 1) que consistié en el cultivo de
microalgas en agua residual, la cosecha y secado de biomasa microalgal, el pretratamiento de la
biomasa microalgal con hidrolisis &cida, la reactivacion de la levadura C. jadinii como
microorganismo fermentador, la preparacion del inoculo de levadura para el proceso de
fermentacion, la fermentacion alcohdlica y la determinacién de la obtencion de bioetanol por

cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).
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Figura 1. Diagrama de la metodologia general para la obtencion de bioetanol.

YPD: yeast peptide dextrose (levadura peptona dextrosa)
V.2 Métodos analiticos de cuantificacion

Los métodos analiticos de cuantificacion indicados en la Tabla 2 se utilizaron para la
determinacion de la extraccion de carbohidratos totales (CHO) de la biomasa microalgal
recuperada del cultivo, asi como la conversion de CHO en azUcares reductores (sacarificacion) y
su agotamiento durante la fermentacion alcoholica. También se llevé a cabo la cuantificacion de
s6lidos suspendidos totales (SST) con la finalidad de determinar el contenido de CHO en % en

peso seco de la biomasa microalgal y la concentracion del inoculo de la levadura C. jadinii en la
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etapa de fermentacion alcohdlica. A su vez, se realizd la medicion de pH para el ajuste del
sobrenadante de la hidrolisis acida de biomasa microalgal (hidrolizado) a pH de 6.5 requerido en

la etapa de fermentacién alcoholica.

Tabla 2. Métodos analiticos de cuantificacion. Adaptado de Camargo (2024)

Parametro Método Técnica Referencia

Colorimétrico.
Fenol-sulfrico
(Anexo A)

Absorbancia a 490 nm.
Espectrofotdmetro Hach DR 3900

Carbohidratos .

totales (CHO) DuBois et al. (1956)

CoJorimétrico.
Acido 3,5-

Azlcares L et Absorbancia a 540 nm. .
dinitrosalicilico. . Miller (1959)
reductores Reactivo DNS Espectrofotémetro Hach DR 3900
(Anexo B)
Filtracion con filtros de fibra de
Solidos s vidrio (1.6 pm) i i
suspendidos Gra\2/|5r28tDr|co. Secado a 105°C PR é\(/)\()\gA W
totales (SST) Horno Precision Econotherm
51221126
H Electrométrico. Medicion con potenciémetro APHA-AWWA-WEF
P 4500 HB P (2005)

IV.3. Cultivo de microalgas

La etapa correspondiente al cultivo de microalgas se llevd a cabo en la planta piloto para la
valorizacion de agua residual y produccién de biomasa microalgal - Atzintli, operada por el
Instituto de Ingenieria de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y construida en
colaboracidon con la Universidad de Newcastle, Reino Unido. El cultivo consistid en el crecimiento
de un consorcio microbiano originario del lago Nabor Carrillo ubicado en Texcoco, México, el
cual se alimento con efluentes de dos lagunas facultativas de una planta de tratamiento de aguas
residuales (Gonzalez et al., 2021; Nava et al., 2021; Velasquez et al., 2014). En este estudio, el
consorcio microbiano se cultivé en agua residual municipal procedente de la Planta de Tratamiento
de Agua Residual de la Facultad de Ciencias Politicas y Sociales de la UNAM, que maneja un
efluente biologico secundario. El consorcio microbiano fue caracterizado como parte del
cumplimiento de los objetivos del proyecto “Intensificacion de los procesos para la obtencion de
biocompuestos a partir de agua residual” de los Grupos Interdisciplinarios de Investigacion (GlI)

del Instituto de Ingenieria - UNAM mediante la extraccion y secuenciacion de &cido
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desoxirribonucleico (DNA). En la identificacion se determino la predominancia de las especies

microalgales Desmodesmus sp. y S. obliquus.

Para el cultivo de microalgas se operaron simultdneamente dos reactores algales de alta tasa
(HRAP), uno de 300 L y otro de 1.2 m® (Figura 2), que contenian agua residual en la que
peridédicamente se inoculd un concentrado del consorcio microbiano. La concentracion del indculo
se establecio en 50 mg/L por lo que, con base en la determinacion de SST del concentrado del
consorcio microbiano, se adicionaron 25 mL en el HRAP de 300 L y 100 mL en el HRAP de 1.2m?3
para iniciar el periodo de cultivo. Ambos reactores operaron con agitacién constante para

suministrar aireacion al cultivo y favorecer su crecimiento.

\ > R ]
e
&

Figura 2. Reactores algales de alta tasa (HRAP) de300 Ly 1.2 m3 de cultivo microalgal en
agua residual

\

* T <
aa v N X\

El HRAP de 300 L se manejé como un sistema en continuo, con un TRH de 12 dias. A su vez, el
HRAP de 1.2m3 se manejé por lotes con un TRH de 14 dias. En ambos casos, el TRH se establecio
a partir del monitoreo de los parametros de turbiedad, pH, temperatura, flujo, radiacién incidente
y SST en el que el maximo crecimiento del cultivo y la maxima remocién de nutrientes del agua
residual se alcanzd en el dia 12 y 14, respectivamente. Asimismo, cada tercer dia se compenso la
pérdida de agua por evaporacion.
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V.4, Cosecha y secado de biomasa microalgal

Una vez concluido el TRH, la biomasa microalgal del HRAP de 300 L se concentr6 en bidones de
tereftalato de polietileno (PET) de 10 L mientras que la del HRAP de 1.2 m® se concentrd en una
cisterna de polietileno de alta densidad (HDPE). Al cabo de tres dias se recuper6 la biomasa
sedimentada por gravedad y se filtro, también por gravedad, utilizando tela de algoddn,
formandose una pasta densa de biomasa microalgal que posteriormente fue secada a 40°C

(Gonzélez et al., 2021) por 24 horas en un desecador eléctrico (Figura 3).

-~

Figura 3. Biomasa microalgal para la obtencion de bioetanol en proceso de secado

Posteriormente, se obtuvieron placas de biomasa seca que se fraccionaron hasta conseguir granulos
que, a su vez, fueron triturados en un molino eléctrico hasta obtener un polvo fino con la finalidad
de homogeneizar el tamafio de particula y tener una mayor superficie de contacto en el proceso de
hidrolisis acida, la siguiente etapa experimental. La biomasa recuperada del 5 de marzo al 30 de
julio de 2024 se mezcld y se almacen6 a 4°C en un recipiente con tapa hermética y aluminio, con

el fin de evitar el humedecimiento y garantizar la conservacién hasta su uso.
IV.5. Hidrolisis acida

Como pretratamiento de la biomasa microalgal se llevo a cabo hidrdlisis acida en autoclave por 25
minutos a 120°C (Camargo, 2024), empleando acido sulfurico (H2SO4) 5% v/v (Anexo C) y una
concentracion de biomasa de 100 g/L (Romero, 2019). Cabe mencionar que las muestras sometidas
a hidrdlisis fueron seleccionadas mediante el cuarteo de la totalidad de la biomasa almacenada
(Figura 4).
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Figura 4. Cuarteo de la biomasa microalgal para la seleccion de muestras a hidrolizar

Se generd una reserva suficiente de muestras hidrolizadas para las pruebas de fermentacion. En la
Figura 5 se observa la preparacion de las muestras a hidrolizar en las que se agregaron 500 mL de
H2S04 5%v/v y 50 g de biomasa seca en cada matraz de 1L.

Figura 5. Preparacion de muestras de biomasa microalgal sometidas a hidrdlisis acida

Estas muestras fueron introducidas en la autoclave por 25 minutos a partir de alcanzar una presion

de 18 psi y una temperatura de 120°C (Figura 6).
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iomasa microalgal en autoclave

Figura 6. Hidrolisis &cida de

Una vez concluida la hidroélisis, la manipulacién del resto del experimento se realizO en
condiciones de asepsia que comprenden el uso de un mechero de Fisher, la esterilizacion del
material utilizado, la desinfeccion del area de trabajo y el lavado de manos. De esta manera se
homogeneizaron las muestras hidrolizadas en una jarra de plastico y se distribuyo el contenido en

matraces de 1L que fueron almacenados a 4°C hasta las pruebas de fermentacion.

Para cada prueba de fermentacion, se tomé un matraz de la reserva y se separ6 el sobrenadante
(hidrolizado) de la biomasa residual centrifugando por 15 minutos a 1500 RCF (fuerza centrifuga
relativa). Después se realizo el ajuste de pH del hidrolizado llevandolo a un pH de ~6.3 utilizando
hidroxido de sodio (NaOH) 5M (Anexo C). Para un volumen de 700 mL de hidrolizado se
agregaron 200 mL de NaOH 5M. Posteriormente se retiraron las sales producidas por la
neutralizacion bajo las mismas condiciones de centrifugacion. Finalmente se verifico que el
hidrolizado se encontrara en un pH de 6.5+0.05. A su vez, se realizaron tres lavados de la biomasa
residual de hidrélisis acida con agua destilada para el analisis del balance de la extraccion de CHO

correspondiente.

IV.6. Reactivacion de la levadura C. jadinii y preparacion del in6culo para la

fermentacion alcohdlica

La levadura C. jadinii fue seleccionada para este estudio como microorganismo fermentador de un
conjunto de especies de levaduras previamente aisladas de agua residual proveniente de la Planta
de Tratamiento de Agua Residual de la Facultad de Ciencias Politicas y Sociales de la UNAM. El
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aislamiento e identificacion de las levaduras recuperadas también se llevé a cabo como parte del
cumplimiento de los objetivos del proyecto “Intensificacion de los procesos para la obtencion de
biocompuestos a partir de agua residual” mediante la extraccion de DNA y su posterior
amplificacion por la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR). Para la etapa de
reactivacion del microorganismo fermentador en este estudio, se prepararon cajas Petri con caldo
YPD (50 gL™) y agar bacterioldgico al 2% (Anexo D) y se llevo a cabo la siembra de la levadura

C. jadinii por método de dilucion (Figura 7). Posteriormente se incubd a 28°C por 24 horas.

'n. - - ‘.
e

Figura 7. Siembra por método de dilucién de C. jadinii en cajas Petri.

La resiembra se llevo a cabo cada dos semanas como método de conservacion a corto plazo con el
fin de prevenir la inactividad celular en el cultivo y evitar la contaminacion con otros
microorganismos. Para la conservacion a largo plazo y el mantenimiento de la cepa pura, se sembré
por estria en tubos con agar inclinado (Figura 8) incubados a 28°C por 72 horas y posteriormente

almacenados a 4°C.
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Figura 8. Siembra por estria de C. jadinii en tubo de agar inclinado

A su vez, en cada prueba experimental, se resembré la levadura y se incubé a 28°C por 24 horas.
Una vez crecida la cepa, se sembré una asada del cultivo en 50 mL de caldo YPD (50 gLt) (Anexo
D) y se incubd a 29°C por 12 horas suministrando agitacion constante de 120 RPM (revoluciones
por minuto). Posteriormente se separo la levadura del caldo YPD por centrifugacion a 2180 RCF
durante 20 minutos, realizando tres lavados posteriores con agua de dilucion (Anexo D) para retirar
residuos del medio de cultivo. Por ultimo, la pastilla de levadura concentrada se suspendi6 en 10

mL de agua de dilucién para su uso como indculo en la etapa de fermentacion.

El in6culo de la levadura C. jadinii para la fermentacion alcohdlica se establecié con base en el
estudio de Romero et al. (2021) donde el hidrolizado se enriquecid con células de levadura a una
densidad 6ptica medida a 600 nm (DOsoo nm) de 0.1, esto a su vez corresponde a una densidad
celular de 3x10° celmL™ (Romero, 2019). Por lo que, para este estudio, se realizaron diluciones
de la levadura concentrada de 1:10, 1:100 y 1:1000 con agua de diluciéon en un volumen total de
10 mL y se determind la DOsoo nm por espectrofotometria (Tabla 3). A partir de lo anterior, se
establecio el volumen del indculo a utilizar en la fermentacion tal como se muestra en la memoria

de calculo a continuacion.
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Tabla 3. Diluciones de la levadura concentrada medidas a 600 nm-Tercera prueba
preliminar (PP3)

Dilucion Levadura concentrada (uL) DOs60onm
1:10 1000 1.375
1:100 100 0.219
1:1000 10 0.024

Se seleccionaron las diluciones 1:100 y 1:1000 correspondientes al rango que contenia una DOsoo

nm de 0.1y se calculd la relacion a partir de la Ecuacion 6,

Ecuacioén 6

v,
ﬁ 0.1 = Viepenooa

Donde,
VLeve: Volumen de levadura concentrada (L)
DOsoonm: densidad Optica medida a 600 nm

VLevepoo.1: Volumen de levadura concentrada requerida para una DOgoonm de 0.1

Considerando que la levadura concentrada fue suspendida en 10 mL y que el volumen de
hidrolizado a inocular en la fermentacion se fijé en 100 mL, el volumen de indculo requerido fue
de 437 pL (Tabla 4).

Tabla 4. Calculo del indculo para una DOsoonm de 0.1 —Tercera prueba preliminar (PPs)

Dilucién VLeveDo0.1 (HL) 10 mL X VLeveD00.1 (|J.|_) 10 mL  Vieveboo.1 (|J.|_) 100 mL

1:100 45.66
1:1000 41.67

43.67 437

Este calculo se realizo para cada prueba de fermentacion. Ademas, con fines de estandarizar la
concentracion del indculo, se determinaron SST y la densidad celular de la levadura concentrada,

ésta ultima de acuerdo con la escala de McFarland (Anexo E).
IV.7. Fermentacion alcoholica.

La fermentacién alcohdlica se llevo a cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de
hidrolizado. El hidrolizado fue inoculado con la levadura concentrada segun el célculo realizado
en el apartado 1V.6. Una vez colocado el inoculo, los matraces se sellaron con papel aluminio y
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papel Parafilm y se incubaron a 28°C por 48 horas suministrando agitacion constante de 120 RPM

en una incubadora New Brunswick Scientific modelo Excella E24 (Figura 9).

Figura 9. Prueba de fermentacion alcohdlica en incubadora con agitacion constante

En el disefio experimental se propuso variar la concentracion del inoculo para comparar el
agotamiento de azucares reductores en las pruebas de fermentacion, estas se clasificaron en tres
pruebas preliminares, cinco pruebas de estandarizacidon y cuatro pruebas complementarias tal

como se indica en la Tabla 5.
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Tabla 5. Disefio experimental para las pruebas de fermentacion alcohdlica

Pruebas experimentales Concentracidn del indculo (DOeoonm)

PPy
Pruebas preliminares PP,

PP3 0.1 0.2 0.5
PE;
PE;

Pruebas de estandarizacion PE; 0.1 0.2 0.5
PE4
PEs
PCy
. PC;

Pruebas complementarias 0.5

PCs
PC,

0.05 0.1 0.15

En cada prueba de fermentacion se manejaron dos muestras adicionales, una muestra control de
hidrolizado sin levadura (B-) y otra muestra control de glucosa disuelta en agua de dilucién (B+)
que fue inoculada a una DOsoonm de 0.1 en las pruebas preliminares y las pruebas de
estandarizacion, y a una DOgoonm de 0.5 en las pruebas complementarias.

Para analizar el agotamiento de azUcares reductores se tomaron muestras por duplicado en tubos
Eppendorf de 1.5 mL, estos se centrifugaron por 15 min a 8000 RPM. EIl sobrenadante fue
transferido a tubos Eppendorf que posteriormente se sellaron con papel Parafilm y se almacenaron
a 4°C hasta la determinacion de azucares reductores y a -18°C hasta la determinacion de glucosa

y etanol por cromatografia de liquidos de alta resolucién (HPLC).
IV.8. Determinacion de bioetanol

Para la cuantificacion de la obtencion de bioetanol se llevé a cabo la determinacion de glucosa y
etanol por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en el Instituto de Biotecnologia de la
UNAM. Se empled un muestreador automatico Waters Alliance e2695 Separations Module

(Figura 10) con las condiciones de operacion indicadas en la Tabla 6.
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Figura 10. Equipo de HPLC empleado para la determinacion de glucosa y etanol en el
Instituto de Biotecnologia de la UNAM

Tabla 6. Configuracion de la operacion del equipo de HPLC

Parédmetro Condicién

Columna BioRad AMINEX HPX-87H Organic acid Analyses
Flujo 0.6 mL/min

Fase movil H>SO4 5mM

Temperatura 50°C
Detector IR 16X 30°C / UV/Vis (210 nm)
Inyeccién 10 pL de muestra
Tiempo de corrida 27 min

Para la determinacion de glucosa se utilizé un detector de indice de refraccion (IR) 16 X a 30°C,
mientras que para la determinacion de etanol se utilizo un detector de longitud de onda variable
(UV/Vis) a 210 nm. En el Anexo F se muestran las curvas de calibracion construidas a partir de
soluciones estandar de glucosa y etanol de 0 a 20 g/L.

IV.9. Pruebas complementarias

Con base en las pruebas preliminares y de estandarizacion, se fijaron las condiciones
estandarizadas de la metodologia experimental para la obtencion de bioetanol y se llevaron a cabo
cuatro pruebas complementarias. En la primera prueba complementaria (PC1) la concentracion de
la levadura utilizada como indculo para la fermentacién alcohdlica se fijé en DOgoonm de 0.5 segin

el célculo realizado en el apartado 1V.6, tal como se realiz6 en las pruebas anteriores.
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Sin embargo, en la segunda prueba complementaria (PC>) se establecieron dos variantes. Una de
ellas fue el uso de biomasa microalgal de cultivos de reciente recuperacion (4 de febrero-4 de abril
de 2025) provenientes de la planta Atzintli. La otra variante consistié en establecer la relacion del
indculo en mg de levadura por litro de hidrolizado correspondiente a una DOsgoonm de 0.5, a partir
de la determinacion de SST de la levadura concentrada en 10 mL de agua de dilucion. Asimismo,
se establecio su densidad celular de acuerdo con la escala de McFarland (Anexo E). Lo anterior se
realiz6 con el fin de aumentar la practicidad en el célculo del in6culo para la fermentacion
alcohdlica. Las condiciones estandarizadas de hidrélisis acida y fermentacion alcohdlica se

especifican en la Tabla 7 y la Tabla 8, respectivamente.

Tabla 7. Condiciones estandarizadas de hidrolisis acida-Pruebas complementarias (PC1y

PC2)
Hidrolisis acida
AT Carga organica
sulfarico (g/L) Temp (°C) Tiempo (min)
(Yoviv) g
5.0 100 120 25

Temp: temperatura

Tabla 8. Condiciones estandarizadas de fermentacion alcohdlica-Prueba complementaria 2

(PC2)
Fermentacidn alcohdlica
Tiemoo Indculo
1emp Temp  Agit Voln . . Densidad L
optimo °C)  (rpm) pH (mL) Microorganismo DO celular Concentracion
(h) P fermentador 600nm (celimL)* (MgLev/LHidrolizado)
8 28 120 6.5 100 C. jadinii 0.5 6.7x108 284.5

Temp: temperatura

Agit: agitacion

Voly: volumen de hidrolizado

mgcev: Miligramos de levadura

*Densidad celular establecida de acuerdo con la escala de McFarland (Anexo E)

A su vez, en la tercera y cuarta prueba complementaria (PCs y PCa) se realizaron adecuaciones
experimentales en la hidrolisis acida y la fermentacion alcohdlica, con el fin de analizar de manera
exploratoria si al emplear un acido menos concentrado en la hidrolisis acida se producia una menor
cantidad de compuestos inhibidores de la fermentacion y con ello, un mejor aprovechamiento de
los azucares reductores por la levadura C. jadinii para lograr una obtencion mas eficiente de

bioetanol. Por lo tanto, en estas dos Ultimas pruebas se empled acido sulfarico (H2SO4) 2.7% viv
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en la hidrolisis acida con base en las recomendaciones de Chng et al. (2019) y Camargo (2024).
Ademas, con el fin de reducir la dilucion del hidrolizado durante el ajuste de pH, se afiadieron 10
g de hidréxido de sodio (NaOH) granular a un volumen de hidrolizado de 500 mL sustituyendo el
uso de NaOH 5M, posteriormente se retiraron las sales producidas por la neutralizacion
centrifugando por 15 minutos a 1500 RCF, tal como se realizo en las pruebas anteriores y se

verificé que el hidrolizado se encontrara en un pH de 6.5+0.05.

Respecto a la fermentacion se manejé una muestra de 50 mL de hidrolizado inoculado con la
levadura C. jadinii para cada hora de monitoreo del agotamiento de azlcares reductores 0, 8, 24,
30y 48 horas. El indculo se establecid en una concentracion de 284.5 mg de levadura por litro de
hidrolizado a partir de la relacion establecida en la segunda prueba complementaria (PCy)
correspondiente a una DOsoonm de 0.5. Ademas, las muestras para la determinacion de bioetanol
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) se filtraron en filtros para jeringa de 0.22 pum.
Las muestras filtradas se preservaron a -18°C en viales analiticos de 1.5 mL previamente sometidos
a un proceso de lavado mediante inmersion en agua destilada y secado en horno a 180°C durante

24 horas, para eliminar impurezas y humedad que pudieran alterar el analisis correspondiente.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado se presentan los resultados obtenidos para el proceso de obtencion de bioetanol a
partir de biomasa microalgal cultivada en agua residual. Estos resultados comprenden la extraccion
de CHO y su conversion en azucares reductores (sacarificacion) en la hidrolisis acida, el
agotamiento de azucares reductores y la obtencion de bioetanol durante la fermentacion alcoholica
y, finalmente, la interpretacion del coeficiente de variacion como criterio para evaluar la

consistencia y repetibilidad de los resultados experimentales.
V.1 Extraccion de carbohidratos totales en la hidrolisis acida

La determinacion de la extraccion de CHO se llevo a cabo mediante el analisis de los CHO
contenidos en la biomasa microalgal previa a la hidrolisis acida, asi como los CHO presentes en
el hidrolizado (sobrenadante) y la biomasa residual de la hidrolisis. De acuerdo con los resultados
de las cinco pruebas de estandarizacion (PEi1-PEs) empleando H>SOs 5% v/v, de la biomasa
microalgal con un contenido de 11.12 %m/m de CHO iniciales se logro la extraccion del 74.1%
de CHO, presentes en el hidrolizado. A su vez, se cuantificé el 28.5% de CHO en la biomasa
residual lo que, con el ajuste por desviacion estandar, permite establecer el balance de CHO en la
etapa de hidrolisis (Tabla 9). El analisis de CHO anterior también se llevé a cabo para las dos
pruebas complementarias (PC1 y PC2) empleando H2SO4 5% v/v resultando en la extraccion del
74.3% de CHO, mientras que en la tercera y cuarta prueba complementaria (PCs y PC4) empleando
H2S04 2.7% vlv, se obtuvo una extraccién de CHO correspondiente al 70.0%.

Respecto al contenido de CHO en la biomasa residual, en las pruebas complementarias PCy y PC>
empleando H>SO4 5% v/v se cuantifico el 27.3%, mientras que en las pruebas PCs Y PC,
empleando H2SOs 2.7% v/v se cuantifico el 29.3% que, con los ajustes estadisticos
correspondientes, confirman el balance de CHO en la etapa de hidrolisis &cida. En primera
instancia se observa que se obtuvo una mayor extracciéon de CHO empleando H2SO4 5% v/v en la
hidrolisis acida (74.3%), sin embargo, al comparar con la extraccion de CHO empleando H2SO4

2.7% viv (70.0%) la diferencia no se considera significativa.
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Tabla 9. Extraccion de carbohidratos totales (CHO) en las pruebas de hidrolisis acida

CHO en el hidrolizado CHO ext CHO en BR
P CHOin
e %* g/L X s | eV | % | 1 s | CV | 9*** X s | cv

PE; 8.49 76.4 31.46

PE; 8.45 76.0 24.27

PEs | 1110 841 | 82 | 02 | 3% | 729 | 741 | 20 | 3% | 2791 | 286 | 2.7 | 10%

PE, ' 8.13 73.1 29.87

PEs 7.99 71.9 29.53

PC, 8.24 o | 741 . 28.39 .

e T 1118 o | 83 | 0.1 | 1% | e 743 | 04 | 1% oo 273 | 15 | 5%

PCs 7.94 .. | 695 . 2951 .
—pc, | 1142 sos | 80 | 03 | 3% =g 700 | 0.7 | 1% [—pota—| 293 | 0.3 | 1%

* mgCHO/mgbiomasa

** MYCHOex/mgCHOi,

el mgCHOBR/mgCHOin

Pexp: pruebas experimentales

PE: prueba estandarizada

PC: prueba complementaria

CHOix: carbohidratos iniciales en la biomasa microalgal
CHOgy:: carbohidratos extraidos

CHOgg: carbohidratos en la biomasa residual de hidrdlisis acida
X: media aritmética

s: desviacidon estandar

CV: coeficiente de variacion

V.2. Sacarificacion en la hidrolisis acida

En cuanto a la determinacion de la sacarificacion en la hidrolisis &cida, se llevd a cabo un anélisis
de la conversion de CHO en azucares reductores mediante la cuantificacion de azucares reductores
presentes en el hidrolizado después de realizar el ajuste de pH a 6.5+0.05 (hidrolizado neutro),
considerando el factor de dilucion por ajuste de pH con NaOH 5M. En la Tabla 10 se observa la
estimacion del factor de dilucion a partir del contenido de CHO en el hidrolizado neutro respecto
al contenido de CHO en el hidrolizado previo al ajuste de pH, equivalente al 30.6% en las pruebas
de estandarizacion (PE1-PEs). Esta estimacion se compard con el factor asociado al volumen de
200 mL de NaOH 5M afadidos a un volumen de 700 mL de hidrolizado, lo que equivale a una
dilucion del 28.6%, que representa un ajuste del 7% por desviacion estandar del factor de 30.6%.
En las pruebas complementarias (PC1 y PC>) se observé un factor de dilucion del 34.5% que, con
el respectivo ajuste estadistico respalda los resultados obtenidos en las pruebas de hidrolisis acida.
Respecto a la tercera y cuarta prueba complementaria (PCs y PC4) se anuld el factor de dilucién al
sustituir NaOH 5M con NaOH granular para el ajuste de pH.
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Tabla 10. Dilucién de azucares reductores en el hidrolizado por ajuste de pH

Dilucién por ajuste de pH

Pexp
%> %Dilucién X S Ccv
PE: 71.1 28.9
PE> 69.8 30.2
PE; 69.0 31.0 306 29 9%
PE,4 64.7 35.3
PEs 72.2 27.8
PC, 62.3 37.7
345 45 13%
PC, 68.7 31.3
PCs - - - - -
PC,4 - - - - -

Pexp: pruebas experimentales

PE: prueba estandarizada

PC: prueba complementaria

AR: azlcares reductores

CHOu: carbohidratos en el hidrolizado
CHOun: carbohidratos en el hidrolizado neutro
X: media aritmética

s: desviacion estandar

CV: coeficiente de variacion

* mgCHOuN/mgCHOR

Con base en lo anterior, se ajustd el contenido de azlcares reductores del hidrolizado neutro
considerando un factor de dilucion del 28.6%, con excepcion de las pruebas PCz y PCs. Asi, la
sacarificacién en la hidrolisis &cida se determind a partir de la relacion del contenido de azlcares
reductores en el hidrolizado respecto al contenido de CHO (Tabla 11). En las pruebas de
estandarizacion (PE1-PEs) se obtuvieron 8.5+0.4 g/L de azUcares reductores en el hidrolizado
equivalente al 103.2% de sacarificacion, sin embargo, al considerar el ajuste estadistico
correspondiente, puede fijarse una conversion de CHO en azUcares reductores del 97.7%. En las
pruebas complementarias (PC1 y PC>) la sacarificacion resultd de 100.2%, no obstante, el ajuste
estadistico permite corroborar el resultado previo de sacarificacion. A su vez, en la tercera y cuarta
prueba complementaria (PCs y PC4) donde se anuld el factor de dilucion, se obtuvieron 8.30 g/L
de azlcares reductores equivalentes al 97.9% de sacarificacién. Con base en el analisis de azlcares
reductores al emplear H.SO4 2.7% v/v en la hidrolisis acida (PC3z y PC4) se obtuvo un porcentaje
de sacarificacion ligeramente mayor (97.9%) que al emplear H.SO4 5% v/v (97.7%), sin embargo,

la diferencia se considera nuevamente despreciable en el rendimiento de la sacarificacion.
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En comparacion con estudios previos, Camargo (2024) report6 una concentracion de 1.6 g/L de
azucares reductores en un hidrolizado de microalgas obtenido mediante hidrélisis acida en
autoclave, utilizando una carga organica de 25 g/L. Por su parte, Romero et al. (2021) informaron
la produccion de 5 g/L de azlcares fermentables, principalmente glucosa, a partir de hidrdlisis
acida en un sistema de reflujo por enfriamiento con una carga organica de 100 g/L. Con base en lo
anterior, la combinacién de hidrélisis en autoclave y una carga organica de 100 g/L empleada en
el presente estudio permitio alcanzar 8.5 g/L de azucares reductores, lo que sugiere una mayor
eficiencia del proceso en términos de la sacarificacion de CHO.

Tabla 11. Sacarificacion de carbohidratos totales (CHO) en azUcares reductores en las
pruebas de hidrolisis acida

AR en el hidrolizado AR en el hidrolizado* Sacarificacion
Pexp neutro AR

L) % s CV (L) X s CV CHo: X s CV
PE; 7.00 9.00 106.0
PE, 6.26 8.04 95.2
PE; 641 66 03 5% 825 85 04 5% 1017 1032 55 5%
PE, 6.52 8.39 103.1
PEs 6.85 8.80 110.1
ig gig 65 05 7% ;32 83 06 7% 19054?6 100.2 6.3 6%
PG 800 o0 04 5% ] - ] 1008 1063 84 8%
PCs 8.60 - - - - 111.8 T

*Ajuste correspondiente al 28.6% de dilucién por ajuste de pH
Pexp: pruebas experimentales

PE: prueba de estandarizacién

PC: prueba complementaria

AR: azlcares reductores

ARgy: azUcares reductores en el hidrolizado
CHOu: carbohidratos en el hidrolizado
CHOun: carbohidratos en el hidrolizado neutro
X: media aritmética

s: desviacion estandar

CV: coeficiente de variacion

V.3. Agotamiento de azUcares reductores

En las pruebas de fermentacion alcohdlica se realizo el seguimiento de la cinética del agotamiento
de azucares reductores potencialmente aprovechables en la obtencion de bioetanol. En la primera
y segunda prueba preliminar (PP1 y PP;) se vario la concentracion del indculo en DOsoonm 0.05,

DOsoonm 0.1 y DOgoonm 0.15. En la primera prueba preliminar (PP1) se observa de manera general
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el maximo agotamiento de azucares reductores entre las 6-16 horas del proceso de fermentacion
(Figura 11), en esta prueba el muestreo se realizé a las 0, 2, 4, 6, 16, 20, 24 y 48 horas con fines

exploratorios.

De manera similar y més detallada, en la segunda prueba preliminar (PP2) el muestreo se realizé a
las 0, 2,4, 6,8, 12, 22, 24, 28, 30, 34 y 46 horas en las que se observa un maximo agotamiento de
azucares reductores entre las 8-30 horas del proceso de fermentacion, sin embargo, a partir de una
concentracion homogénea de azUcares reductores iniciales (6.73 g/L) se aprecia que el in6culo de
DOsoonm 0.15 presenta un mayor agotamiento respecto al de DOgoonm 0.1 y éste, a su vez, respecto
al de DOgoonm 0.05 (Figura 12). Por lo que, en la tercera prueba preliminar (PP3) se propuso variar
el inoculo en un mayor rango, correspondiente a una DOsoonm de 0.1, 0.2 y 0.5. EI muestreo fue
realizado a las 0, 4, 8, 12, 24, 30, 36 y 48 horas en las que el maximo agotamiento de azucares
reductores ocurrid a las 8 horas del proceso de fermentacién (Figura 13) ya que en adelante no se
observa un agotamiento significativo, a excepcion de la muestra control de hidrolizado sin
levadura (B-), en la que se observa un agotamiento entre las 30-48 horas. Esta prueba fue realizada
en duplicado de manera que se confirmd el comportamiento observado en las pruebas anteriores,
el mayor agotamiento de azUcares reductores corresponde a un inéculo de DOgoonm 0.5 a las 8 horas

del proceso de fermentacion alcohdlica.
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AzUcares reductores (DNS)

8.0
—O—Hidrolizado de
7.0 microalgas (DO 0.05)
6.0 —3— Hidrolizado de
microalgas (DO 0.1)
50
240 —A— Hidrolizado de
x microalgas (DO 0.15)
< 3.0
B+ Glucosa (DO 0.1)
2.0
1.0 —k—B- hidrolizado de
o microalgas sin levadura
0.0
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 11. Agotamiento de azucares reductores en la primera prueba preliminar de

fermentacion alcohdlica (PP1)
AR: azlcares reductores

DO: DOg0o nm

Azucares reductores (DNS)

—<O—Hidrolizado de
microalgas (D0 0.05)

—{1—Hidrolizado de
microalgas (DO 0.1)

—/\x— Hidrolizado de
microalgas (DO 0.15)

B+ Glucosa (DO 0.1)

2.0
1.0 —¥— B- hidrolizado de
microalgas sin levadura
0.0
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 12. Agotamiento de azucares reductores en la segunda prueba preliminar de

fermentacion alcohdlica (PP2)
AR: azlcares reductores

DO: DOgoonm
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AzUcares reductores (DNS)

7.0
6.5 —O—Hidrolizado de
' microalgas (DO 0.1)
6.0
55 Hidrolizado de
' microalgas (DO 0.2)
5.0
= 45 Hidrolizado de
T microalgas (DO 0.5)
< 4.0
35 B+ Glucosa (DO 0.1)
3.0 I
25 +B-_ Hidroliza_do de
' microalgas sin levadura
2.0
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 13. Agotamiento de azUcares reductores en la tercera prueba preliminar de

fermentacion alcoholica (PP3)
AR: azlcares reductores

DO: DOsgoonm

Con base en la tercera prueba preliminar (PP3) se llevaron a cabo cinco pruebas de estandarizacion
bajo las mismas condiciones de fermentacion (PE:-PEs) variando el indculo en DOgoonm 0.1,
DOeoonm 0.2 y DOgoonm 0.5 (Figura 14). El muestreo fue realizado a las 0, 8, 24, 30 y 48 horas del
proceso de fermentacién alcohdlica en las que se observa el maximo agotamiento de azUcares
reductores a las 8 horas para el indculo de DOsoonm 0.1 (1.61 g/L: 24%), DOsoonm 0.2 (2.48 g/L:
37%) y DOsoonm 0.5 (2.72 g/L: 41%). Sin embargo, el in6culo de DOgoonm 0.1 experimenta un
cambio significativo en el agotamiento de azUcares reductores (0.93 g/L: 14%) a las 24 horas
mientras que en el caso de los indculos de DOsoonm 0.2 Yy DOgoonm 0.5 N0 se identifican variaciones
en el agotamiento de azucares reductores después de las 8 horas, sino que el comportamiento tiende

a ser constante.

Respecto a lo anterior, existen factores limitantes en la fermentacion alcohélica que afectan el
consumo de azucares reductores y, con ello, la produccién de etanol, tales como la produccion de
compuestos inhibidores como furfural y 5-hidroximetilfufural durante el pretratamiento con
hidrolisis acida (Silva et al. 2018; Gonzalez, 2020;) asi como la exposicién al oxigeno del aire

ambiente durante la manipulacion de las muestras que puede alterar las condiciones anaerobias del
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proceso fermentativo y favorecer un desplazamiento del metabolismo de la levadura hacia rutas

respiratorias (Aceituno et al., 2012; Rintala et al., 2011).

Azucares reductores (DNS)

8.0
—O—Hidrolizado de
7.5 microalgas (DO 0.1)
7.0 -
Hidrolizado de
6.5 microalgas (DO 0.2)
% 6.0 Hidrolizado de
@ 55 microalgas (DO 0.5)
& 5.
5.0 B+ Glucosa (DO 0.1)
45 =
4.0 Lk ———— X —%—B- Hidrolizado de
= microalgas sin inéculo
35
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

Figura 14. Agotamiento de azUcares reductores en las cinco pruebas de estandarizacion de

fermentacion alcohdlica (PE1-PEs)
AR: azlcares reductores

DO: DOgoonm

En la Tabla 12 se presentan de manera especifica los resultados de azlcares reductores para cada
variante del inoculo y las muestras control, asi como la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion correspondiente a las cinco pruebas de estandarizacion llevadas a cabo. Es apreciable
que la mejor condicidn para el agotamiento de azlcares reductores en el hidrolizado es un consumo
de 6.70 g/L a 3.99 g/L (2.72 g/L: 41%) entre las 0-8 horas de fermentacion alcohdlica con un
indculo correspondiente a una concentracion de DOsoonm 0.5. En el caso de la muestra control B+,
con indéculo de DOsoonm 0.1, el agotamiento de glucosa continua hasta las 48 horas sin embargo se
presenta un consumo total de 1.63 g/L: 23%, notablemente inferior en comparacion con el
agotamiento de azucares reductores en las muestras de hidrolizado (Tabla 13). A su vez, en la
muestra control B- de hidrolizado sin levadura se identifica un agotamiento de azucares reductores
de 0.36 g/L: 5% en el transcurso de 0-30 horas, practicamente nulo. No obstante, de las 30-48

horas se observa un consumo de 1.31 g/L: 20%, sin embargo, considerando el ajuste por desviacion
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estandar, el consumo de las 30-48 horas puede estimarse en 0.41 g/L, lo cual no representa una

variacion circunstancial en el comportamiento antes descrito.

Tabla 12. Azucares reductores en las cinco pruebas de estandarizacion de fermentacion
alcohélica (PE1-PEs)

AzUcares reductores

T H (DO 0.1) H (DO 0.2) H (DO 0.5) B+ (DO 0.1) B-
(h) X X X X X
S CVv S CVv S CVv S Ccv S Ccv

(9/L) (9/L) (9/L) (9/L) (g/L)
0 6.75 043 6% 662 042 6% 670 038 6% 722 051 7% 6.64 045 7%
8 515 034 7% 415 020 5% 399 018 5% 6.74 039 6% 6.48 048 7%
24 421 025 6% 413 020 5% 397 021 5% 633 031 5% 633 042 7%
30 414 019 5% 414 025 6% 398 016 4% 6.08 029 5% 6.27 023 4%
48 422 035 8% 431 028 6% 408 026 6% 559 037 7% 496 091 18%
T: tiempo
H: hidrolizado
B+: glucosa
B-: hidrolizado sin levadura
DO: DOsgoonm

X: media aritmética
s: desviacion estandar
CV: coeficiente de variacion

Tabla 13. Agotamiento de azUcares reductores en las cinco pruebas de estandarizacion de
fermentacion alcoholica (PE1-PEs)

Agotamiento de azlcares reductores*

T (h) H (DO 0.1) H (DO 0.2) H (DO 0.5) B+ (DO 0.1) B-
% (g/L) % (g/L) x (g/L) x (g/L) X (g/L)
0-8 1.61 2.48 2.72 0.48 0.15

0-24 0.93 0.02 0.02 0.40 0.15
24-30 0.07 0.00 0.03 0.26 0.06
30-48 0.05 0.00 0.03 0.49 0.41

*Se considera el error por desviacion estandar en los valores de agotamiento de azUcares reductores

T: tiempo

H: hidrolizado

B+: glucosa

B-: hidrolizado sin levadura

DO: DOsoonm

X: media aritmética

Adicionalmente, en la primera y segunda prueba complementaria de fermentacion alcoholica (PC:
y PCy) se identifico un patron de agotamiento de azucares reductores similar al observado en las
pruebas de estandarizacién (PE1-PEs). En la primera prueba complementaria (PC1) se observa un
agotamiento de 7.15 g/L a 4.49 g/L (2.66 g/L: 37%) de las 0-8 horas de fermentacion en el
hidrolizado con in6culo de DOgoonm de 0.5 (Figura 15). A partir de las 8 horas y hasta las 48 horas
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de fermentacion el consumo de azlcares reductores vario con escasa relevancia entre 0.01 g/L y
0.13 g/L (0-2%). Por otra parte, en la muestra control B+ con indculo de DOgoonm 0.5, €l méaximo
agotamiento de glucosa 3.67 g/L (56%) ocurrio a las 8 horas de fermentacion, sin embargo, de las
8-24 horas se registré un consumo de 2.74 g/L (41%) vy, a partir de las 24 horas, no se detectaron
variaciones de glucosa. Este comportamiento no fue observado en las pruebas anteriores al emplear
un inoculo de menor concentracion (DOsoonm 0.1), 10 que sugiere que al emplear un inoculo de
DOsoonm de 0.5 se alcanza un agotamiento de glucosa significativamente mayor correspondiente al
97%. Cabe mencionar que en esta prueba el calculo de la concentracion del inoculo se llevé a cabo
con base en la determinacion de la densidad Optica medida a 600 nm, tal como se indica en el
procedimiento del apartado IV.6. Respecto a la muestra control B- de hidrolizado sin levadura, se
detect6 un agotamiento de azUcares reductores entre 0.05 g/L y 0.28 g/L (1-4%) de las 0-30 horas
de fermentacion, no obstante, de las 30-48 horas ocurrié un agotamiento de 1.48 g/L (20%) que
resulta atipico en comparacion con el patron de agotamiento de azUcares reductores identificado

en la muestra control B- de las pruebas anteriores.

Azucares reductores (DNS)

8.0

7.0

6.0 Hidrolizado de
microalgas (DO 0.5)

5.0

B+ Glucosa (DO 0.5)

3.0
—kK—B- Hidrolizado de
2.0 microalgas sin levadura
1.0
0.0
0 10 20 30 40 50
Tiempo (h)

Figura 15. Agotamiento de azUcares reductores en la primera prueba complementaria de

fermentacion alcoholica (PCa)
AR: azlcares reductores
DO: DOsgoonm
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A su vez, en la segunda prueba complementaria (PCz) el méximo agotamiento de azUcares
reductores del hidrolizado con inéculo de DOsoonm de 0.5 ocurre entre las 0-8 horas, de 7.10 g/L a
450 g/L (2.60 g/L: 37%), mientras que de las 8-48 horas el agotamiento vari6 de manera
irrelevante entre 0.04 g/L y 0.08 g/L (1%) (Figura 16). En esta prueba se emple6 la relacion del
inoculo en 284.5 mg de levadura por litro de hidrolizado correspondiente a una DOgoonm de 0.5,
como se indica en el apartado V.9 y para probar esta condicion, el volumen de hidrolizado se
varié en 50mL y 100 mL, sin embargo, se observa un comportamiento analogo en el agotamiento
de azUcares reductores independientemente del volumen de hidrolizado, lo que valida dicha

relacion.

Por otro lado, la muestra control B+, con indculo de DOsoonm 0.5, present6 el maximo agotamiento
de glucosa (2.41 g/L: 35%) a las 8 horas de fermentacién, aunque el agotamiento continu6 de
manera constante de las 8-48 horas (entre 1.03 g/L y 1.59 g/L: 15-23%) alcanzando un consumo
total del 89.4% de glucosa a las 48 horas de fermentacion alcohdlica. En comparacion con la
primera prueba complementaria (PC1) en la que se alcanz6 un consumo de glucosa del 97.0%, se
obtuvo un agotamiento semejante, no obstante, en un mayor tiempo de fermentacion alcoholica.
Referente a la muestra control B- de hidrolizado sin levadura, puede observarse un agotamiento
de azucares reductores practicamente nulo (entre 0.04 g/L y 0.13 g¢g/L: 1-2%), tal y como se

determind en las pruebas de estandarizacion (PE1-PEs).
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AzUcares reductores (DNS)

8.0
7.0
. N Ky N
6.0
~90 Hidrolizado de microalgas
4 (DO 0.5)
24.0
o B+ Glucosa (DO 0.5)
<30
—K—B- Hidrolizado de microalgas
2.0 sin levadura
1.0
0.0
0 10 20 30 40 50

Tiempo (h)

Figura 16. Agotamiento de azUcares reductores en la segunda prueba complementaria de
fermentacion alcoholica (PCz)

AR: azlcares reductores
DO: DOsoonm

En la tercera y cuarta prueba complementaria (PCs y PCa), en la que se utilizd H2SO4 2.7% viv en
la hidrdlisis &cida, se observé un comportamiento de agotamiento de azlcares reductores mas
eficiente respecto a las pruebas en las que se empled H2SO4 5% v/v. A pesar de que el méximo
agotamiento de azlcares reductores del hidrolizado con in6culo de DOsoonm de 0.5 se dio
nuevamente entre las 0-8 horas, de 7.45 g/L a 4.65 g/L (2.79 g/L: 38%) en la PCs (Figura 17) y de
9.00 a 6.01 g/L (2.99 g/L: 33%) en la PC4 (Figura 18), este continué de las 8-30 horas y, a
diferencia del comportamiento antes registrado, de las 30-48 h present6 un agotamiento de 4.34
g/Lal1.94 g/L (2.40 g/L: 32%) en laPCsy de 5.86 g/L a 3.08 g/L (2.78 g/L: 31%) en la PCs. Estas
pruebas resultaron en el agotamiento total de 5.51 g/L (74%) y 5.91 g/L (66%) de los azucares
reductores presentes en el hidrolizado de microalgas al inicio de la fermentacion en la prueba PCs
y PCy4, respectivamente. Lo anterior sugiere que al emplear un acido mas diluido (H2S04 2.7% v/v)
se promueve una reaccion de hidrolisis menos agresiva y, por lo tanto, la formacién de menos de
compuestos inhibidores de la fermentacion que permiten un mayor consumo de azlcares
reductores (70%) llevado a cabo por la levadura C. jadinii, en comparacion con las pruebas de
hidrolisis &cida empleando H2SO4 5% viv (37%).
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En cuanto a la muestra control B+, con indculo de DOgoonm 0.5, el maximo agotamiento de glucosa
(2.41 g/L: 31%) se presento a las 8 horas de fermentacion, y de manera similar a la segunda prueba
complementaria (PC>), el agotamiento continud hasta las 48 horas alcanzando un consumo total
del 87% de glucosa. Respecto a la muestra control B- de hidrolizado sin levadura, a las 48 horas
de fermentacion se observo un agotamiento total de 0.64 g/L (8%) de azucares reductores en la
PCs y de 0.47 g/L (5%) en la PCs, sin embargo, no se detectaron variaciones significativas en el

transcurso de la prueba de fermentacion.

De manera general, el agotamiento de azlcares reductores observado en la muestra control B-
resulta un comportamiento inesperado en ausencia de levadura, aun cuando este es minimo. Sin
embargo, este efecto podria estar relacionado con procesos quimicos derivados del pretratamiento
de la biomasa microalgal mediante hidrdlisis &cida, independientes de la actividad microbiana,
particularmente la reaccion de Maillard, la cual es favorecida por la presencia simultanea de
azucares reductores y grupos amino liberados a partir de la desnaturalizacién e hidrdlisis parcial
de proteinas. La interaccidn entre estos componentes, bajo condiciones de incubacion prolongada,
puede contribuir al agotamiento de azUcares reductores mediante la formacién de compuestos

nitrogenados y carbonilicos (Changi et al., 2015; EI Hosry et al., 2025).
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Figura 17. Agotamiento de azUcares reductores en la tercera prueba complementaria de
fermentacion alcohdlica (PCs)

AR: azlcares reductores

DO: DOgoonm
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Figura 18. Agotamiento de azucares reductores en la tercera prueba complementaria de

fermentacion alcohdlica (PCa)
AR: azlcares reductores
DO: DOsoonm
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V.A4. Obtencion de bioetanol

La obtencidn de bioetanol se determind con base en la tercera prueba preliminar de fermentacién
alcoholica (PP3) a través de la cuantificacion de glucosa y etanol por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). De manera general, los resultados obtenidos muestran una correlacion
negativa entre el agotamiento de glucosa (Figura 19) y la produccion de bioetanol (Figura 20). Las
determinaciones corresponden a las 0, 8, 30 y 48 horas del proceso fermentativo, en las que se
observo el maximo consumo de glucosa a las 8 horas para el hidrolizado con indculo de DOgoonm
0.1 (71%), y un consumo total de glucosa en el caso de los indculos DOgoonm 0.2 Y DOgoonm 0.5
(100%). A su vez, a las 8 horas de fermentacion se obtuvo la méxima produccién de bioetanol
correspondiente a 0.71 g/L en el in6culo de DOsoonm 0.1, 0.95 g/L en el indculo DOgoonm 0.2 y 1.02
g/L en el in6culo DOeoonm 0.5, resultando esta Gltima la mejor condicion de obtencion de bioetanol
en este estudio.

Al respecto, la literatura indica que una mayor eficiencia en la obtencién de bioetanol se relaciona
con concentraciones mas elevadas del inoculo inicial de levadura y con fermentaciones de menor
duracion (Tesfaw & Assefa, 2014; Zabed et al., 2014), tal como se observo en este estudio, donde
a las 8 horas de fermentacion, dentro de un periodo total de 48 horas, se alcanz6 el mayor
rendimiento empleando un in6culo de C. jadinii de DOgoonm 0.5 (0.28 g/L). De manera similar,
Silvaetal. (2018) reportaron la méxima concentracion de etanol al utilizar 12.5 g/L de S. cerevisiae
a las 2.5 horas de fermentacion, mientras que indculos de 0.1 g/L y 0.5 g/L requirieron al menos
12 horas para alcanzar dicho valor. Asimismo, Seon et al. (2020) informaron que la mayor
produccién de bioetanol se registrd a las 8 horas de fermentacion, asociada con un mayor
crecimiento celular de S. cerevisiae KL17 y un consumo mas eficiente de azucares, lo que respalda

la tendencia identificada.

En este sentido, el control del tiempo de fermentacion se considera un factor critico. Romero et al.
(2021) utilizaron un in6culo de Candida sp., una levadura con un metabolismo comparable al de
C. jadinii, a una concentracioén de DOsoonm 0.1, alcanzando la mayor produccion de bioetanol (5
g/L) a las 30 horas de fermentacion. En contraste, en el presente estudio, el incremento del indculo
a una concentracion de DOgoonm 0.5 permitié obtener la produccion méaxima de bioetanol en un

tiempo considerablemente menor (8 horas), aungue con una concentracion final inferior (1.02 g/L).
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Estos resultados concuerdan con la literatura, la cual, como se menciono anteriormente, sefiala que
el aumento del in6culo de levadura disminuye el tiempo de fermentacidn requerido para alcanzar
la méxima produccién de bioetanol, debido a una mayor disponibilidad inicial de células
metabdlicamente activas (Tesfaw & Assefa, 2014; Zabed et al., 2014).

Referente a la muestra control B+, con indculo de DOsoonm 0.1, Se presentd un consumo constante
de glucosa hasta las 48 horas (entre 0.12 y 0.33 g/L: 3-8%), mientras que en la produccion de
bioetanol se alcanzd el méximo de 0.23 g/L a las 8 horas, ambos resultados inferiores a los
registrados en las muestras de hidrolizado. A su vez en la muestra control B-, de hidrolizado sin
levadura, no se observa un consumo significativo de glucosa sino hasta las 30-48 horas que
corresponde a la produccion de 0.86 g/L de bioetanol. La actividad fermentativa detectada en esta
muestra, de caracter inesperado, puede explicarse por la ocurrencia de fermentacion espontéanea,
asociada tanto a la supervivencia de microorganismos resistentes al proceso de hidrolisis acida en
autoclave (bacterias formadoras de endosporas y especies acidotolerantes) particularmente en
medios con alta carga organica (Pahalagedara et al., 2024), como a la contaminacion microbiana
introducida accidentalmente durante la manipulacién experimental posterior al pretratamiento
(Beckner et al., 2011). Este fendmeno favorece el consumo de los azucares liberados y da lugar a

la produccion de bioetanol en ausencia de un inoculo intencional (Holesinsky et al., 2020).
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Figura 19. Agotamiento de glucosa en la tercera prueba preliminar de fermentacién
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Con base en la cuantificacion de glucosa, se determino un rendimiento de produccion de bioetanol
de 0.93 g etanol/g glucosa equivalente al 182.8% respecto al rendimiento teérico maximo (Anexo
G) para la mejor condicion de fermentacion alcohdlica de hidrolizado, establecida en una
concentracion de indculo de DOsoonm 0.5 a las 8 horas de fermentacion. El rendimiento mayor al
100% podria atribuirse a la presencia de otros azucares reductores aprovechables en la
fermentacion alcohdlica (xilosa, maltosa, fructosa) que en términos de cuantificacion de glucosa
arrojan un rendimiento mayor al teérico maximo para la produccion de bioetanol. Sousa et. al
(2021) mencionan que la levadura C. jadinii tiene la capacidad de asimilar glucosa, sacarosa y D-
xilosa en procesos fermentativos. A su vez, el método de cuantificacion de azlcares reductores
(DNS) comprende la deteccidn de azUcares distintos a la glucosa (xilosa, maltosa y fructosa), lo
que resulta en una mayor concentracion de azUcares reductores respecto a la concentracion de

glucosa cuantificada por HPLC.

A partir del rendimiento de produccion de bioetanol de 0.93 g etanol/g glucosa, la extraccion de
CHO correspondiente al 74.1% y la sacarificacion de CHO en azUcares reductores correspondiente
al 97.7%, el rendimiento de produccion de bioetanol a partir de biomasa microalgal en este estudio
es equivalente a 0.075 g etanol/ g biomasa microalgal (Anexo G). Respecto a estudios previos en
esta linea de investigacidon, Camargo (2024) registré un rendimiento de 0.066 g etanol/ g biomasa
microalgal empleando pretratamiento con ozono e hidrolisis acida, mientras que Romero (2019)
obtuvo un rendimiento de 0.022 g etanol/ g biomasa microalgal empleando solamente hidrolisis
acida (Tabla 14), lo que sugiere un resultado prometedor en el rendimiento correspondiente a este

estudio.
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Tabla 14. Rendimiento de la obtencion de bioetanol a partir de biomasa microalgal

Rendimiento

Biomasa microalgal Pretratamiento Fermentacion alcohdlica bioetanol Referencia
S. obliquus (CNW-N) Hidrolisis con &cido sulfarico 2% v/v, 2, gl [ (D0 201 mg Levadurel Liicrolizaso)- ¢ 593 getanol/  Hoetal.
- - o . Temperatura 30°C. pH 6.0 .
aislada de agua dulce 40 g/L biomasa, autoclave 121 °C, 20 min . L g biomasa (2013)
Tiempo optimo 4 h
S. cerevisiae (DOgoonm 0.25).
Desmodesmus sp. Hidrolisis con acido sulfarico 2% v/v, Vol. hidrolizado 1 mL. 0.23 g etanol/ Sanchez et
aislada de agua dulce 100 g/L biomasa, autoclave 120 °C, 30 min Temperatura 28°C. pH 6.0 g biomasa al. (2017)
Tiempo 6ptimo 30 h
S. diastaticus (5 mL).
. Hidrolisis con acido fosférico 2.5% vi/v, Vol. hidrolizado 50 mL. 0.214 g etanol/  Chng et al.
& el (U2 1297) 20 g/L biomasa, autoclave 120 °C, 30 min Temperatura 30°C. pH 6.0 g biomasa (2019)

Tiempo optimo 24 h

Consorcio con S. cerevisiae (15% v/v).

predominancia de Hidrolisis con &cido sulflrico 1.4% vlv, Temperatura 30°C. pH 4.5 0.188 g etanol/  ElI-Mekkawi
Microcystis sp. 120°C,4h P fa ol t. pria. g biomasa et al. (2019)

. . Tiempo 6ptimo 43.6 h

cultivado en agua residual
Consorcio con Hidrolisis con acido sulfarico 5% v/v, Candida sp. (DOsoonm 0.1).

predominancia de 100 g/L biomasa, Vol. hidrolizado 50 mL. 0.022 g etanol/ Romero

Scenedesmus sp. Sistema de reflujo por enfriamiento 90°C, Temperatura 28°C. pH 6.5 g biomasa* (2019)
cultivado en agua residual 120 min Tiempo 6ptimo 30 h

Consorcio con -
predominancia de Ozonacion 0.1 mgOs/mg biomasa. C. utilis (DOsoonm 0.1).
L . .3 Vol. hidrolizado 50 mL. 0.066 g etanol/ Camargo
Desmodesmus sp., Hidrolisis con &cido sulflrico 2.7% v/v, o .
. . N ; Temperatura 28°C. pH 6.5 g biomasa (2024)
S. obliquus 25 g/L biomasa, autoclave 120°C, 25 min . s

. . Tiempo 6ptimo 8 h
cultivado en agua residual
Consorcio microbiano con C. jadinii

predominanCIa de . Lpe e o , . 0 (DOﬁOOnm 05/2845 mgLevadura/LHidroﬁzado).

Desmodesmus sp., 1og“d/r|_OIt:isc|)?nC§sg a;&?g;g\llgurllgg%ﬂ’z\gvﬁn Vol. hidrolizado 100 mL. 0'0733:1;120" Este estudio

S. obliquus g ' ' Temperatura 28°C. pH 6.5+0.05 g

cultivado en agua residual Tiempo 6ptimo 8 h

*Valores calculados a partir de la eficiencia reportada en la extraccion de carbohidratos, conversion en azlcares reductores/glucosa y obtencion de bioetanol



Por otro lado, al obtener un mayor porcentaje de agotamiento de azucares reductores en la
fermentacion de las pruebas sometidas a hidrdlisis acida con HoSO4 2.7% v/v, se infirio la potencial
obtencion de una mayor cantidad de bioetanol. No obstante, en estas pruebas complementarias
(PC3y PCa) no se detect6 la produccion de bioetanol. Como se indico anteriormente, la hidrolisis
acida con H2SO4 5% v/v y H2SO4 2.7% viv mostro rendimientos comparables en la extraccion de

CHO y su conversion en azucares reductores.

Sin embargo, aunque la sustitucion de NaOH 5M por NaOH granular durante la neutralizacion
redujo el factor de dilucion de azucares reductores, probablemente limitd la precipitacion de
compuestos inhibidores y promovid el aumento de la concentracion de sales solubles (Na2SOa)
gue generan estrés osmético en la levadura. Lo anterior se refiere a un desequilibrio en la presion
osmotica entre el interior de la célula de la levadura y el medio externo, lo que propicia la
desviacion energética del metabolismo de la levadura hacia mecanismos de adaptacion y
supervivencia entre ellos la sintesis de glicerol, el bombeo activo de iones y la remodelacion de
membrana (Tilloy et al., 2014), sugiriendo que el consumo de azUcares reductores observado no

fue dirigido hacia la produccion de bioetanol.

En consecuencia, aunque la condicion con H2SO4 2.7% v/v promovié un mayor agotamiento de
azucares reductores, la produccion de bioetanol pudo verse comprometida al modificar las
condiciones de neutralizacion. Al respecto se recomienda el uso de NaOH 5M o la sustitucion por
bases alcalinas de baja solubilidad, como el Ca(OH)2, que favorecen la precipitacion de sales y
compuestos inhibidores y, por lo tanto, viabilizan el proceso fermentativo (Seon et al., 2020).



V.5. Consistencia y repetibilidad de los resultados experimentales

De manera general se utilizo el coeficiente de variacion (CV) como referente para el analisis de
variabilidad y estabilidad de los resultados obtenidos en las pruebas experimentales, utilizando la

Ecuacion 7 que se presenta a continuacion,

Ecuaciéon 7

Donde,
X: media aritmética
s: desviacioén estandar

CV: coeficiente de variacion

El CV se ha utilizado como medida de precision en ensayos experimentales cuantitativos, incluso
preferentemente a la desviacion estandar, entendiéndose como una herramienta para evaluar la
dispersion de datos comparando la cercania en una medicidn respecto a otra de diferentes muestras
entre si, por lo que entre mas bajo se encuentre el CV se asocia una mayor repetibilidad y calidad
de los datos, asi como una mayor fiabilidad del modelo de interés (Brenes, 2024; Reed et al., 2002;
Schneider et al., 2025).

En este estudio, respecto a la extraccién de CHO a partir del pretratamiento de biomasa microalgal
con hidrdlisis acida, definida en 74.1% empleando H2SO4 5% v/v y 70.0% empleando H2SO4 2.7%
v/v, se obtuvo un CV de 1-10%, mientras que, para la sacarificacion de CHO en azlcares
reductores, establecida en 97.7% empleando H2SO4 5% v/v y 97.9% empleando H2SO4 2.7% viv,
se obtuvo un CV de 5-8%. A su vez, en el agotamiento de azlcares reductores durante las pruebas
de fermentacion alcohdlica la variacion de los resultados corresponde a un CV de 5-8% empleando
H2S04 5% v/v, con excepcion de la muestra control B- de hidrolizado sin levadura, en la que a las
48 horas de fermentacion alcohdlica el CV varid a 18%. No obstante, el incremento observado en
el CV de esta muestra puede asociarse a la interferencia de procesos quimicos y biologicos que
afectan la dinamica del sistema ante tiempos prolongados de incubacién, en particular la reaccion

de Maillard y la fermentacion espontanea, descritas previamente en los apartados V.3 y V.4,
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Respecto a las pruebas empleando H2SO4 2.7% v/v (PCs y PC4) se obtuvo un CV correspondiente
al 1-13% en el agotamiento de azlcares reductores, con excepcion de las muestras de hidrolizado
de microalgas a las 24 y 30 horas y la muestra control B- de hidrolizado sin levadura a las 48 horas
de fermentacion alcohdlica, en las que el CV varid a 20%, 21% y 17% respectivamente. El
aumento del CV en las pruebas empleando H2SO4 2.7% v/v se atribuye a que el tamafio estadistico
de la muestra (2 pruebas experimentales) es menor en comparacion con las pruebas empleando
H2SO4 5% v/iv (5 pruebas experimentales). Sin embargo, el comportamiento cinético del
agotamiento de azUcares reductores en el hidrolizado de microalgas, observado en las pruebas PC3
y PCy4, presento tres fases claramente diferenciadas: fase inicial (0-8 horas), meseta (8-30 horas) y
reactivacion (30-48 horas), lo cual es consistente con una adecuada repetibilidad del proceso
fermentativo. En cuanto a la muestra control B- de hidrolizado sin levadura, el CV estimado (17%)
no compromete la repetibilidad del proceso ya que en ambas pruebas se registrd un agotamiento

minimo de azUcares reductores.

Con base en la interpretacion del coeficiente de variacion segun Schneider et al. (2025) los valores
del CV se consideran aceptables por debajo del 15% en sistemas bioldgicos. En los resultados
obtenidos en este estudio la mayoria de los valores del CV se encuentran entre el 1-13% en la
extraccion de CHO, sacarificacion de CHO en azUcares reductores y agotamiento de azlcares

reductores, por lo que pueden considerarse aceptables bajo el criterio antes mencionado.

En sintesis, el presente estudio abordd la estandarizacion del proceso para la obtencién de bioetanol
a partir de biomasa microalgal cultivada en agua residual mediante la realizacién de doce
experimentos, en los cuales se afind progresivamente la metodologia experimental y se observo
un patron de repetibilidad en el proceso a partir del analisis del coeficiente de variacion de los
resultados obtenidos en cada una de las etapas experimentales correspondiente al 1-13% en su
mayoria, cumpliendo con el criterio de aceptabilidad en ensayos de sistemas biologicos de acuerdo
con Schneider et al. (2025). Por lo que se establecié una alta estabilidad y con ello, una baja

variabilidad en los datos reportados.

Al llevar a cabo el pretratamiento de la biomasa microalgal con hidrdlisis acida en autoclave por
25 minutos, empleando &cido sulfarico (H2SO4) 5% v/iv y 2.7% vlv, utilizando una carga organica

de 100 g/L, se obtuvo la extraccién del 74.1% y 70.0% de CHO, respectivamente, presentes en el
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sobrenadante (hidrolizado de microalgas). De manera complementaria, en la biomasa residual de
hidrolisis acida se cuantifico el contenido de CHO de 27.3% al emplear H2SO4 5% v/v 'y 29.3% al
emplear H2SO4 2.7% v/v, lo que permitié establecer un balance de CHO en esta etapa

experimental.

A su vez, considerando un factor de dilucion del hidrolizado equivalente al 28.6% por ajuste de
pH a 6.5 se logré una conversion de CHO en azucares reductores (sacarificacion) del 97.7% al
emplear H>SOs4 5% v/v. Adicionalmente, con los ajustes propuestos en la metodologia
experimental para anular el factor de dilucion del hidrolizado de microalgas por ajuste de pH se
corrobord la sacarificacion al 97.9% empleando H>SOs 2.7% v/v. Por lo que, tanto para la
extraccion de CHO de la biomasa microalgal, asi como su conversion en azucares reductores,
potencialmente aprovechables en la fermentacion alcohdlica, no existe una diferencia significativa

en los rendimientos obtenidos al emplear H2SO4 5% v/v 0 H2SO4 2.7% viv.

Respecto a las pruebas de fermentacion alcohodlica, se empled la levadura C. jadinii como
microorganismo fermentador con un crecimiento de 24 horas y una posterior reactivacion del
indculo de 12 horas previas a la fermentacion. El hidrolizado de microalgas fue inoculado,
inicialmente, en una concentracion correspondiente a una densidad éptica medida a 600 nm
(DOsoonm) de 0.1, 0.2 y 0.5, resultando esta Gltima condicién (DOsoonm 0.5) la mas efectiva para el
agotamiento de azUcares reductores, indicando que al aumentar la concentracion de levadura se
obtiene un mayor consumo de azlcares reductores en un menor tiempo de fermentacion alcoholica.
Con la finalidad de aumentar la practicidad en la etapa de fermentacion alcohdlica, se establecio
la equivalencia de la concentracion optima del indculo (DOsoonm 0.5) en 284.5 mg de levadura por

litro de hidrolizado.

Asimismo, se realiz6 un estricto seguimiento del agotamiento de los azucares reductores que
permitio realizar diversos ajustes en la etapa de fermentacion alcohdlica. En las pruebas de
estandarizacion, en las que se empled H2SO4 5% v/v en la hidrdlisis &cida, se registrd el maximo
agotamiento de azUcares reductores de 2.72 g/L en el hidrolizado de microalgas en un tiempo de
8 horas de fermentacion alcohdlica, equivalente al consumo del 41%. Sin embargo, en las pruebas
complementarias se alcanzo un agotamiento mas eficiente de azlcares reductores al emplear

H2SO4 2.7% viv, que se atribuye a una menor produccion de compuestos inhibidores que
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permitieron el agotamiento de 5.71 g/L de azucares reductores en el hidrolizado equivalente al
consumo del 70% a las 48 horas del proceso fermentativo. No obstante, no se detecto la produccion
de bioetanol bajo el uso de H2SO4 2.7% v/v en la hidrolisis &cida, atribuible a la modificacion de
las condiciones de neutralizacion que probablemente causaron el desvio energético del
metabolismo de C. jadinii hacia mecanismos de adaptacion y supervivencia debido a una alta

concentracion de sales solubles en el hidrolizado (Tilloy et al., 2014).

Con base en lo anterior, se recomienda el uso de H2SO4 2.7% v/v frente al H.SO4 5% viv
integrando la neutralizacion del hidrolizado microalgal con bases alcalinas de baja solubilidad que,
que podrian resultar en la produccion eficiente de bioetanol. Cabe mencionar que en estudios
previos se ha recomendado el uso de una baja concentracion de &cidos (1-3% v/v) en el
pretratamiento de biomasa con hidrdlisis &cida con fines fermentativos (Camargo, 2024; Chng et
al., 2019; ElI-Mekkawi et al., 2019; Ho et al., 2013).

Respecto a las pruebas de estandarizacion con H2SO4 5% v/v, se determind el rendimiento de
produccidn de bioetanol de 0.93 g etanol/g glucosa equivalente al 182.8% respecto al rendimiento
tedrico maximo mediante el analisis de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para la
mejor condicién de fermentacion alcohdlica de hidrolizado de microalgas y, con ello, se infirid la
presencia de otros azUcares reductores que en términos de glucosa arrojan un rendimiento mayor
al tedrico maximo para la produccion de bioetanol. Lo que representa una oportunidad para dirigir
el desarrollo investigativo posterior hacia la caracterizacion detallada de la composicion de los
azucares presentes en el hidrolizado microalgal. Sin embargo, se obtuvo un rendimiento de
produccidn de bioetanol a partir de biomasa microalgal de 0.075 g etanol/ g biomasa microalgal,
un resultado competitivo de acuerdo con la bibliografia consultada en esta linea de investigacion
en la que se contintan realizando esfuerzos orientados a la implementacion de tecnologia

ambiental sustentable y de vanguardia en la produccion de biocombustibles de tercera generacion.
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VI. CONCLUSIONES

En el presente estudio se estandarizd un proceso reproducible para la obtencion de bioetanol a
partir de biomasa microalgal cultivada en agua residual, evidenciando alta estabilidad y baja
variabilidad experimental al emplear H.SO4 5% v/v en el pretratamiento de la biomasa con
hidrolisis acida. La fermentacidn alcohdlica del hidrolizado mostré un desempefio adecuado de C.
jadinii, identificandose como condicion optima un indculo equivalente a una DOgoonm de 0.5, al
favorecer un mayor consumo de azucares reductores. Bajo estas condiciones, se alcanzaron
rendimientos de bioetanol comparables con los reportados en la literatura, confirmando el
potencial de la biomasa microalgal como materia prima para la produccion de bioetanol de tercera
generacion en el marco de tecnologias ambientales sustentables, integrando la valorizacién de

efluentes con la generacion de energia renovable.

Adicionalmente, las pruebas complementarias confirmaron la recuperacién y sacarificacion
eficientes de carbohidratos, sin diferencias significativas entre las concentraciones de acido
evaluadas. Sin embargo, el uso de H2SO4 2.7% v/v sugirid una potencial optimizacion del
rendimiento de bioetanol, a reserva de realizar pruebas posteriores manteniendo las condiciones

sugeridas de neutralizacion del hidrolizado microalgal.
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ANEXOS

Anexo A. Método de cuantificacion de carbohidratos totales (CHO)

La cuantificacion de carbohidratos totales se llevd a cabo de acuerdo con el método colorimétrico

de DuBois et al. (1956) que se basa en la hidrdlisis de carbohidratos por medio de &cido sulfdrico

que, al reaccionar con fenol, forman un complejo amarillo-marrén. La intensidad del color, medida

espectrofotométricamente a 490 nm, es proporcional a la concentracion de carbohidratos en la

muestra. Esta absorbancia se compara con una curva de calibracion, lo que permite cuantificar los

CHO presentes.

Preparacion de la muestra

1.

Suspender 0.15 g de biomasa microalgal en 20 mL de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer. Suministrar agitacion constante hasta homogeneizar la muestra. Se
recomienda un minimo de 8 horas. Trasvasar a un tubo Falcon.

Agregar 1 mL de agua destilada a un tubo roscado para la preparacion del blanco.

Agitar la muestra de biomasa microalgal. Agregar 1 mL de la muestra a un tubo roscado
en una dilucion 1:10 (100 puL de muestra y 900 pL de agua destilada). Realizar por
triplicado.

Cuantificacion de carbohidratos totales

1.

Dentro de la campana de extraccién, agregar con una pipeta 1 mL de fenol 5% m/v a cada
muestra.

Agregar 5 mL de &cido sulfurico concentrado a cada muestra, utilizando una bureta sujeta
por una pinza tipo mariposa a un soporte universal.

Agitar 3 veces. Dejar reposar 10 minutos. Introducir en un bafio de agua a temperatura
ambiente.

Encender el espectrofotometro Hach DR 3900, seleccionar longitud de onda Unica y ajustar
a 490 nm.

Introducir el tubo con el blanco y ajustar a cero. Secar el tubo previamente con un pafio de
microfibra.

Introducir cada muestra y medir absorbancia. Secar los tubos previamente con un pafio de
microfibra.

Calcular el contenido de CHO con la Ecuacion 8:

Ecuacién 8

mg] _ Abs —0.0327

HO |2 =
¢ O[L 0.0119

86



Curva de calibracion para la cuantificacion de carbohidratos totales

La curva de calibracion (Figura 21) se prepard a partir de una solucion madre de glucosa (estandar)
de 519 mg/L. Se prepararon 10 soluciones con una concentracion real de 5.19-166.08 mg/L. A
cada punto de la curva se le agregé 1 mL de fenol 5% m/v y 5 mL de acido sulfurico. Se dejo
reposar por 10 minutos y se introdujo en un bafio de agua a temperatura ambiente. Por ultimo, se

midio la absorbancia en el espectrofotometro Hach DR 3900 a 490 nm (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de la curva de calibracion de carbohidratos totales (CHO)

Concentracion real

Absorbancia X Absorbancia DESVEST CV (%)
(mg/L)
5.19 0.072 0.080 0.079 0.077 0.004 5.66
10.38 0.143 0.140 0.147 0.143 0.004 2.45
20.76 0.272 0.268 0.263 0.268 0.005 1.68
41.52 0.553 0.508 0.543 0.535 0.024 4.42
62.28 0.805 0.780 0.786 0.790 0.013 1.65
83.04 1.062 1.046 1.090 1.066 0.022 2.09
103.80 1.280 1.278 1.251 1.270 0.016 1.28
124.56 1.554 1.459 1.549 1.521 0.053 3.52
145.32 1.766 1.765 1.733 1.755 0.019 1.07
166.08 1.962 1.941 2.047 1.983 0.056 2.83
DESVEST: Desviacion estandar
CV: Coeficiente de variacién
CHO
2.5
€20
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o
T 15
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g 1.0
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Glucosa (mgL1)

Figura 21. Curva de calibracién de carbohidratos totales (CHO)
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Anexo B. Método de cuantificacion de azUcares reductores (DNS)

La cuantificacion de azUcares reductores se llevo a cabo de acuerdo con el método colorimétrico

de Miller (1959) que se basa en la reaccion de los azlcares reductores con el reactivo DNS (acido

3,5-dinitrosalicilico) bajo calor, reduciéndolo a &cido 3-amino-5-nitrosalicilico de tonalidad

amarillo-anaranjada. La intensidad del color, medida espectrofotométricamente a 540 nm, es

proporcional a la concentracion de azUcares reductores en la muestra. Esta absorbancia se compara

con una curva de calibracion, lo que permite cuantificar los azlcares reductores presentes.

Preparacion de la muestra

1.
2.

Agitar la muestra a cuantificar.

Agregar asépticamente 0.5 mL de la muestra a un tubo roscado cubierto con aluminio en
una dilucion 1:5 (100 pL de muestra 'y 400 pL de agua destilada). Realizar por triplicado.
Agregar 0.5 mL de agua destilada a un tubo roscado cubierto con aluminio para la
preparacion del blanco.

Cuantificacion de azUcares reductores

1.

Agregar con una pipeta 0.5 mL de reactivo DNS a cada muestra. El reactivo DNS debe
colocarse en un bafo de hielo durante su uso.

Colocar los tubos cubiertos con aluminio en un bafio de agua hirviendo durante 5 minutos.
Los tubos deben estar correctamente cerrados.

Retirar del bafio de agua y agregar 5 mL de agua destilada a cada muestra, utilizando una
bureta sujeta por una pinza tipo mariposa a un soporte universal. Agitar 3 veces. Dejar
reposar 15 minutos.

Encender el espectrofotdmetro Hach DR 3900, seleccionar longitud de onda Gnica y ajustar
a 540 nm.

Introducir el tubo con el blanco y ajustar a cero. Retirar el aluminio y secar el tubo
previamente con un pafio de microfibra.

Introducir cada muestra y medir absorbancia. Retirar el aluminio y secar los tubos
previamente con un pafio de microfibra.

Calcular el contenido de azucares reductores con la Ecuacion 9:

Ecuaciéon 9

Az duct [mg] _ Abs +0.0253
ziicares reductores |—=| = — o0
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Curva de calibracion para la cuantificacion de azlcares reductores

La curva de calibracion (Figura 22) se preparé a partir de una solucion madre de glucosa (estandar)
de 20.008 g/L. Se prepararon 8 soluciones con una concentracion real de 200.08-1600.64 mg/L. A
cada punto de la curva se le agregd 0.5 mL de reactivo DNS y se coloco en un bafio de agua
hirviendo durante 5 minutos. Se agregaron 5 mL de agua destilada y se dejo reposar por 15
minutos. Por Gltimo, se midio la absorbancia en el espectrofotémetro Hach DR 3900 a 540 nm
(Tabla 16).

Tabla 16. Resultados de la curva de calibracion de azlcares reductores

Concentracion real (mg/L) Absorbancia X Absorbancia DESVEST CV (%)
200.08 0.108 0.107 0.116 0.110 0.005 4.47
400.16 0.249 0.257 0.262 0.256 0.007 2.56
600.24 0416 0418 0.431 0.422 0.008 1.93
800.32 0.556 0.554  0.565 0.558 0.006 1.05
1000.40 0.706  0.703 0.722 0.710 0.010 1.44
1200.48 0.827 0.836  0.846 0.836 0.010 1.14
1400.56 0.954 0.988 0.962 0.968 0.018 1.84
1600.64 1.137 1.15 1.119 1.135 0.016 1.37

DESVEST: desviacion estandar
CV: coeficiente de variacion

Azucares reductores (DNS)
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Figura 22. Curva de calibracion de azucares reductores

89



Anexo C. Preparacion de soluciones

Fenol 5% m/v. Dentro de la campana de extraccion, afadir 10 g de fenol a 100 mL de agua
destilada en un vaso de precipitados. Agitar hasta disolver. Llevar a un volumen final de 200 mL
en un matraz aforado, realizando lavados del vaso de precipitados. Almacenar en un recipiente de
vidrio ambar.

Reactivo DNS (Acido dinitrosalicilico). Afiadir 8 g de NaOH a 250 mL de agua destilada en un
vaso de precipitados y agitar hasta disolver. Afadir 150 g de tartrato de sodio y potasio y agitar
hasta disolver. Cubrir un matraz aforado de 500 mL con aluminio impidiendo la entrada de luz.
Afadir 5 g de acido, 3-5 dinitrosalicilico. Disolver con agitacion y leve calentamiento. Llevar a un
volumen final de 500 mL. Agitar 3 veces para mezclar. Almacenar a 4°C en un recipiente de
plastico cubierto con aluminio.

Acido sulfurico (H2S04) 5% v/v. Dentro de la campana de extraccion, agregar 500 mL de agua
destilada a un matraz aforado de 1L. Afadir lentamente 50 mL de H2SO4 concentrado y aforar a
1L con agua destilada. Agitar 3 veces para mezclar. Almacenar en un recipiente de vidrio ambar.
Hidroxido de sodio (NaOH) 5M. Afadir 100 g de NaOH a 250 mL de agua destilada en un vaso
de precipitados. Agitar en bafio de agua fria hasta disolver. Cuando la solucion esté fria, llevar a
un volumen final de 500 mL en un matraz aforado, realizando lavados del vaso de precipitados.

Almacenar en un recipiente de plastico.
Anexo D. Preparacion de medios de cultivo

Agar YPD (levadura peptona dextrosa) 2%. Afadir 12.5 g de caldo YPD a 250 mL de agua
destilada en un matraz Erlenmeyer. Disolver con agitacion y calentamiento (sin llegar a
ebullicién). Afadir 5 g de agar bacterioldgico y disolver nuevamente. Colocar en autoclave a
120°C (18 psi) por 15 minutos. Distribuir asépticamente el agar en 10 cajas Petri (25 mL c/u) con
ayuda de una probeta estéril. Dejar enfriar el medio de cultivo. Someter a prueba de esterilidad en
incubadora a 28°C por 24 horas. Almacenar a 4°C para su conservacion.
Agua de dilucién

Solucion patron A.

Afadir 3.4 g de fosfato monopotésico (KH2PO4) a 50 mL de agua destilada. Disolver.

Almacenar en una botella lechera.
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Solucion patrén B.

Afadir 50 g de sulfato de magnesio (MgSO47H20) a 100 mL de agua destilada. Disolver.

Almacenar en una botella lechera.
Agregar 0.625 mL de la solucion patron A 'y 2.5 mL de la solucion patron B a 500 mL de agua
destilada. Distribuir en botellas lecheras (90 mL c/u) y colocar en autoclave a 120°C (18 psi) por
15 minutos. Dejar enfriar. Almacenar a 4°C para su conservacion.
Caldo YPD (levadura peptona dextrosa) 50 g/L. Afadir 2.5 g de caldo YPD a 50 mL de agua
destilada en un matraz Erlenmeyer. Disolver con agitacion y calentamiento (sin llegar a
ebullicién). Colocar en autoclave a 120°C (18 psi) por 15 minutos. Dejar enfriar. Someter a prueba

de esterilidad en incubadora a 28°C por 24 horas. Almacenar a 4°C para su conservacion.

Anexo E. Curva de calibracién para la densidad celular de acuerdo con la escala de McFarland

Densidad celular
1.4

=
(N
Lod

1.0
0.8
0.6
0.4
0.2

0.0
3.0E+08 6.0E+08 9.0E+08 1.2E+09 1.5E+09

Escala de McFarland (cel-mL-1)

y-=7E-10x +0.0329
R? =0.9485

Densidad éptica (600 nm)

Figura 23. Curva de calibracion para la densidad celular de acuerdo con la escala de
McFarland
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Anexo F. Curvas de calibracion para la cuantificacion de glucosa y etanol por HPLC

Glucosa

10000000
9000000
8000000
7000000
6000000
5000000
4000000
3000000
2000000
1000000

y = 448549x
R? = 0.9997

Respuesta IR

0 5 10 15 20 25
Glucosa (gL1)

Figura 24. Curva de calibracion para la cuantificacion de glucosa por HPLC

Etanol
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Figura 25. Curva de calibracion para la cuantificacion de etanol por HPLC

Anexo G. Rendimiento de produccion de bioetanol a partir de biomasa microalgal

Se presenta la memoria de célculo para el rendimiento de produccion de bioetanol a partir de
biomasa microalgal.
La concentracion de CHO iniciales en la biomasa microalgal corresponde al 11.12%,

11.12% = 0.1112 -JcHotot.

Ibiomasa
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De acuerdo con las pruebas experimentales en este estudio, la extraccién de CHO corresponde al

74.1% vy la sacarificacion de CHO en azucares reductores corresponde al 97.7%,

0.1112 cHotot 0_741M — 0.0824 YcHoext
Ipiomasa YcHotot YIviomasa
0_0824M. 0_977M — 0.0805 Yglucosa
Iviomasa YcHoext YIbiomasa

De acuerdo con la reaccion quimica de la fermentacion alcohdlica (Ecuacién 5),
C¢H1,04 —» 2CH5CH,0H + 2C0,

Y la masa molar del reactivo: glucosa (CeéH120g) y los productos: etanol (CH3CH20H) y dioxido
de carbono (COy),

g
MMC6H1206 = 180156%
MM — 46.069 -2
CH3CH20H - * ﬁ
MM,,. = 44.009 9
o, ' mol
9CyH,,06 YcH;CH,0H dco,
180.156 2¢ef2% _, 5 (46.069 —) +2 (44.009—)
mo mo mol
9cHiCH,0H
92.138 13nolz 9cHycH,0H
3 =0511——=—
180.156L1706 9CHi206

El valor para el rendimiento tedrico maximo en la fermentacién alcohdlica es de 0.511 g etanol/g
glucosa. Con base en la cuantificacion de glucosa y etanol por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) se obtuvo un rendimiento de 0.93 g etanol/g glucosa, equivalente al 182.8%
para la mejor condicion de fermentacion alcohdlica. Asi, el rendimiento de produccion de
bioetanol a partir de biomasa microalgal corresponde a 0.075 g etanol/ g biomasa microalgal en el
presente estudio.

0.0805 gglucosa . 0.93 IEtoH — 0.075 9EtoH

Ibiomasa gglucosa Ybiomasa
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GLOSARIO DE TERMINOS

Agua residual. Efluente secundario de una planta de tratamiento de aguas residuales municipales
principalmente compuesto de materia organica biodegradable.

Azucares reductores. Carbohidratos que actian como agentes reductores al tener un aldehido o
cetona libre en su composicion molecular.

Bioetanol. Alcohol de origen bioldgico producido por la fermentacion de azlcares contenidos en
la materia orgénica.

Biomasa microalgal. Materia organica compuesta predominantemente por microalgas y que se
utiliza como fuente de energia para la produccion de biocombustibles.

Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Técnica analitica para la separacion y
cuantificacion de los analitos de una muestra que es inyectada en una columna, donde una fase
movil liquida bombeada a alta presion propicia la interaccion de los componentes con una fase
estacionaria generando picos en un cromatograma de acuerdo con su tiempo de retencion.
Estandarizacion. Definicién y documentacion de caracteristicas especificas para adaptar un
proceso a un modelo o patron.

Fermentacidn alcohdlica. Degradacion anaerobia de glucosa a etanol y CO2 como subproducto
llevada a cabo por microorganismos.

Hidrdlisis acida. Alteracion de la estructura molecular de los polisacaridos para su degradacion
en azlcares simples empleando &cidos diluidos.

Repetibilidad. Dispersion caracteristica de resultados obtenidos bajo las mismas condiciones de

medicion.
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